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gauche par les infections virales des bactéries dues a la présence de phages dans
I’environnement. (DOM : Dissolved Organic Matter, SOM : Soil organic Matter).

Figure 36 : Description des expériences en serre 1 (N-, plantes a faible statut N) et 2 (N+, plantes a
fort statut N) avec les différentes fertilisations N et P apportées a la reprise de croissance,
a la montaison, et au début de floraison. HN : high N, LN : low N, HP : high P, MP:
medium P, LP: low P. Les quantités d’azote et de phosphore apportées sont exprimées en
mg par plante.

Figure 37 : Design expérimental de I’expérience en rhizotrons. Deux niveaux de fertilisation N ont
été appliqués : un niveau élevé (N160 : 160 mg par plante) et un niveau faible (N80 : 80
mg par plante). Pour chaque niveau de fertilisation N, I’application de P a été realisée
sous forme complexée ou labile. Chaque combinaison N et P a été inoculé avec la souche
F23 ou a recu du NaCl 0.9 % en tant que témoin (Control).
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Figure 45: Voies de synthése de I’'TAA a partir de tryptophane chez des souches bactériennes
possédant des caractéristiques PGPR (Goswami et al., 2016)

Figure 46 : Ratios de fertilisation N : P testés a 1’échelle de I’individu, du couple colza-F23 ainsi que
du phytobiome. En vert, les ratios pour lesquels les meilleures performances
agronomiques et de coopération plante-microorganismes ont été trouvees.

Figure 47 : Approches intégrées pour explorer et exploiter le microbiome associé a la plante pour de
nouvelles stratégies agricoles (Song et al., 2020)

Figure 48 : schéma conceptuel du pilotage par les successions et associations des cultures, ainsi que
le raisonnement des fertilisations N et P. Par le biais des exsudats racinaire permettant de
recruter et d’assembler des communautés microbiennes désirables, et grace a
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la souche F23 permet un meilleur fonctionnement des microorganismes de la rhizosphére
et ainsi optimiser la croissance du colza.
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Figure 2 : Evolution de la production de viande au niveau mondial de 1961 & 2011 (viande.info,
FAOSTAT, 2020).

Tableau 1 : Evolution de I’utilisation totale d’engrais a I’échelle mondiale pour les principales
cultures de 1997 a 2030 (projection, FAO and Bruinsma, 2003).

1997/99 2015 2030
Nutrients, million tonnes

Wheat 25.3 30.4 34.9
Rice 23.8 26.5 28.1
Maize 22.5 29.0 34.5
Fodder 8.5 9.3 10.0
Seed cotton 4.9 6.2 7.1
Soybeans 4.6 7.6 11.5
Vegetables 4.6 5.3 6.1
Sugar cane 4.4 5.5 6.6
Fruit 4.1 4.3 7.5
Barley 4.0 4.4 4.8
Other cereals 3.9 9.2 83
Potato 2.7 33 3.8
Rapeseed 2.1 3.5 5.1
Sweet potato 1.8 2.0 2.1
Sugar beet 1.4 1.6 1.7
All cereals 79.5 99.5 110.6

% of total 57.7 64.8 58.8
All crops above 118.5 148.2 1721

% of total 86.0 89.8 91.5
World total 137.7 165.1 188.0
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La population mondiale connait depuis la révolution industrielle un état de transition
démographique. En effet, depuis le milieu du 19°™ siécle, les pays industrialisés voient leur
taux de mortalité diminuer et I’espérance de vie augmenter. Cette transition démographique a
eu pour conséquence une augmentation exponentielle de la population humaine, notamment
depuis les années 1950 (Figure 1). A cette époque, la population mondiale était de 2,5 milliards
d’étres humains tandis que la population mondiale actuelle avoisine les 7,8 milliards de

personnes (ONU, 2019).

En paralléle de cette transition démographique s’observe une transition des modes de
vie de subsistance vers un mode de vie de consommation, voire de surconsommation. La
consommation de produits d’origine animale constitue le cas le plus souvent cité. A titre
d’exemple, la production de viande a I’échelle mondiale était de 92 millions de tonnes a la fin
des années 1960 (consommation mondiale de 24,2 kg.an"*hab™ dont 10,2 pour les pays en voie
de développement) ; puis en 2003 la Food and Agriculture Organisation (FAQO) estimait une
production de 300 millions de tonnes (consommation mondiale de 41,3 kg.an™* .hab™ dont 31,6

pour les pays en voie de développement) pour I’année 2015 (Figure 2, FAOSTAT 2020).

Le développement de cette demande de ressources nutritives et de matiéres premieres
repose avant tout sur I’augmentation de la productivité agricole. Ainsi, depuis la fin des années
1960, la production agricole annuelle augmente de 1,3 a 2,1% (FAO and Bruinsma, 2003).
Cette croissance est expliquée a 15% par I’expansion des terres arables, a 7% par une
intensification de 1’agriculture au détriment des cultures de subsistance, mais surtout par une
augmentation des rendements (78% de la croissance). Cette véritable « révolution verte » a été
rendue possible gréace a la sélection variétale et la progression de 1’'usage d’intrants (Tableau 1),

passés de 25 kg.ha! a 92 kg.ha en une vingtaine d’années (FAO).

Historiquement, ces intrants étaient apportés sous forme organique par I’application de
fumier, de goémon dans les zones littorales ou par les déjections des animaux a travers la
pratique du paturage sur jachére. A partir du 19°™ siécle, I’application de guano en provenance
d’Amérique du Sud se répand. Ce matériau, constitué a partir de déjections d’oiseaux, est riche
en azote (N) et en phosphore (P), qui sont deux macroéléments fortement limitants de la
croissance végeétale, et par conséquent de la productivité agricole (Moreau et al., 2015; Vance,
2001). Ces matiéres organiques étant des ressources limitées et exportées de pays étrangers,
leur utilisation croissante a eu pour conséquence une augmentation de leur co(t et une influence

sur la géopolitique de I’époque.
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Figure 5 : Sources et cotits d’engrais phosphatés depuis le début du 19°™ siécle (Elser, 2012).



Chapitre I : Introduction générale

A titre d’exemple, les iles Chincha, principal lieu d’extraction de guano péruvien ont
permis 1’essor économique du Pérou mais étaient également au centre des tensions entre ce pays
et ’Espagne peu apres son indépendance. Le controle de ces iles est alors devenu un lieu de
conflit majeur lors de la guerre Hispano-Sud-Américaine (1865-1866), aussi appelée « guerre
du guano » (Jarrige and Roux, 2017). Le commerce de cette matiere a ainsi été fortement

perturbé, et par voie de conséquence son utilisation dans les pays européens également.

Ces difficultés d’approvisionnement, concomitante de 1’industrialisation, ont favorisé
I’utilisation et la synthése de matiéres fertilisantes d’origine minérale. En effet, en 1913, Fritz
Haber et ses collaborateurs mettent au point le procédé Haber-Bosch permettant la synthése de
diverses formes d’azote, toujours utilisées aujourd’hui (Figure 3). Ces engrais ont permis de
lever la limitation de production agricole et ont ainsi contribué a 1’accroissement de la
population globale (Figure 4) (Cellier, 2011; Smil, 1999). Concernant les engrais phosphatés,
ils sont aujourd’hui majoritairement issus de I’exploitation minérale, ce qui en fait une ressource
limitée et non renouvelable. Son potentiel d’épuisement d’ici une centaine d’années impacte a
la hausse le codt de cette ressource (Figure 5). De plus, les principaux gisements de roche
phosphatée étant majoritairement situés en Tunisie, au Maroc, en Chine et aux Etats-Unis, les

autres pays demandeurs se retrouvent ainsi dans un état de forte dépendance (Lougheed, 2011).

Le codt environnemental de ces ressources est également considérable. La synthese des
engrais azotés par le procédé Haber-Bosch utilise de grandes quantités d’énergie pour le
chauffage et la mise sous pression du méthane qui sert a obtenir I’hydrogéne permettant de
convertir le diazote atmosphérique en ammoniac. Le carbone ainsi utilisé dans ce procédé est
évacué sous forme de dioxyde de carbone (Figure 3, UNIFA, 2017). Une fois appliqués au
champ, le devenir des engrais azotés présente également un bilan environnemental lourd. En
effet, I’azote peut étre apporté sous forme minérale (nitrate et ammonium qui sont les formes
directement utilisables par la plante) ou sous forme organique (par exemple 1’urée). Ces
différentes formes subissent des processus de transformation par les microorganismes du sol et
peuvent aboutir a la production de formes volatiles telles I’oxyde nitrique (NO) ou ’oxyde
nitreux (N20). Ces formes appartiennent a la famille des oxydes d’azote (ou Nox) et sont des
gaz a effet de serre plus puissants que le CO». Enfin, I’ammonium peut étre volatilisé sous forme
d’ammoniac et le nitrate (NOz3") est souvent perdu par lessivage des sols et est ainsi responsable
de la pollution des cours d’eaux par eutrophisation (Grizzetti et al., 2020; Jarrige and Roux,
2017).
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Figure 6 : Etats de fixation des ions phosphates et disponibilité relatives dans la solution de sol

en fonction du pH (Demers, 2008).
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Le cofit environnemental de 1’exploitation du phosphate est lui aussi trés important. En
effet, I’extraction miniére dans des carrieres de phosphore sous forme d’apatite nécessite
I’utilisation d’engins lourds et produit des déchets contenant des métaux toxiques ainsi que des
¢léments radioactifs. L’apatite n’étant pas directement utilisable comme engrais, le phosphate
doit ensuite étre purifié par 1’application d’acides forts (notamment les acides sulfurique,
phosphorique et nitrique) (Reta et al., 2018). De nombreux autres secteurs industriels sont
fortement dépendants du phosphate, dont les produits finis sont a plus forte valeur ajoutée.
Parmi elles nous retrouvons la production de conservateurs alimentaires, d’agents anti-
corrosion, de produits phytosanitaires, de cosmétiques, de céramique et le secteur de la
métallurgie. Ces secteurs industriels nécessitent des produits phosphatés de haute qualité,
laissant ainsi au secteur agricole les formes de phosphate moins pures. Ainsi, I’application
d’intrants phosphatés d’origine minérale se révele également étre une source de pollution des
sols agricoles, notamment avec des éléments traces métalliques tels 1’arsenic, le plomb ou le
cadmium (Hartley et al., 2013; Molina-Roco et al., 2018; Taylor and Percival, 2001).

De plus, la faible disponibilité du P pour les plantes implique sa sur-utilisation au champ.
En effet, les plantes ne peuvent I’absorber que sous forme de phosphate (PO4?) & partir de la
solution de sol. Or cette forme ionisée est fortement retenue par les complexes argilo-humiques
(Figure 6). Jusqu’a 80% du phosphore total (Ptotal) est adsorbé ou précipité avec les matiéres
minérales (calcium) ou les métaux (fer et aluminium) selon la nature du sol (Menezes-
Blackburn et al., 2017). Au final, il est estimé que seulement 0,1% du Ptotal est disponible dans
la solution de sol (Illmer and Schinner, 1995), ne représentant qu’une concentration de 1 a 10
MM (Plassard et al., 2015). C’est pourquoi la FAO estime que seuls 20 a 30 % des engrais
phosphatés apportés au sol sont réellement absorbés par les cultures chaque année (Syers et al.,
2009). Ainsi dans les pays d’Europe occidentale, plus d’1,1 tonnes de P par hectare ont été
appliqués entre 1965 et 2007 alors que seulement 0,3 ont été exportés lors des récoltes (Sattari
etal., 2012).

La prise de conscience de la forte dégradation de notre environnement en lien avec les
activités humaines par les instances politiques a débuté dans les années 80 par la commission
mondiale sur I’environnement et le développement de I’ONU, aboutissant a la rédaction du
rapport dit Brundtland, premier document a introduire la notion de développement durable
(Brundtland et al., 1988). Cette notion comprend le développement d’une agriculture plus
durable, c’est-a-dire un systtme de production respectueux de [I’environnement,
économiquement viable, source de produits sains et de haute qualité et ne menacant pas le futur

potentiel agricole
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En 2000, le Millennium Ecosystem Assessment (MEA) a mis en avant I’importance des
services écosystémiques définis comme I’ensemble des services fournis par un écosystéme dont
la population humaine tire un bénéfice (Figure 7), ainsi que les impacts qu’ils subissent en lien
avec les changements climatiques (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). C’est dans ce
cadre conceptuel que le MEA attire I’attention plus particulierement sur I’état de dégradation
des sols et de la nécessité d’évaluer 1’état et le fonctionnement de ces écosystémes par la mise

au point d’indicateurs de suivi.

La biodiversité hébergée par les sols constitue a la fois un indicateur et un acteur
essentiel des fonctions de cet environnement complexe (Breure, 2004). Cette méme biodiversité
est aujourd’hui favorisée dans le cadre de la transition agroecologique de 1I’Agriculture, en
particulier en tant que levier pour une amélioration du bilan environnemental des pratiques. En
effet, 1’agroécologie a pour but principal de maintenir ou d’augmenter le rendement agricole
tout en limitant I’impact environnemental lié¢ a 1’'usage d’intrants (Altieri, 2002; Ministére de
I’agriculture, de I’agroalimentaire et de la forét, 2013). Cette transition agroécologique implique
trois étapes successives appelées étapes « ESR » pour Efficience (réduire la consommation et
le gaspillage des ressources), Substitution (remplacer les produits et pratiques actuelles par des
conduites moins nocives pour 1’environnement), Reconception (élaborer de nouveaux schémas
de production pour des agroécosystemes plus performants et répondant aux nouvelles

exigences, Hill and MacRae, 1996).

En ce sens, le ministere de 1’agriculture de I’agroalimentaire et de la forét (MAAF) a
mis en place en 2012 le Projet Agroécologique pour la France (Figure 8) structuré en six plans
distincts (Ministere de 1’agriculture, de 1’agroalimentaire et de la forét, 2012). Ce projet a été
renforcé en septembre 2020 dans le cadre du plan de relance économique « France relance »
(Ministére de I’agriculture, de I’agroalimentaire et de la forét, 2020). Parmi les différents volets
de ce projet, le plan « protéines végetales » a pour ambition de s’affranchir de I’importation de
soja destiné a I’alimentation animale (4 millions de tonnes par an), principalement depuis le
Brésil (Peyronnet et al., 2014). La production de légumineuses, principalement représentée par
la culture de pois protéagineux en France, est en déclin depuis plus de 20 ans. En effet, les
surfaces cultivées représentaient pres de 800 kha dans les années 1990 et seulement 400 kha en
2018 (Terres Univia, 2018). Ce déclin s’explique par la forte prévalence de pathologies
associées a la culture du pois, et la préférence d’autres cultures plus rentables a placer en téte

de rotation comme le colza.
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Figure 9 : Composition des graines de colza et débouchés industriels (D’aprés Terres Univia).
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En effet, le colza présente le double avantage d’une meilleure marge financiere
(fluctuations autour de 200€/t pour le pois contre 350 a 400€/t pour le colza ; Agro-BASF,
2020-) mais également par la multiplicité des débouchés avec I’utilisation de ses graines a la
fois dans le domaine de la production d’huiles et pour la production de tourteaux riches en
protéines a destination de I’alimentation animale (Figure 9). Dans les années 80, la surface
dévolue a sa culture était de 450 kha pour occuper finalement 1,1 Mha en 2019 (Terres Univia,
2020a). Toutefois, alors que la culture de légumineuses ne nécessite pas d’apports d’engrais
azotés, et peu d’engrais phosphatés, le colza quant a lui nécessite un apport important de ces 2
macroéléments. Le gain de rendement économique se trouve alors amputé par 1’application de
ces intrants. En effet, la fertilisation représente une part importante des codts de production des
grandes cultures, occupant méme parfois le premier poste de dépenses comprises dans les

charges d’approvisionnement (Agreste, 2011; Desbois and Legris, 2007).

Au final, dans un contexte agroécologique, la culture du colza va regrouper des enjeux
de «double performance», a la fois écologique et économique. C’est dans ce contexte que
s’inscrit le projet EPURE (Enhancing Plant nUtRition and hEalth) porté par la Structure
Fédérative de Recherche Normandie Végétal (FED4277 NorVEGE) dont I’un des objectifs est
I’optimisation de la culture du colza par une meilleure compréhension des interactions
nutritionnelles en lien avec les interactions plantes-microorganismes. Adossé au projet EPURE
et en partie au programme investissement Avenir — RAPSODYN (“Optimization of the
RAPeSeed QOil content anD Yield under low Nitrogen input: improving breeding of adapted
varieties using genetics and genomics” ; 2012-21), ce projet de recherche doctoral s’est plus
particulierement intéressé aux axes d’amélioration de I’efficience d’usage de 1’azote et du
phosphore chez le colza par I’optimisation et la rationalisation de la fertilisation apportée, et
plus particulierement le déploiement de solutions biointrants plus durables. Ce travail a été
réalisé au sein de ’'UMR INRAe-Unicaen 950 EVA et de I'unit¢ AGHYLE UP 2018.C101 qui
ont mis en commun leurs compétences et expériences sur les interactions nutritionnelles chez

le colza d’une part, et sur les interactions plantes-microorganismes, d’autre part.

Les chapitres suivants décrivent I’état de I’art actuel concernant les interactions entre le
phosphore et I’azote dans la nutrition des plantes, leur impact sur la structure et les fonctions
exercées par les microorganismes du sol ainsi que les interactions plantes-microorganismes

pouvant promouvoir la santé et le rendement de plantes d’intérét économique.
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Brassica rapa * Brassica napus Brassica oleracea
(AA) 2n=20 (AACC) 2n=38 (CC) 2n=18

N 4

Brassica juncea Brassica carinata
(AABB) 2n=36 (BBCC) 2n=34

N 7

Brassica nigra
(BB) 2n=16

Figure 10: Place du colza dans le triangle de U, décrivant les relations génétiques entre
plusieurs especes de Brassicacées. Parmi les especes diploides : le chou (B. oleracea), la navette
(B. rapa) et la moutarde noire (B. nigra). Parmi les especes allotétraploides résultant
d’hybridations : le colza (B. napus), la moutarde brune (B. juncea) et la moutarde d’ Abyssinie

(B. carinata). A, B et C représentent les différents génomes (U and Nagaharu, 1935).
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A.  Le colza, une oléoprotéagineuse exigeante

Le colza ou Brassica napus est une dicotylédone de la famille des Brassicacees issue de
I’hybridation interspécifique naturelle entre le chou (Brassica oleracea) et la navette (Brassica
campestris) (Figure 10, U and Nagaharu, 1935). Les plus anciennes traces de culture du colza
remontent a I’antiquité ou il était déja cultivé en Inde (entre -2000 et —1500 av. JC), en Chine
et au Japon pour produire de I’huile a destination de I’éclairage. Cette culture est ensuite arrivée
en Europe au Moyen-Age (Gupta and Pratap, 2007), principalement dans les pays prospéres
comme les Pays-Bas. C’est de ce pays que vient I’appellation « colza », a partir de « Koolzaad
» désignant une graine de chou (CNRTL, 2012). La culture du colza s’est alors fortement
répandue en Europe & partir du 17°™ siécle, en paralléle de 1’expansion de 1’utilisation de la
machine a vapeur. En effet a I’époque, 1’huile de colza était principalement utilisée en tant que
lubrifiant (Gupta and Pratap, 2007).

Dans les années 60, I’utilisation de I’huile de colza a des fins alimentaires a connu une
forte controverse en raison de sa teneur en acide érucique (INRA, 2006), acide gras présent
dans les graines. Il serait en effet responsable d’effets négatifs sur la santé, notamment de
troubles cardiaques appelés lipidose myocardique chez les enfants fortement exposés. Des
effets ont également été observés chez les animaux (changement de poids du foie, des reins et
des muscles squelettiques). L’acide érucique pouvait représenter alors jusqu’a 40% des acides
gras totaux des graines (EFSA, 2016), freinant la progression des surfaces cultivées. La
sélection variétale a alors permis de développer des plantes de colza dont les graines ont un
contenu inférieur a 5% en acide érucique (Gupta and Pratap, 2007), plus compatibles avec la

consommation humaine et animale. Ces variétés sont appelées variétés « 0 ».

En 1973, la production de soja aux Etats Unis a connu une forte baisse en raison des
conditions climatiques. Le gouvernement Américain a alors décrété un embargo sur
I’exportation de soja, malgré la dépendance de 1’Union Européenne pour la nourriture des
animaux d’élevage (Mouillet, 2003). Cet événement a permis un fort développement de la
filiere alimentaire du colza pour les animaux. Toutefois, une nouvelle problématique a
malheureusement été mise a jour. Les tourteaux alors produits contenaient une forte proportion
de glucosinolates, facteur antinutritionnel pour les porcs et les volailles. Ces glucosinolates sont
des métabolites secondaires sulfatés transformes lors du processus de pressage/trituration des

graines sous I’action de la myrosinase en divers résidus présents en quantités variables.
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Figure 11 : Croissance et stades phénologiques du colza (Terres Inovia).

Figure 12 : Débouchés en fonction de la qualité des graines (Florilege.arcad-project.org).
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Ceux-ci sont responsables de I’inappétence des tourteaux et de toxicité par un effet
goitrigene (Bourdon, 1989 ; Gallais and Bannerot, 1992), entrainant un recul des surfaces
cultivées au milieu des années 80. Une seconde vague de sélection variétale, établie a partir du
cultivar polonais Bronowski a alors permis d’abaisser les taux de glucosinolates dans les
graines. Les variétés résultantes de ces deux sélections sont appelées variétés double zéro « 00
» (INRA, 2006) permettant la reprise de 1’expansion de la culture de colza en France pour
atteindre une moyenne d’1,3 millions d’ha sur les 3 derniéres années. La France occupe le
premier rang européen pour la culture du colza malgré le recul des surfaces cultivées a 1,1 Mha
depuis 2019 (Terres Univia, 2020b).

Le colza d’hiver a un cycle de culture d’environ 10 a 11 mois. Il est classiquement semé
a la fin de 1’été et récolté en juillet. Entre la levée et ’arrivée de I’hiver, une rosette d’une
vingtaine de feuilles va se former (Figure 11). Au cours de I’hiver, le métabolisme de la plante
va ralentir considérablement, correspondant a une phase de vernalisation. Celle-ci permet des
modifications épigénétiques indispensables a la floraison de la plante, et a donc un impact fort
sur le rendement. A la sortie d’hiver, le colza va reprendre sa croissance pour débuter sa phase
reproductive, accroitre la taille de sa tige au cours de la montaison, puis se ramifier. Enfin, au
cours de la floraison, les organes reproducteurs vont se mettre en place. Aprés pollinisation des
fleurs, des siliques vont alors apparaitre puis les graines vont se développer, accumuler des
réserves et maturer. Une fois leur maturation complete, les colzas sont moissonnés et les graines
récoltées pourront par la suite étre orientées vers diverses filieres selon leur qualité (Agridea,
2009; Terres Inovia; UNIFA).

La graine de colza se compose principalement de matieres grasses, riches en acides gras
polyinsaturés, dont le ratio des teneurs en acide a-linolénique (® 3) et en acide linoléique (o 6)
est intéressant pour la consommation d’huile comestible. En effet, ce ratio d’acides-gras est
impliqué dans la prévention des risques cardiovasculaires (Simopoulos, 2010). Les huiles
provenant de la trituration des graines de colza peuvent également étre employées dans la
fabrication de produits transformés pour 1’alimentation humaine (margarines), mais aussi selon
leur qualité lipidique, dans la fabrication de biocarburants, de lubrifiants, détergents etc.
(Figures 9 et 12, Piazza and Foglia, 2001).
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La part protéique représente également une proportion importante des graines de colza,
qui en font un produit fortement valorisable post-trituration, et qui lui valent aujourd’hui la
qualification de culture oléoprotéagineuse. En effet, les graines triturées générent un co-produit
riche en protéines permettant la fabrication de tourteaux a destination de 1’alimentation animale,
mais également valorisables apres extraction protéique dans divers secteurs industriels. En
effet, ces protéines présentent des propriétés émulsifiantes, moussantes, ou texturantes
intéressantes qui peuvent étre utilisés entre autres dans les industries agroalimentaires
(mayonnaise vegan par exemple), chimiques (fabrication de détergents par exemple) ou
cosmétiques (Fetzer et al., 2020).

En paralléle, les pailles obtenues lors de la récolte peuvent étre valorisées sous forme
d’intrant par leur enfouissement dans les sols, mais également en tant que paillage pour les

animaux d’élevage (CETIOM, 2015).

Le colza est a la fois exigeant et a de forts besoins en azote (Schjoerring et al., 1995).
L’exigence signifie qu’une baisse des apports, méme faible, entraine une forte perte de
rendement. De plus, on considere aujourd’hui que la culture de colza a besoin de 7 unités
(kh/ha) de N par quintal de graines produites. Cette caractéristique est mise a profit sur le plan
agronomique dans le cadre des Cultures Intermédiaires Piége A Nitrates (CIPAN), permettant

la limitation du lessivage de 1’azote en hiver.

L’azote minéral est absorbé sous forme de nitrate ou d’ammonium par les plantes via le
systeme racinaire, grace a deux familles de transporteurs constitutifs ou inductibles : les
systemes de transport a basse affinité appelé LATS (« Low Affinity Transport System ») qui
interviennent lors de fortes concentrations externes en nitrate ou ammonium et les systémes de
transport a haute affinité appelé HATS (« High Affinity Transport System ») permettant
I’absorption du N minéral lorsqu’il est présent en faible concentration. Pour le nitrate, la
premiére famille de transporteurs de type LATS correspond aux transporteurs NRT1. lls sont
localisés au niveau des apex racinaires, permettant ainsi a la plante de prélever le nitrate de son
environnement. Ils sont également présents au niveau des membranes plasmiques des cellules
de ’endoderme qui délimite le cylindre central racinaire, et dans les pétioles des feuilles. Ainsi
ces transporteurs sont responsables de la translocation du nitrate dans le xyléme, jusque dans

les feuilles (Masclaux-Daubresse et al., 2010).
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Figure 13 : Schéma simplifié du métabolisme N dans une feuille jeune (A) et une feuille en cours de
sénescence (B). En rouge: les enzymes impliquées dans les processus d’incorporation et de
transformation du N. AS : Asparagine Synthase, ASN : Asparagine, CPSase : CarbamoylPhosphate
Synthétase, GDH : Glutamate Déshydrogénase, GLN : glutamine, GLU Glutamate, SAV : «senescence-
associated vacuole» (d’aprés Masclaux-Daubresse et al., 2010).
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Figure 14 : Dynamiques de I’absorption, de la remobilisation du N chez le colza et apports de N au sol
au cours du cycle de culture. Les fleches en bleu représentent 1’absorption de N, et les fleches noires
représentent les pertes de N, proportionnellement a leur épaisseur. Les chiffres représentent les stades
critiques déterminant 1’établissement de la NUE finale : (1) NAE avant floraison, (2) NAE post-
floraison, (3) efficience des remobilisations liées a la sénescence séquentielle et monocarpique, (4)
interactions entre NUE et les surfaces présentant une activité photosynthétique (feuilles et siliques).
(Bouchet et al., 2016).
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La seconde famille, NRT2, correspond aux HATS qui n’interviennent que lorsque la
concentration en nitrate dans 1’environnement est faible (< 500 uM) (Masclaux-Daubresse et
al., 2010). Pour I’ammonium, le transporteur AMT1 agirait quelle que soit la concentration en
ammonium et le transporteur AMT2 serait de type HATS (Gazzarrini et al., 1999). L’urée peut
aussi étre absorbée de maniere passive grace a des aquaporines (PIPs, TIPs, NIPs) et par un
transporteur actif (DUR3) (Kojima et al., 2007).

Apres absorption, le nitrate est ensuite réduit en nitrite puis sous forme d’ammonium
qui sera finalement assimilé dans les acides aminés. Chez le colza, ces réductions successives
ont lieu a la fois dans le compartiment racinaire et au niveau foliaire, de maniére couplée avec
I’activité photosynthétique. Le nitrate est réduit en nitrite dans le cytosol par la nitrate réductase
(NR), qui est alors transporté dans les plastes ou il est pris en charge par la nitrite réductase
(NiR) et ainsi réduit en ammonium. Celui-ci est ensuite pris en charge par le complexe
Glutamine Synthétase / Glutamine OxoGlutarate AminoTransferase (GS / GOGAT, Figure 13)
pour la synthése de glutamine et de glutamate. Plusieurs voies métaboliques prennent alors le
relai pour former les autres acides aminés nécessaires a la croissance de la plante (Figure 13).
Lorsque la demande en N est inférieure a I’offre dans la solution du sol, I’azote est alors stocké
principalement au niveau foliaire sous forme d’acides aminés et de protéines (Masclaux-
Daubresse et al., 2010). .

Au cours du développement de la plante, I’azote est principalement absorbé aux stades
rosette, puis a la reprise de croissance post-vernalisation, et ce jusqu’a la floraison (Figure 14,
Bouchet et al., 2016). L’absorption post-floraison n’est pas négligeable mais elle est ralentie.
Cette baisse de la capacité d’absorption du N minéral pourrait étre liée a une réduction de
I’activité photosynthétique des feuilles qui sont ombragées par les fleurs et siliques en
croissance, a des régulations métaboliques et/ou hormonales, et/ou a une limitation de la
disponibilité en N minéral dans le sol (accentuée par des épisodes de sécheresse) (Girondé et
al., 2015). Toute la période végétative précédant la floraison constitue la phase d’élaboration
du potentiel de rendement (Figure 14). En effet, ce dernier va étre dépendant des réserves qui
seront accumulées et stockées par la plante avant que ses capacités d’absorption soient inhibées

(Figure 15).
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Dans la mesure ou le colza élabore son potentiel de rendement seulement pendant une
période définie, 1’azote stocké au sein des organes de réserves doit pouvoir étre redistribué vers
les organes reproducteurs pour permettre 1’expression de ce potentiel (Figure 14). Cette
remobilisation d’azote intervient au cours de la sénescence (Rossato et al., 2001). Celle-ci
désigne un processus finement orchestré, qui s’étale de 1’échelle de I’organite a celui de
I’organe, conduisant & sa mort. De ce fait, les organes végetatifs constituent donc des organes
de réserve temporaires (Guiboileau et al., 2010).

La sénescence se manifeste chez le colza sous deux formes : la sénescence séquentielle
et la sénescence monocarpique en fin de cycle de vie de la plante. La sénescence séquentielle
touche les feuilles de maniére acropéte le long de I’axe de la plante et intervient au cours de
phase végetative jusqu’a la formation des siliques en permettant un recyclage des réserves
foliaires vers les organes puits en croissance (Noodén et al.,, 2004). La sénescence
monocarpique permet la remobilisation des nutriments de 1’ensemble des organes sources
(feuilles, tiges, péricarpes, tiges) vers les organes puits reproducteurs (les siliques et in fine les
graines) (Figures 13-B, 15).

La sénescence foliaire se caractérise de la facon la plus évidente par une décoloration
des limbes, signe de la dégradation des chloroplastes (Figure 16). L activité protéasique est trés
importante au cours de la sénescence (Girondé et al., 2015). La Rubisco représente 50 % des
protéines solubles et constitue la premiere source de N pour la remobilisation de 1’azote au
cours de la dégradation des chloroplastes, alors appelé gérontoplastes. En 1’absence de
photosynthése, les cellules doivent puiser leur énergie dans la mise en place de nouvelles voies
métaboliques dont la synthése de glucides a partir d’ Acétyl-CoA provenant de la dégradation
des lipides membranaires, par néoglucogénese. Ces réactions se font dans le peroxysome alors
devenu glyoxysome (Cornah and Smith, 2002). Le N est ensuite exporté par la séve
phloémienne vers les tissus en croissance, majoritairement sous forme de glutamine, de

glutamate et d’asparagine (Tilsner et al., 2005).

Dans une phase plus tardive de la sénescence (Figure 16), la dégradation des acides
nucléiques signe I’irréversibilité du processus. En parall¢le, la production d’éthyléne au niveau
du pétiole augmente et aboutit a I’abscision de la feuille sénescente (Guiboileau et al., 2010).
Chez le colza, cette abscision intervient généralement alors que la remobilisation de I’azote est
encore incompléte, ce qui conduit a des pertes de nutriments de 1’ordre de 2 a 4 % (Malagoli,
2005).
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L’azote étant généralement un ¢lément limitant la croissance végétale, les plantes sont
capables de mettre en place différentes stratégies d’adaptation pour augmenter 1’absorption

racinaire, limiter la demande, ou initier la remobilisation par la sénescence.

La limitation en azote va tout d’abord conduire a I’activation de la « Primary Nitrate
Response ». Elle se caractérise par 1’induction de I’expression des genes de transporteurs de
nitrate et de ceux codant les enzymes responsables de sa réduction (Zhao et al., 2018). Une
limitation prolongée induit quant a elle I’activation de la « Nitrogen Starvation Response »
(NSR). Celle-ci correspond entre autres a la régulation de génes impliqués dans I’initiation et
le développement des racines secondaires, de facteurs de réponse a 1’auxine, la production
d’espéces réactives de 1I’oxygene (Reactive Oxygen Species — ROS) (Safi et al., 2021; Zhao et
al., 2018). La NSR aboutit alors a une modification de I’architecture racinaire, avec un nombre
et une longueur de racines latérales plus importants. Ainsi la plante sera capable de prospecter
un volume de sol plus grand pour essayer de satisfaire ses besoins en N (Qin et al., 2019). En
paralléle, la sénescence séquentielle sera accélérée afin d’assurer un apport suffisant en N pour

la croissance de nouveaux organes.

Tout comme pour 1’azote, le colza est une culture exigeante en phosphore (Rashid and
Bughio, 1993). Souvent placée en téte de rotation, la culture du colza nécessite en général des
apports d’intrants phosphatés, en quantité permettant de répondre aux besoins de I’ensemble de
la rotation. Cependant, les phosphates apportés restent peu disponibles dans les sols, du fait de
leur forte et rapide adsorption aux particules argileuses du sol, ainsi qu’au fer et & I’aluminium
qui y sont également présents (Helfenstein et al., 2018). Au final, seulement 20 a 30% des
engrais P apportés sont finalement disponibles pour étre absorbés par les cultures (Syers et al.,
2009).

L’acquisition de P par les plantes s’effectue au niveau racinaire, exclusivement sous
forme d’orthophosphate (Pi), de formule HPO4? ou H2PO4- en fonction du pH du sol (Morel et
al., 2011). Dans la mesure ou le P est en concentration plus faible dans la solution de sol que
dans le cytosol, I’absorption de P, s’effectuant contre le gradient de concentration, est un
processus hautement régulé au travers de la membrane plasmique par un double systeme de

transporteurs de faible et de haute affinité (Raghothama and Karthikeyan, 2005).
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De maniére identique aux transporteurs de nitrate, un premier systéme de transport de
faible affinité (PLT, Figure 17) est exprimé de maniere constitutive, tandis que celui de haute
affinité (PHT, Figure 17) est induit par des conditions de déficience en P. A titre d’exemple, il
a eté montré chez Arabidopsis thaliana, plante modeéle de la famille des Brassicacees,
I’existence de 9 genes codant des transporteurs de phosphate de haute affinité. Ces geénes,
regroupés dans la famille des génes phtl codent des symports H+ : Pi (Hawkesford, 2011,
Plassard et al., 2015).

Le P est ensuite transféré aux différents tissus de la plante par des transporteurs dédiés
pour son incorporation dans différentes macromolécules, ou son stockage dans les vacuoles
sous forme de phosphate ou d’inositol-polyphosphate (InsP) pouvant inclure jusqu’a 6
groupements phosphate pour former du InsP6 aussi appelé phytate. Ce stockage est crucial dans
le maintien de ’homéostasie des niveaux de Pi cytosolique, afin de permettre 1’absorption
continue de Pi. Par la suite, le Pi pourra étre incorporé dans diverses macromolécules. Il est
principalement utilisé dans la formation des acides nucléiques (représentant 50 % du P
organique) impliqués non seulement dans le stockage et 1’expression du matériel génétique,
mais également dans le métabolisme énergétique (ATP). Il est également retrouve dans les
phospholipides membranaires. Au stade reproducteur, le colza utilisera le P pour la production
de phytate, molécule de réserve de P qui s’accumule dans la graine et qui sera utilisée pour

soutenir la croissance d’une nouvelle plantule apres la germination.

Dans la mesure ou le Pi est un élément rare et peu mobile dans les sols (Sokolov, 1968),
les plantes doivent mettre en place des stratégies d’adaptation afin de réguler leur demande en
P et augmenter leurs capacités d’absorption. Ces adaptations dépendent de 1’expression de
groupes de genes sous la régulation des domaines protéiques SPX (Suppressor of yeast gpal,
the yeast Phosphatase 81 and the human Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1). Ce
domaine est trouvé a I’extrémité N-terminale de protéines appartenant au régulon PHO,
impliqué dans ’homéostasie du Pi (Secco et al., 2012). En conditions non limitantes en P, les
InsP incluant le phytate, forme de réserve de P, vont agir en tant que senseurs en se liant aux
domaines SPX de ces protéines, permettant ainsi leur activation. Les domaines SPX ainsi
actives interagissent avec le facteur de transcription PHRZ, réprimant I’expression des geénes du
systéeme de réponse a la carence en P (P starvation response, PSR, Figure 17). En conditions de
carence, le pool d’InsP va diminuer, levant donc cette répression et permettant la translocation
de PHR1 dans le noyau, et la dégradation par le protéasome des protéines a domaine SPX
(Dissanayaka et al., 2021; Isidra-Arellano et al., 2021).
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Figure 20 : Role de la PSR dans la modulation des relations plantes-microorganismes. PHR1 :
facteur de transcription des génes de la PSR (Isidra-Arellano et al., 2021).
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La PSR va induire de nombreux changements métaboliques ainsi que des remaniements

de grande ampleur chez la plante (Figures 18, 19 et 20) avec :

- des modifications de I’architecture, notamment une diminution de la croissance du
pivot, une ¢longation des racines latérales ainsi qu’une diminution de leur diamétre. Ces
changements permettent, comme pour 1’azote, la prospection d’un volume de sol plus
important, plutdt localisé en surface, lieu privilégié de minéralisation de la matiere
organique (Dissanayaka et al., 2021; Ge et al., 2012; Gregory, 2011; Rengel and
Marschner, 2005).

- D’expression des genes codant pour les transporteurs de haute affinité, permettant de
capter le Pi en moindre concentration dans la solution de sol, et une translocation plus

efficace dans les tissus.

- I’exsudation de composés chélateurs d’ions comme des sidérophores ou des acides
organiques permettant une acidification locale du sol, permettant ainsi la solubilisation
du P complexé. Le pool de P organique du sol peut également étre mobilisé par
I’exsudation de phosphatases ou de ribonucléases (Alori et al., 2017; Honvault et al.,
2020)

- au niveau du métabolisme général de la plante, via I’activation de voies métaboliques

alternatives requérant moins d’utilisation d’ATP.

- la synthése de pigments tels que les anthocyanes, permettant de protéger les tissus
foliaires des rayonnements, dans la mesure ou la photosynthese va étre fortement
ralentie au profit de la respiration cellulaire. Cette production est responsable de la

coloration violacée caractéristique des plantes carencees en P.

- le remplacement des phospholipides membranaires par des sulfolipides ou des
galactolipides afin de remobiliser leur P, de méme que des phénomeénes plus généraux
d’autophagie (principalement de ribophagie) permettant de remobiliser le P des acides

nucléiques, induisant la sénescence des organes sources.
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Tableau 2 : Indices agronomiques liés a I’efficience d’usage de 1’azote (Hawkesford and
Barraclough, 2011).

abbréviation dénomination Formule unité  notes

EUF Efficience d'usage du Fertilisant (Nabsorbé/Nappliqué)*100 % % de fertilisant appliqué absorbé par la culture
EUA Efficience d'usage de I'Azote EAA X EUtA kg.kg-1 EUA proche de rendement / azote dispo

EAA Efficience d'absorption de I'Azote Nabsorbé/N dispo (sol+engrais) kg.kg-1 efficience physiologique

EUtA Efficience d'utilisation de |'Azote rendement / Nahsorbé kg.kg-1 efficience agrophysiologique

IR Indice de Récolte Masse des grains récoltés / biomasse aérienne totale fraction

IRA Indice de Récolte Azoté Fraction de I'azote du grain / azote de la biomasse aérienne totale fraction

EAA Eficience de I'Azote Agronomique rendement avec fertilisation - rendement sans fertilisation kg.kg-1 gain de rendement par fertilisation

ERA Efficience de recouvrement apparent  Nabsorbé / N apporté par fertilisation kg.kg-1

Flux of N
taken up

Endogenous N

Figure 21 : Schéma simplifié des composantes de ’efficience d’usage de I’azote. NupE :
efficience d’absorption de N, NAE : efficience d’assimilation du N ; NRE : efficience de
remobilisation du N (Avice and Etienne, 2014).



Chapitre 11 : Synthése bibliographique

- Enfin, des modifications des voies du systéeme immunitaire de la plante permettant une
modulation des relations avec les microorganismes rhizosphériques (Figure 20, Isidra-
Arellano et al.,, 2021). Ces modulations vont en particulier contribuer au possible
recrutement de microorganismes PGPR et PSB, mais vont également favoriser la
mycorhization des racines, véritable relation symbiotique entre les champignons
arbusculaires et les plantes. Toutefois, le colza, du fait entre autres de sa production en
glucosinolates, comme la majorité des Brassicacés, n’établit pas de relation avec des

champignons arbusculaires mycorhiziens (Reau et al., 2005).

Nous avons précédemment décrit les aspects physiologiques de I’absorption de N et de
P, ainsi que de leur remobilisation. Afin d’¢étudier ces phénomeénes aux champs, 1’utilisation
d’indices agronomiques se révele particulierement utile. Ces derniers permettent de monitorer
le devenir des nutriments présents dans les sols, qu’ils soient naturellement présents ou apportés

par fertilisation, dans la construction du rendement.

Ainsi, les performances agronomiques des grandes cultures peuvent étre évaluées selon
I’efficience d’usage des nutriments (Tableau 2: exemple de 1’azote, Hawkesford and
Barraclough, 2011, Figure 21 : Avice and Etienne, 2014). Cette efficience d’usage (NUE, PUE :
N / P Use Efficiency) prend en compte 2 composantes :

- Defficience d’absorption des nutriments (NAE, PAE pour N / P Absorption Efficiency,
souvent remplacée par NUpE, PUpE pour N / P Uptake Efficiency),

- Defficience d’utilisation des nutriments (NUtE, PUtE : N / P Utilisation Efficiency).
Cette efficience d’utilisation des nutriments peut aussi étre subdivisée en efficience
d’assimilation (non déployée dans le cadre de cette thése) et efficience de remobilisation
(NRE, PRE : N / P Remobilisation Efficiency).

L’efficience d’absorption est calculée comme étant la quantité d’un minéral absorbée
divisée par la quantité disponible de ce minéral dans les sols, permettant ainsi de s’affranchir
des problémes de complexation ou d’indisponibilité des minéraux. Cette prise en compte est
importante, spécialement en ce qui concerne la nutrition phosphatée, les ions phosphates étant

peu disponibles et peu mobiles dans les sols (Rengel and Marschner, 2005).
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Cette efficience d’absorption est ainsi dépendante a la fois des caractéristiques du sol,
des apports de fertilisants, et des capacités d’absorption de la plante. Il s’agit d’un indice
agronomique souvent utilisé en fin de culture, mais qui en réalité varie au cours du temps. A
titre d’exemple, la quantité d’azote dans les sols connait une série de pics consécutifs a la
minéralisation automnale, ainsi qu’aux apports d’engrais au printemps (Figure 14, Bouchet et
al., 2016). Inversement, lorsque 1’azote du sol se raréfie, I’expression de transporteurs de haute
affinité, associée aux modifications de D’architecture racinaire, augmente le potentiel
d’absorption de la plante aux stades végétatifs. Inversement, aux stades reproducteurs,
I’expression des transporteurs de nitrate est fortement réprimée, et la floraison s’accompagne
¢galement du ralentissement de [D’activité photosynthétique, et donc du métabolisme
énergétique qui peut potentiellement diminuer les activités enzymatiques liées a 1’assimilation
de I’azote (Bouchet et al., 2016; Girondé et al., 2015).

L’efficience d’utilisation des nutriments se définit comme étant le rapport du rendement
par la quantité de nutriments absorbés (Hawkesford and Barraclough, 2011). Elle est donc
indicatrice des capacités d’assimilation des nutriments dans les molécules organiques, de
I’efficacité de remobilisation et de translocation au sein de la plante au service de 1’élaboration
du rendement. Ce dernier peut varier selon I’efficacité de pollinisation, du nombre de siliques

formées et du nombre de graines par siliques, ainsi que du poids de mille grains (PMG).

L’efficience de remobilisation des nutriments est, quant a elle, principalement évaluée
par la teneur résiduelle de I’élément considéré dans les feuilles mortes pour la sénescence
séquentielle, ou dans I’ensemble des tissus au terme de la sénescence monocarpique. Il est
également possible d’estimer I’efficience de remobilisation entre 2 stades de développement,
par exemple entre la floraison et la récolte finale pour estimer les capacités de remobilisation

des organes végetatifs vers les graines.

Finalement, I’efficience d’usage des nutriments se révele étre la synthése des indices
agronomiques précedemment évoqués. Elle se calcule comme étant le rapport du rendement sur
la quantité de nutriments a disposition dans I’environnement, ce qui correspond aussi au produit
de ’efficience d’absorption et de I’efficience d’usage de 1’élément en question (Hawkesford
and Barraclough, 2011).
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Dans I’exemple de I’azote, 1’efficience d’usage se construit dés le stade végetatif par la
capacité de la plante a acquérir le N provenant de la minéralisation (Figure 14), permettant une
plus grande élaboration de biomasse. Cette vigueur est directement corrélée avec la capacité de
réserve, et la taille du pool de N remobilisable. Le développement des rosettes est ensuite suivi
d’un ralentissement de la croissance et de 1’absorption au cours de I’hiver. La croissance
reprend au printemps avec la montaison (vigueur de reprise de croissance et se poursuit jusqu’a
la floraison. Toute cette période est désignée comme période d’élaboration du potentiel de
rendement. En effet, 1’absorption consécutive a la floraison étant souvent faible, 1’utilisation de
I’azote au profit de la formation et du remplissage des graines ne pourra alors se faire en trés
grande majorité que par la remobilisation du pool précédemment acquis. Cette phase
reproductive est alors appelée phase d’expression du potentiel de rendement (Figure 14,

Bouchet et al., 2016)

Bien que généralement évaluée en fin de culture, ’efficience d’usage des nutriments
résume a elle-seule I’ensemble des phénoménes qui se sont déroulés pendant I’ensemble du
cycle de culture. Or, comme nous 1’avons vu dans les précédents chapitres, les phénomeénes
biochimiques et physiologiques des plantes est extrémement variable entre les stades végétatifs

et reproducteurs de la culture de colza.

L’acquisition de ces nutriments par ’intermédiaire des racines est cependant fortement
dépendante de 1’environnement abiotique mais également biotique de la plante. En effet, les
microorganismes sont les acteurs majeurs de la mise a disposition des nutriments par leur

implication dans les cycles biogéochimiques.

B.  La rhizospheére, une interface d acquisition des nutriments pour le

colza et les microorganismes des sols

La rhizosphere a été définie par Lorenz Hiltner comme étant la zone du sol étant sous
I’influence directe du systeme racinaire (Hiltner, 1904; Hinsinger and Marschner, 2006). Ce
compartiment est essentiel car finalement directement en lien avec la potentialité d’acquisition
des nutriments par la plante. Non seulement cette rhizosphere constitue de fait une interface
entre la plante et le sol, mais elle est surtout une interface entre les microorganismes et les

racines ; ainsi qu’entre les microorganismes rhizosphériques et non-rhizosphériques.
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Bien qu’invisibles, les microorganismes représentent une biomasse considérable dans
les sols. Elle a été évaluée comme étant de 1’ordre de grandeur de 1,5 et 3,5 tonnes par hectare
respectivement pour les bactéries et les champignons (Champomier-Vergés and Zagorec,
2015), pour une biodiversité variant de 10* a 108 espéces par gramme de sol (Schloss and
Handelsman, 2006). Cette biodiversité est principalement modelée par les caractéristiques
physicochimiques des sols telles que le pH (Fierer and Jackson, 2006), mais eégalement le
couvert végétal en place.

Ces microorganismes jouent un role primordial dans le fonctionnement des
écosystemes, notamment par la minéralisation de la matiére organique, la structuration des sols
par les hyphes fongiques, ou encore par les interactions trophiques dans lesquels ils sont
impliqués (cycle des nutriments, lutte contre les pathogenes, régulation de la biodiversité). En
particulier, la rhizosphére se caractérise par une plus forte activité des communautés
microbiennes comparativement au sol nu (Gkarmiri et al., 2017). Ainsi, 1’environnement
rhizosphérique constitue un hotspot concentrant les activités microbiennes (Bakker et al.,
2013). Toute cette biodiversité représente en effet un réservoir de fonctions, modelable et

pouvant étre recruté a facon par les plantes afin de subvenir a leurs besoins.

Bien que I’ensemble du processus de recrutement des microorganismes par la plante soit
encore loin d’étre élucidé, les premieres étapes semblent étre la résultante du dialogue qui
s’établit entre la plante et les microorganismes. Ce dialogue est sous la dépendance premiere

de la rhizodéposition, en particulier les exsudats racinaires (Pang et al., 2021).

Les plantes sont ainsi les premieres a communiquer dans ce dialogue. Par I’intermédiaire
de leurs racines, elles vont émettre dans le sol une grande diversité de composeés par diffusion
libre ou par I’intermédiaire de transporteurs dédiés (Badri and Vivanco, 2009; Sasse et al.,
2018). Ces composés constituent surtout des sources de carbone a destination des
microorganismes avoisinants, et peuvent représenter jusqu’a 50% du carbone exporté vers les
racines, soit 17% en moyenne des photosynthétats (Nguyen, 2003). Ces exsudats peuvent étre
des sucres, des acides aminés, des acides organiques, des flavonoides ou encore des composés
volatils (\VVolatile Organic Carbon, VOC, Figure 22) (Pang et al., 2021).
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Ces composes sont percus par les microorganismes environnants et constituent des
facteurs attractifs ou répulsifs. L’exposition a ces métabolites va engendrer chez les
microorganismes de nombreux changements métaboliques, dont ceux liés a leur motilité (pili,
flagelles). En effet, par chimiotactisme les microorganismes vont se déplacer contre le gradient
d’exsudats d’intérét pour atteindre les racines (Trivedi et al., 2020, Figure 23). Concernant la
communauté bactérienne, la colonisation des racines va le plus souvent s’effectuer a travers la
production d’un biofilm en surface. Le biofilm définit un mode de vie communautaire des
microorganismes, contrairement a une forme de vie planctonique (sous forme cellulaire
individuelle). Ces biofilms, composés d’une matrice extracellulaire complexe
d’exopolysaccharides, entourant les bactéries qui s’y incluent, permettent une protection contre
les agressions externes (antibiotiques, prédateurs, phages, etc, Costerton, 1999). L’élaboration
des biofilms, et donc le succeés de colonisation des racines est généralement sous la dépendance
de signaux permettant un recensement de la densité bactérienne (ou quorum sensing) dans

I’environnement proche, évaluant ainsi la probabilité de rencontre de partenaires potentiels.

Parallelement a la colonisation des racines, les microorganismes ainsi recrutés doivent
aussi pouvoir se maintenir et cohabiter dans la rhizospheére, et plus spécifiquement avec les
défenses immunitaires de la plante-h6te. Par exemple, dans le cas des bactéries, celles si
peuvent excréter des enzymes de détoxification des ROS (comme la superoxyde dismutase, la
catalase ou la peroxidase), diminuer 1’expression des Microbial-Assosiated Molecular Patterns
(MAMPs) et exprimer a leur surface des molécules similaires a celles des plantes, appelées
Plant-REsembling Plant-Associated and Root-Associated Domains (PREPARADOS), servant
potentiellement de camouflage face aux défenses immunitaires de la plante (Trivedi et al.,
2020).

Bien qu’une sélection des microorganismes puisse potentiellement diminuer la quantité
de bactéries par rapport au pool de départ qu’est le sol, les exsudats, en tant que sources de
nutriments vont permettre une multiplication importante des microorganismes et donc a une
augmentation de la densité microbienne. Les racines sont donc abondamment peuplées d’une

communauté complexe et spécifique appelée microbiome racinaire (Hacquard et al., 2015).
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Dans le contexte particulier du colza, les microorganismes rhizosphériques (et
particulierement les champignons) sont de plus sous la contrainte forte de la présence de
métabolites secondaires produits par la plante, appelés glucosinolates (Bressan et al., 2009). Il
s’agit d’hétérosides soufrés dont la dégradation par une enzyme spécifique produit du glucose
ainsi que des composeés a propriétés biocides, comme les isothiocyanates (Grubb and Abel,
2006). L’exposition des communautés rhizosphériques a ces composés provoque une
diminution de la diversité microbienne dans 1’environnement du colza, mais aussi une
augmentation de 1’abondance de souches PGPR (Siebers et al., 2018). Dans cet environnement
particulierement contraint, nous avons choisi de centrer ce travail de thése sur le potentiel des

bactéries en tant que solution biointrant pour soutenir la croissance du colza.

Parmi ’ensemble de la population microbienne ayant répondu présent aux appels de la
plante, une quantité considérable de fonctions peut ainsi également étre sélectionnée. Dans la
mesure ou I’évitement des défenses immunitaires de 1’hote représente un facteur important de
virulence, malheureusement, certains pathogénes peuvent aussi exister et prospérer dans la
rhizosphere. Cependant, la stratégie de recrutement élaborée par la plante a plut6t vocation a

recruter des microorganismes qui lui sont bénéfiques.

Ces microorganismes bénefiques peuvent ainsi étre impliqués dans les cycles
biogéochimiques des nutriments d’intérét pour la plante, mais aussi exercer un controle sur la
population de pathogenes, ou encore limiter 1’expression de leurs facteurs de virulence ou
éliciter les défenses des plantes, ou d’autres peuvent simplement secréter des métabolites
secondaires ou des enzymes qui vont agir comme signaux locaux pour augmenter la croissance
de la plante. Les bactéries ayant ce type de fonction d’intérét sont appelés « Plant Growth
Promoting Rhizobacteria » ou PGPR (Jacoby et al., 2017).

Différents traits PGPR peuvent coexister chez les microorganismes. Par exemple, la
croissance racinaire peut étre promue par la modification de 1’équilibre entre 1’acide Indole 3-
Acétique (IAA — Indole 3-Acetic Acid, auxine) et 1’éthylene (Chadwick and Burg, 1970). Ainsi,
certaines PGPR ont la capacité de produire de 1’auxine, mais aussi de dégrader les précurseurs
de la synthese d’éthyléne, faisant pencher la balance de ce ratio en faveur de 1’¢longation

racinaire (Goswami et al., 2016).
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Les bactéries productrices d’auxines représentent 80% des bactéries rhizosphériques.
L’auxine favorise l’¢longation racinaire en augmentant la division et la différenciation
cellulaire, mais également 1’¢longation cellulaire (Goswami et al., 2016). Dans les cellules
végétales, la présence d’auxine induit ’expression des génes responsables de la synthése
d’éthyléne (Glick et al., 2007). Celle-ci implique la synthése d’un intermédiaire, le 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). Celui-ci est ensuite converti en éthylene par
I’ACC oxidase. Certains microorganismes rhizosphériques PGPR peuvent dégrader cet ACC
grace a I’excrétion dans le milieu d’une enzyme, I’ACC déaminase. Cette enzyme convertit
I’ACC en ammonium et en a-cétobutyrate. Le bénéfice est alors double, pour la plante et les
microorganismes. La plante va ainsi pouvoir étendre sa surface d’exploration du sol grace a
1’¢élongation racinaire, et les microorganismes vont pouvoir utiliser I’ACC comme source de N

(Glick et al., 2007).

D’autres molécules d’origine végétale peuvent également étre synthétisées par les
microorganismes telles que des hormones (cytokinines, gibbérellines, acide abscissique) mais

sont nettement moins étudiées que la synthése d’TAA ou la dégradation de I’ACC.

La stimulation de la croissance végétale peut également étre appréhendée par des
mécanismes indirects. L’amélioration de la mise a disposition d’éléments nutritifs pour la
plante, bien que n’augmentant pas de maniere directe la croissance, est néanmoins
incontournable a ’augmentation de la biomasse. Le N et le P font parties des éléments nutritifs
les plus limitants de la croissance végétale. Les microorganismes étant les acteurs principaux
de la minéralisation de ces éléments, la présence de PGPR spécialisées dans ces fonctions
semble alors primordiale pour soutenir la croissance végétale, dépendante de la présence dans

I’environnement de ces formes minérales.

Concernant la mise a disposition de 1’azote minéral, plusieurs voies microbiennes sont
possibles (Figure 26, Hayatsu et al., 2008)), ainsi que plusieurs stratégies coopératives. Dans le
cas de la fixation du diazote atmosphérique par exemple, celle-ci est realisée par des bactéries
du genre Rhizobium, mais est également possible chez d’autres genres bactériens. Certains
Rhizobium peuvent fixer 1’azote directement dans les sols, ou alors de maniére Symbiotique au
sein d’une structure particuliére mise en place chez les 1égumineuses : les nodules (Schneider

and Huyghe, 2015).
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Figure 27 : Fonctionnement symbiotique des nodules chez les légumineuses. Apres colonisation,

la plante fournit une source de carbone par I’influx de sucres dans les nodules et synthétise localement

de la leghémoglobine, créant une atmosphere microaérophile indispensable au fonctionnement de la

nitrogénase des Rhizobium sous forme de bactéroides (Schneider and Huyghe, 2015).
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Figure 28 : Cycle de I’azote, voies de transformation régulées par des processus physiologiques

microbiens, absorptions végétales et pertes dans 1’environnement par lessivage et volatilisation
(Richardson et al., 2009).
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Au travers de cette association, la plante fournit une source de carbone pour les
microorganismes, ainsi que les conditions physicochimiques favorables a la fixation de N par
la synthése locale de leghémoglobine créant des conditions de microaérobie indispensable au
processus de fixation du diazote (Figure 27). La coopération entre les plantes et les bactéries,
de méme, va s’opérer en plusieurs points des processus de minéralisation et de 1’état d’oxydo-
réduction de I’azote (Figure 28, Richardson et al., 2009). Ainsi selon les préférences

nutritionnelles des plantes, celles-ci pourront acquérir le N sous forme nitrate ou ammonium

Parmi ces PGPR, certaines bactéries sont également capables d’oxyder le soufre présent
dans le sol et le rendre ainsi disponible pour la plante. En effet, celui-ci n’est assimilable par la
plante que sous forme sulfate (SO4%), qui est le produit final de la minéralisation, tandis que
95% du soufre total du sol se présente sous forme organique (Banerjee and Yesmin, 2004; Zhao
etal., 1997).

Enfin, les microorganismes peuvent également mettre a disposition le P pour la plante.
Comme nous 1’avons vu précédemment, le phosphate est souvent complexé aux particules
d’argile, ou aux oxydes de fer et d’alumine présents dans les sols, et donc difficilement
disponible voire méme totalement indisponible pour la plante. Toutefois de nombreux
microorganismes possédent des mécanismes leur permettant de solubiliser ces formes
complexées du P, fonctionnalités d’intérét majeur dans un contexte de stimulation de la
croissance des plantes. Les mécanismes permettant de mobiliser ce pool de P sont décrits dans

le chapitre suivant.

Les PSB ont recours a tout un arsenal métabolique permettant de solubiliser le P et le
rendre disponible dans la solution du sol. Dans la plupart de ces mécanismes, la solubilisation
du P est souvent liée a I’acquisition ou I’utilisation d’autres éléments nutritifs, notamment liés
aux cycles du carbone, du N et du fer. L’ensemble de ces mécanismes sera décrit dans ce

paragraphe.
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FIGURE 2 | Schematic representation of the organic acids that may be produced by PSM and used to solubilize inorganic forms of phosphate.

Figure 29 : Représentation schématique de la diversité des acides organiques produits par les

PSB et utilisés pour la solubilisation du P inorganique (Alori et al., 2017).
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L’un des mécanismes principaux de solubilisation repose sur I’excrétion dans le milieu
extracellulaire d’acides organiques (Figure 30), principalement d’acide gluconique (Alori et al.,
2017). Ces acides organiques sont issus de la dégradation de composés organiques, notamment
des sucres, tel que le glucose a I’origine de 1’acide gluconique. L’effet principal de la sécrétion
d’acides organiques, tout comme ceux exsudés par les plantes réside dans 1’acidification locale
du sol, qui va entrainer des modifications des liaisons établies entre les ions phosphates et les

particules d’argile chargées positivement.

Un autre moyen d’acidifier le milieu repose également sur la capacité des bactéries a
émettre des protons, en reégle générale grace au fonctionnement d’antiports permettant
I’acquisition du N. Les bactéries du genre Pseudomonas, principal genre bactérien décrit parmi
les PSB connus avec Bacillus (Arkhipova et al., 2005; Babu-Khan et al., 1995; Lally et al.,
2017; Park et al., 2009; Saxena et al., 2020), peuvent acquérir du N sous forme de NH4" grace
a un antiport NH4* / H* (Tian et al., 2021).

La remobilisation des ions phosphates complexés aux formes de fer s’effectue quant a
elle a travers la production de sidérophores. L’acquisition de fer se fait exclusivement sous
forme ferrique Fe®", extrémement rare dans 1’environnement et nécessite donc la sécrétion de
composés ayant une trés forte affinité pour le fer a cet état d’oxydation. Ainsi la libération du
P est la résultante de la nécessité bactérienne d’acquérir un autre élément. A nouveau, la
capacité de production de ces sidérophores est fréquemment rencontrée chez les PSB des genres

Pseudomonas et Bacillus (Gasser et al., 2015; Saxena et al., 2020).

La production de cyanure d’hydrogéne (HCN) a été classiquement attribuée a un
mécanisme de biocontréle. Néanmoins cette classification est aujourd’hui remise en question.
En effet, sa structure chimique présente un doublet électronique sur I’atome d’azote susceptible
de réagir fortement avec le fer. Ce dernier est méme inducteur de la production d’HCN (Rijavec
and Lapanje, 2016). Contrairement aux sidérophores qui aident les bactéries a acquérir du fer
ferrique dans le milieu, I’HCN aurait plutot un réle protecteur pour les bactéries en chélatant le
fer, qui s’il se retrouve libre dans 1I’environnement est fortement toxique (Braun, 1997). La mise
a disposition du P semble donc encore relever de I’externalité positive, tout comme pour les
sidérophores. L’effet de biocontrole serait obtenu (i) par une compétition défavorable pour les
pathogenes pour 1’acquisition de P, et donc une croissance bactérienne plus faible, et (ii) par la
privation en fer, dont 1’acquisition est essentielle a 1’expression du potentiel de virulence

(Payne, 1993).
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Figure 30 : Mécanismes consécutifs de la phosphodiestérase et de la phosphatase alcaline
impliquant un réarrangement moléculaire (réaction A) et I’incorporation d’atomes d’oxygeéne
(réactions B et C) permettant le dégagement du phosphate a partir des acides nucléiques

(Nannipieri et al., 2011).
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L’ensemble des mécanismes précités concerne la mise a disposition du P inorganique.
Cependant, le pool organique de P représente aussi une réserve non négligeable dans les sols
de grandes cultures, en proportions hautement variables (entre 20 et 50 % ; Hedley et al., 1982;
Motavalli and Miles, 2002). Ainsi, la mise a disposition de phosphate par la minéralisation des
sources organiques via I’activation d’enzymes spécifiques, pourrait donc constituer également

un avantage stratégique important.

Les phosphatases sont une classe d’enzymes hydrolysant les liaisons phospho-esters et
les liaisons phospho-anhydrides des molécules organiques. Ils appartiennent a plusieurs classes,
comme par exemple les phosphomonoestérases (EC 3.1.3), les phosphodiestérases (EC 3.1.4),
les hydrolases triphosphoriques monoesters (EC 3.1.5). Parmi les plus étudiées dans les sols, la
phosphatase alcaline et la phosphatase acide appartiennent aux phosphomonoestérases (Figure
30). Ces deux enzymes hydrolysent notamment les liaisons monoesters des nucléotides et des

sucres-phosphates (Figure 30, Nannipieri et al., 2011), permettant la libération de phosphate.

Le phytate (InsP6) représente la principale forme de P organique (Quiquampoix and
Burns, 2007). Parmi les phosphomonoestérases, les phytases sont spécialisées dans la
dégradation de 1’InsP6, et sont donc de premiere importance dans la minéralisation du P. Les
phytases sont classées en fonction de leur mode de fonctionnement (et donc de leur structure et
spécificité de substrat — position de la liaison hydrolysée sur le centre inositol -) en quatre

classes (Plassard et al., 2015):

- Les phosphatases acides a histidine
- Les phytases a hélice f3

- Les phytases a cystéine

- Les phosphatases acides pourpres

L’ensemble des mécanismes décrits ici constituent de fait des caractéristiques d’intérét
particulierement recherchés lors des criblages de microorganismes a potentialité de
solubilisation du phosphore. De nombreuses études s’attachent aujourd’hui a mettre en
évidence ce type de microorganismes dans 1’objectif de développer des produits de type
biointrants (Ahmad et al., 2006; Alori et al., 2017; Kumar et al., 2012). Il s’agit ici de pouvoir
mettre en ceuvre des PSB en tant qu’alternative possible a une minéralisation minérale, afin de

soutenir la croissance des plantes.
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Figure 32 : Généralisation de 1’approche par holobionte dans les domaines de la santé et de

I’agriculture (Berg et al., 2020).
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C.  Intégrer les processus écologiques au sein des systémes de culture pour

une agriculture intégrée et durable

Le terme holobionte (« holo » signifiant « tout » et « bios » signifiant vie), apparu au
tout début des années 1990, représente a cette époque la relation symbiotique d’un
macroorganisme hote et d’un microorganisme associé, leur coévolution et leur transmission au

fil des générations.

Cette notion a évolué au fil des progrés scientifiques, et notamment pas la prise de
conscience de I’abondance des microorganismes et de leurs roles dans I’homéostasie de leur
hote. A titre d’exemple, I’holobionte humain est constitué d’a peu prés autant de bactéries que
de cellules humaines (Sender et al., 2016). De plus, si le génome humain comporte environ
20 000 genes, une prise en compte plus holistique conduit a considérer 1’hologénome en
contenant, lui, plus de 33 millions (Lloyd-Price et al., 2016; The Human Microbiome Project
Consortium, 2012).

L’équilibre des relations hote-microorganismes et des interactions microbiennes est au
centre d’une rupture de paradigme dans la maniere d’appréhender la santé des individus. En
effet, des individus en bonne santé présenteraient ainsi un microbiote diversifié, stable et
fonctionnel alors que des individus présentant des problémes de santé auraient un microbiote
associé peu diversifié, plus déséquilibré (Figure 31). On parle respectivement d’eubiose et de
dysbiose (Berg et al., 2020). Ces notions peuvent étre également étendues a 1’environnement
dans la mesure ou la croissance végeétale est elle-aussi conditionnée a la maitrise des agents
pathogenes et a ’acquisition de nutriments dans 1’environnement (Berg et al, 2020). Ainsi,
modeler et maintenir un « phytobiome » adapté et performant pour soutenir la production

végétale semble un « but a atteindre » pour une agriculture plus durable (Figure 32).

Le phytobiome se compose de trois compartiments principaux : rhizospherique,
endosphérique et phyllosphérique qui représentent autant de compartiments microbiens en
interaction avec la plante a étudier (Figure 33), mais aussi de leviers a mobiliser pour soutenir
une agriculture plus durable. Il apparait donc essentiel de s’attacher a mieux comprendre et
valoriser les fonctionnalités des partenaires microbiens, et donc les interactions bénéfiques qui

se mettent en place entre la plante et les microorganismes.
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Figure 33 : Structures générales des communautés bactériennes et fongiques de diverses niches
écologiques associées aux plantes. La composition du microbiome varie selon le compartiment
de la plante. Les camemberts de gauche représentent les proportions relatives des phylums
bactériens majeurs, a droite les phylums fongiques. (Trivedi et al., 2020).

Bacterial host Viruses Cell lysates

Figure 34 : Steechiométries C : N : P des bactéries, bactériophages et nécromasse (cell lysates)
normalisées en fonction de la bactérie héte initiale (chiffres en bleu) ou bruts (chiffres en noir).
Ces chiffres sont évalués pour un nombre hypothétique de virions fixé a 40 pour une bactérie
infectée (Kuzyakov and Mason-Jones, 2018).
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Les nutriments ainsi mis a disposition sous I’action des microorganismes, peuvent-étre
disponibles a la fois pour les plantes, mais également pour les autres microorganismes
environnants. Dans ce dernier cas, les nutriments consommés par les microorganismes
deviennent & nouveau indisponibles (on parle par exemple d’immobilisation du N ou de P
microbien). Toutefois, ils peuvent aussi constituer une réserve permettant leur redistribution
progressive par le turnover de la biomasse microbienne (Jacoby et al., 2017; Richardson et al.,
2009).

Ce turn-over microbien est dépendant de 1’intensité des relations de prédation dans les
sols et des changements de conditions abiotiques tels que des modifications des taux d’humidité
des sols, ou des cycles de gels et de dégels, qui vont entrainer une augmentation de la lyse
cellulaire, et par conséquent un recyclage des nutriments de la biomasse « morte » aussi appelée

nécromasse (Plassard et al., 2015).

Parmi les facteurs biotiques régulant le turn-over de la biomasse microbienne, de
nombreux acteurs entrent en jeu. En effet, les microorganismes peuvent subir des infections par
des bactériophages. La production de nouveaux virus a partir du métabolisme bactérien, bien
que consommatrice de ressources, permet le recyclage d’une grande majorité des nutriments de
la nécromasse. Le ratio C / N / P des virus étant différent de celui des bactéries infectées,
davantage de P microbien sera alloué au compartiment viral. On parle ainsi de shunt viral
(Figure 34, Kuzyakov and Mason-Jones, 2018). Les bactéries peuvent également étre les proies
d’organismes plus grands tels que les protozoaires ou les nématodes bactérivores. Cette relation
trophique particuliere est connue sous le nom de « boucle microbienne » (Plassard et al., 2015).
Les lysats cellulaires non digérés, ainsi que les excrétats pouvant étre libérés a proximité des
racines sont également a nouveau valorisables par les plantes et les microorganismes (Figure
35).

Ces informations illustrent I’importance de conserver un sol vivant, et donc fonctionnel
pour soutenir la production végétale et pour améliorer I’efficience d’usage des nutriments

pouvant étre apportés sous forme d’engrais.
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Figure 35 : Relations entre la plante, les microorganismes rhizosphériques et leurs relations
trophiques, a droite la prédation (par des protozoaires, des nématodes bactérivores, etc) a
gauche par les infections virales des bactéries dues a la présence de phages dans
I’environnement. DOM : Dissolved Organic Matter, SOM : Soil organic Matter (Kuzyakov and
Mason-Jones, 2018).
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Chapitre I11 : Projet de recherche

A.  Projet de recherche : Objectifs

A T’heure de I’émergence de l’agriculture de précision, et de 1’amélioration des
performances écologiques des grandes cultures (auxquelles les consommateurs sont de plus en
plus attachés), il apparait donc primordial de réduire les apports d’intrants, notamment sous
forme chimique, limitant par la méme occasion le risque de pertes dans 1I’environnement. Aux
vues de I’exigence en nutriments de la culture de colza, réduire le niveau de fertilisation chez
cette espece nécessite de mieux comprendre les facteurs du déterminisme du rendement afin
d’identifier les leviers potentiels de 1’amélioration de ses performances agronomiques.
Autrement dit, il s’agit de savoir comment préserver le rendement et la qualité des graines
récoltées tout en fertilisant moins les cultures de colza. Une meilleure rationalisation ainsi qu™un
meilleur équilibre entre les fertilisations N et P semblent étre une voie intéressante a explorer
afin d’améliorer les processus de remobilisation au cours de la sénescence de la plante, et ainsi
améliorer D’efficience d’usage de 1’azote, ¢lément perfectible de sa croissance. De méme,
I’efficience d’usage des engrais phosphatés, dont le bilan est mitigé de par sa complexation
rapide dans les sols, pourrait probablement étre améliorée par la valorisation des compétences
de souches microbiennes solubilisatrices de P. Néanmoins, bien que de nombreuses
formulations soient disponibles sur le marché des biointrants, leurs résultats sont encore trés
variables et peu fiables. Aussi, une meilleure compréhension des facteurs régulant 1I’expression
du potentiel de solubilisation in situ apparait indispensable pour un usage pérenne de ces

nouvelles solutions de biointrants.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette thése, réalisée en collaboration étroite entre
I’UMR INRAe / Université de Caen-Normandie EVA et I’unité de recherche Aghyle de 1’école
polytechnique UniLaSalle Campus-Rouen. Elle est intégrée dans le projet Réseaux d’Intéréts
Normands (RIN) EPURE (Ehancing Plant nUtRition and hEalth), financé par la région
Normandie et a bénéficié de ’appui du Plan d’Investissement d’Avenir (PIA) RAPSODYN
(optimiser le rendement du colza dans un contexte de réduction des intrants azotés) financé par
I’ Agence Nationale de la Recherche (ANR).

Les objectifs généraux de cette these sont donc (i) d’optimiser les ratios de fertilisation
N et P de la culture de colza et d’évaluer I’impact sur le rendement et la qualité des graines, (ii)
de rechercher des souches PSB issues de sols Normands et de caractéeriser leur potentiel de
solubilisation et de stimulation de la croissance végétale et enfin (iii), d’évaluer leur potentiel
de réintroduction dans I’environnement rhizosphérique du colza, et I’efficience in planta de

leurs traits PSB et PGPR.
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Figure 36 : Description des expériences en serre 1 (N-, plantes a faible statut N) et 2 (N+, plantes
a fort statut N) avec les différentes fertilisations N et P apportées a la reprise de croissance, a la
montaison, et au début de floraison. HN : high N, LN : low N, HP : high P, MP: medium P, LP:
low P. Les quantités d’azote et de phosphore apportées sont exprimées en mg par plante.
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B.  Démarches expérimentales

B-1.  Optimisation des ratios de fertilisation N :P du colza et impacts sur le
rendement et la qualité des graines récoltées (Chapitre IV-A)

Afin de comparer différentes stratégies de fertilisation N et P, deux expérimentations en
conditions contrdlées ont été réalisées sur le cycle complet de culture du colza. Au cours de ces
deux experiences, 12 ratios de fertilisation N: P ont été générés (Figure 36). Les
caractéristiques morphométriques (biomasses par organes, surface foliaire) ainsi que les
analyses elémentaires N et P (par IR-MS et XRF respectivement) ont été déterminées a des
stades clefs de la croissance du colza. Au stade final de la culture, la teneur en huile et en
protéines, ainsi que le profil des acides gras ont été mesurés par NIRS. La teneur en phytate a

été mesurée par Chromatographie lonique Haute Performance.

B-2.  Isoleret caractériser des PSB issus de sols Normands de grandes cultures
sous des couverts végétaux ayant des préférences nutritionnelles variées
(Chapitre IV<B)

Un criblage de souches PSB a été réalise a partir de sols issus de deux parcelles agricoles
présentant différents couverts. Dans le cadre du projet de recherche « VIVEPOIS » (nouVelle
culture réglonale au serVice de 1’agro-Ecologie : le POIS d’hiver), une premiére parcelle a
bénéfici¢ d’un dispositif cultural particulier. Cette parcelle, scindée en deux cultures séparées,
était cultivée en colza ainsi qu’en pois d’hiver. Une seconde parcelle mise a disposition par la
chambre d’agriculture de Seine-Maritime était cultivée en féverole. Des PSB ont été criblées
sur deux milieux dédiés, a savoir les milieux Pikovskaya et NBRIP (Nautiyal, 1999;
Pikovskaya, 1948). Des traits PGPR d’intéréts ont également été recherchés chez ces souches
(productions de sidérophores, d’HCN, d’auxine, d’acide gluconique, activit¢ ACC déaminase).
Ces souches ont ensuite été identifiées par séquencage Sanger des portions V1-V2 de I’ADNr

16S. L’ensemble de ces résultats a ensuite été comparé en fonction du couvert vegétal de depart.

B-3  Etude de [effet de trois souches PSB provenant de sols prélevés sous
trois couverts de grandes cultures différents, inoculées sur les plantules de colza
et soumises a un gradient de fertilisation P (Chapitre IV-C1)

Parmi les souches obtenues précédemment, trois ont été testees in planta. Ces souches

ont éte sélectionnées en fonction des trois couverts d’origine, ainsi qu’en fonction de leur

potentiel évalué in vitro lors du criblage.
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Figure 37 : Design expérimental de 1’expérience en rhizotrons. Deux niveaux de fertilisation N
ont eté appliqués : un niveau elevé (N160 : 160 mg par plante) et un niveau faible (N80 : 80 mg
par plante). Pour chaque niveau de fertilisation N, I’application de P a été réalisée sous forme
complexée ou labile. Chaque combinaison N et P a été inoculé avec la souche F23 ou a recu du
NaCl 0.9 % en tant que témoin (Control).
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Des tests complémentaires ont été réalisés de maniére préliminaire, notamment en terme
de quantification en milieu liquide de leurs capacités de solubilisation du tri-calcium P. Leurs
profils métaboliques potentiels de dégradation de sources de carbone variées ont également été
testés par I’utilisation du systéeme Biolog® GEN III. Ces souches ont par la suite été inoculées
a des jeunes plantules de colza au cours d’une expérimentation en serre, dans un sol de grande
culture fortement déficient en P. Quatre niveaux de fertilisation P ont été appliqués. A I’issue
de deux mois de cultures, les plantes ont été récoltées et des analyses élémentaires N et P ont

été réalisées comme décrit précédemment.

En parallele, les activités enzymatiques classiques liées aux cycles N et P ont été
mesurées en laboratoire. Enfin, une analyse par métabarcoding de I’abondance et de la structure

des communautés microbiennes associées a I’environnement racinaire du colza a été effectuée.

La souche F23 ayant démontré les meilleures performances au cours de
I’expérimentation en serre précédente a de nouveau été testée sur la croissance des jeunes
plantes de colza dans des conditions axéniques, en sable autoclavé, afin de confirmer son
potentiel PGRP. Cette expérience a été conduite avec I’application de deux niveaux de
fertilisation N et avec un apport de P soit sous forme labile, soit sous forme complexée (Figure
37). Une augmentation de la biomasse racinaire ayant été observée précédemment par
I’application de cette souche, cette expérience a été menée en rhizotrons afin de mesurer la
longueur racinaire totale, le diametre racinaire moyen, et la surface racinaire totale par
I’utilisation d’un scan racinaire couplé au logiciel de mesure automatique Winrhizo™. Une fois
encore, les caractéristiques morphometriques et les statuts N et P des plantes ont été évalués

comme décrit précédemment.
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A.  Optimisation des ratios de fertilisation N : P du colza et impacts sur

le rendement et la qualité des graines récoltées

Hypothése : Une amélioration de la mise a disposition du P favorise la remobilisation et
I’absorption de 1’azote au cours du cycle de culture du colza, permettant ainsi une réduction de

la fertilisation azotée, sans modifier le rendement ni la qualité des graines.

Obijectif : L’objectif est de comparer différentes stratégies de fertilisation N et P se différenciant
par la dose apportée a la reprise de croissance post-vernalisation afin d’optimiser les ratios de
ces deux éléments. Cette optimisation permettait alors une réduction des intrants N et P sans

modifications du rendement et de la qualité des graines.

Méthodologie : Deux expérimentations en serre ont été réalisées en conditions de forte ou faible
mise a disposition de 1’azote aux stades rosette du colza. Apres une période de 10 semaines de
vernalisation, chacune des cultures a été fertilisée en N de maniére fractionnée en trois fois
(Figure 37) selon les pratiques recommandées aux champs selon deux doses (High N ou HN :
recommandation de fertilisation N, et Low N ou LN . diminution d’un tiers des apports). Au
cours du premier apport N, trois niveaux de fertilisation P ont également été mis en place (Low
Pou LP : 10 % de la fertilisation apportée au champ, correspondant a la fraction potentiellement
disponible dans les sols, Medium P ou MP, correspondant a 50 % de mise a disposition du P et
enfin High P ou HP correspondant a une fertilisation P élevée). Des récoltes ont été effectuées
a différents stades phénologiques (sortie de vernalisation, reprise de croissance, montaison,
floraison, remplissage des siliques et a maturation compléte) afin d’évaluer les contenus en
¢léments N et P des différents organes, les composantes de I’efficience d’usage du N et du P,

ainsi que le rendement et la qualité des graines obtenues.

Principaux résultats : Ces cultures ont permis de mettre en évidence le r6le primordial de

’azote apporté avant la vernalisation dans la détermination de la qualité de la graine, orientant
la culture vers la filiere huile ou protéines. Ces travaux ont démontré que des niveaux de
fertilisation N et P réduits et équilibrés pouvaient ne pas impacter le rendement tout en
garantissant  des  criteres de qualite  recherchés, soulignant la  grande

plasticité physiologique du colza.
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Les résultats de ces travaux sont regroupés dans un article dont la soumission sera faite
prochainement a Plants : « Interactions of Nitrogen and Phosphate fertilizations on rapeseed
agronomic performances and seed quality : a powerful lever to determine the products fate in
a sustainable manner ? ». Des résultats concernant les différents indices agronomiques (PAE,
(PAE, NAE, NUtE, NHI, PHI et PUE) sont également présentés en annexe. Les résultats
préliminaires de ce traivail ont également été présentés sous forme de communication affichée

a la neuviéme édition de I’International Phosphorus Workshop en 2019 a Zurich (Annexe 2)
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Article

Interactions of Nitrogen and Phosphate fertilizations on rapeseed
agronomic performances and seed quality: a powerful lever to
determine the products fate in a sustainable manner?

Charlotte AMY 12, Mélanie BRESSAN 2, Karine LAVAL 2 and Jean-Christophe AVICE *

1 Normandie Univ, UNICAEN, INRAE, UMR EVA, SFR Normandie Végétal FED4277, Esplanade de la Paix,
14032 Caen, France

2 UniLaSalle, AGHYLE Research Unit UP 2018.C101, Rouen Team, 3 Rue du Tronquet, F-76134 Mont-Saint

Aignan, France

Correspondence: jean-christophe.avice@unicaen.fr

Abstract: Rapeseed is a major oleoproteaginous crop characterized by high N and P requirements.
Meanwhile little is known regarding N : P interactions on growth, nutrient partitioning and use
efficiency, seed yield and quality. To address these questions, two greenhouse experiments were
carried out (i) with low and high N fertilization in order to obtain plants with contrasted N status
before vernalization (N- and N+ plants), and (ii) with different levels of crossed fertilizations in N
(High N, Low N) and P (High P, Medium P, Low P) applied at the growth resuming. Our results
highlited the importance of the rosette vigor and their N nutritionnal status at the end of
vernalisation to determine seeds quality and their industrial fate. Indeed, whatever the level of N
and P fertilization applied at the beginning of reproductive phase (from bolting to early flowering),
N- plants showed better oleic traits while N+ plants could be employed in the vegetal protein sector.
In addition, our results suggest that N and P fertilizations could be reduced without significant
decline of seed yield or quality in terms of fatty acids composition and phytate content. Taken
together, these results highlight that rapeseed growth and environmental balance can be improved
by sobriety in N and P fertilization while maintaining seed yield and quality.

Keywords: Rapeseed; N and P fertilization ; N Use Efficiency ; P Use Efficiency ; seed yield ; phytate
; oil content ; protein content.
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Chapitre IV : Résultats

1. Introduction

Rapeseed (Brassica napus L.) is major crop at the global scale presenting valuable
industrial characteristics. Indeed, rapeseed is the second global oleoproteaginous crop
produced in 2021 (70 mT) after soybean (360 mT) [1]. Application extent comprises
production of edible oil, bio-fuel and proteins, recovered in meal or in several industrial
sectors for their texturing properties [2,3] Despite the high valuation of rapeseed products,
ecological performances of this crop could be improved. Indeed, rapeseed requires high
N (Nitrogen) and P (Phosphorus) fertilizations [4,5] that could be sources of pollutions
such as water eutrophication and greenhouse gas emissions [6].

While rapeseed can be used as a catch crop due to its high ability to absorb nitrate,
only 50% of N from fertilizers is finally present in seeds, leading to a low N Use Efficiency
(NUE) [7]. NUE combines N Absorption Efficiency (NAE) and N Utilization Efficiency
(NULE) [8] which reflects the ability of the plant to assimilate inorganic N in organic
matter, and to remobilize it from vegetative organs (i.e. from leaves) towards reproductive
organs to sustain seed yield. In rapeseed, low apparent NUE is due to weak N
remobilization during leaf senescence [9,10]. N losses in fallen leaves can represent 2 to
3.5 % of leaf dry biomass [11]. As a vast majority of nutrients is absorbed during vegetative
stage, so called “yield potential elaboration”, enhancing remobilization could represent a
powerful lever to increase NUE and therefore to optimize yield potential expression [7].
As for NUE, Brassica cultivars showed considerable genetic diversity in terms of biomass
accumulation, contents of P in shoots and roots, and P use efficiency (PUE) [12,13]. In a
study on 355 accessions and various commercial cultivars or doubled haploid lines of
Brassica oleracea L., Hammond et al. (2009) [12], have reported that shoot yield drives PUE
and that root development and architecture correlate with PUE in particular, lateral root
number, length, and growth.

Several studies have shown a positive effect of N and P individual fertilization on
seed yield [14-17]. However, a lack of information exists regarding the effects of N and P
fertilization interactions and N : P ratios in plants on potential yield elaboration, and
therefore on agronomic performances of rapeseed and seed yield and quality. Regarding
interactions between N and P status on plants, P starvation has been demonstrated to
decrease the synthesis of cytokinin and their receptor [18]. Cytokinin are proposed to
regulate numerous enzyme activities, including a down-regulation of Nitrate Reductase
(NR) and Glutamine Synthase / Glutamine oxoglutarate aminotransferase (GS/GOGAT).
Thus, P deprivation may lead to a lack of N incorporation in amino acids, leading to
nitrate accumulation in roots and finally to a decrease in N uptake, independently to plant
N status. [19,20]. In a field experiment on canola, Ma and Zheng (2016) [21] have reported
that P uptake under adequate P supply conditions was largely enhanced by N application.
It has been proposed that unclear N effects on P utilization by plants were due to their
use in separate macromolecules and metabolic pathways (i.e. in amino acids for N and in
nucleotides or in phospholipids for P). Nevertheless, it has been demonstrated in wheat
and rice that N nutrition status controlled transcription factors implied in the phosphate
starvation response [22] but few is known about N effect on P use by plants in a non-
starvation context.

In this context, it is of importance for farmers to meet adequate N and P fertilization
ratio for sustainable performance of rapeseed crops with higher agronomic performances,
preserved seed yield and high-quality products. The aim of our study was to assess the
effects of various N and P fertilization conditions and contrasted yield potential on
rapeseed growth, N and P fluxes, seed yield and quality. We hypothesized P fertilization
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Table 1. Seed yield, harvest index (mean + SD) observed in plants subjected to (a) N- cultivation
(experiment 1) or (b) N+ cultivation (experiment 2) during the vegetative stage and to different levels of N
and P fertilization during the beginning of reproductive phase (LN, HN, LP, MP and HP). Seed yield is
expressed as g of seeds per plants, HI: Harvest Index expressed as percentage.

Seed yield HI
N- HPHN 280 =+ 1.01 a 1432 = 3.29 a
HP LN 245 = 007 a 1279 = 0.55 ab
MPHN 268 + 042 a 13.70 = 2.23 a
MPLN 229 + 023 a 13.59 = 0.41 a
LP HN 262 = 025 a 1458 =+ 0.3 a
LP LN 235 + 024 a 13.89 = 0.41 a
N+ HPHN 202 =+ 038 a 8.82 * 1.71 b
HP LN 248 + 118 a 1123 = 5.19 ab
MPHN 286 =+ 049 a 1265 = 2.83 ab
MPLN 237 =+ 067 a 1092 = 3.10 ab
LP HN 255 + 071 a 11.63 = 3.53 ab
LPLN 258 + 0.08 a 11.04 =+ 0.8 ab




Experiment 1

N- (76 mg per plant)

Experiment 2

\ (189 mg per plant)

>

D
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adjustment can improve PUE as well as NUE, thus allowing to reduce P and N
fertilizations without modifying seed yield and quality.

2. Results

In the present study, two cultivations were conducted with 2 different levels of pre-
vernalization N fertilization (Figure 1) in the aim to obtain plants with contrasted N status
(low N (N-) versus high N (N+)) before the transition between vegetative and
reproductive stages. Both received various levels of P and N fertilizers at the onset of
reproductive stage to mimic field fertilization practices and to investigate the impacts N:P
interactions on the dynamics of physiological and agronomics traits and on seed yield and
grain quality.

& a3 & 4 & u
. Growth Stem - : Mature
Vemalization ing ¢} tion Flowering Pod formation PPTT
Fertil tiea | -3 I ]
ertilization appliec MI* 112 5 me o1 i 2 ¥ 0 .
2 iha Kian & S 5 HN:250mg" HN: 150 mg
Stihe Sostapg 08 LP-225mg [N 100mg* LN: 100mg*
reproductive phase N: 125 mgp* l & 1
Vernalization (;mmhi : Sten‘\._m Flowering Pod formation \:::1:‘

Figure 1. Description of experiment 1 (N- plants) and 2 (N+ plants) in combination with various N and P
fertilizations supplied at the onset of reproductive stages. HN : High N, LN : Low N, HP : High Phosphate,
MP : Medium Phosphate, LP : Low Phosphate. The amounts of N and P fertilization are given in mg per
plant. Asterix indicated that >N tracer was incorporated in N fertilizers at the excess of 2.5 atom%. Plants
were harvested at different growth stages (GS) determined on the basis of BBCH scale

2.1. Agronomic performances of rapeseed crop according to N status of plants at vegetative stage
and in responses to various subsequent P and N fertilizations.

2.1.1. Seed yield, harvest index and components of N use efficiency

Whatever the level of N (HN, LN) and P (HP, MP, LP) fertilizations applied at the
beginning of reproductive phase, seed yield was similar in N- and N+ experiments (in
average 2.53 + 0.44 g per plant and 2.48 + 0.62 g per plant, respectively, Table 1). These
similar seeds yields are linked to various agronomic performances. Harvest Index (HI)
was not influenced by neither P nor N fertilization (Table S51), despite pre-vernalization N
fertilization differences. Lowest HI was found in N+-HP-HN (Table 1) and was
significantly lower compared to HI of N- cultivation, except for HP-LN.

Nitrogen Harvest Index (NHI) varied according to N- or N+ cultivations (Table 2).
NHI was generally higher in N- plants, except for HP-LN and MP-HN which tended to
show lower values (48.73 and 49.71 % respectively). NHI for N+ plants were generally
lower, except for HP-LN and MP-HN (39.61 and 43.43 % respectively) which were higher
and close from results obtained in N- plants. Two-ways ANOVA (Table S1) indicated a P:
N interaction effect on NHI for N+ plants. Indeed, under MP fertilization, LN fertilization
significantly decreased NHI when compared to HN fertilization (43.43 vs 26.56 %).
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Table 2. N-linked agronomic indices (mean + SD) observed in plants subjected to (a) N- cultivation
(experiment 1) or (b) N+ cultivation (experiment 2) during the vegetative stage and to different
levels of N and P fertilization during the beginning of reproductive phase (LN, HN, LP, MP and
HP). HI: Harvest Index, NHI: N Harvest Index, NAE: N Absorption Efficiency, NUtE: N Utilization
Efficiency, NUE: N Use Efficiency and 15NHI: 15N Harvest Index. Letters indicate significant
differences in one index between all fertilization levels in both N- and N+ experiments.

NHI 15NHI NAE NUtE NUE

N- HP HN 5251 + 835 a 58.84+ 829 abc 26.65+ 693 ¢ 19.82+ 2.74 a5.34+1.92 bcd
HP LN 48.73 + 7.32 abc 62.01 + 18.60 a 42.01+ 3.58 b 18.03+ 1.28 a7.55+0.22 a
MP HN 49.71 + 3.51 ab 5741+ 3.37 abcd 2629+ 5.78 ¢ 19.70+ 2.72 a5.10+0.80 ¢
MPLN 5194+ 129 a 5852+ 1.02 abc 3815+ 2.77 bc18.42+ 0.53 a7.04+£0.71 ab
LPHN 5283+ 339 a 6055+ 392 ab 2578+ 3.38 ¢ 1945+ 0.83 a5.00+0.47 cd
LPLN 5197+ 5.62 a 5938+ 7.36 ab 3830+ 1.32 bc1890+ 1.74 a7.24+0.74 ab

N+ HP HN 3098 + 4.71 de 3555+ 473 ef 4927+ 148 b 7.84 + 1.60 b3.86+0.72 d
HP LN 39.61 +10.28 bcd 44.52 + 10.04 cdef 67.82 £17.91 a 10.19+ 3.39 b 7.10 + 3.36 abcd
MP HN 43.43 + 3.88 abc 50.32 + 2.09 abcd 49.10 £ 449 b 11.04+ 1.05 b545+0.94 cd
MPLN 2656 +11.42 e 3047+ 1242 f 68.74+1895 a 9.89 + 0.95 b 6.78 +1.91 abc
LP HN 37.84+ 9.34 cde43.82+ 10.22 def 46.60+ 142 b 1053+ 2.79 b4.85+1.35 cd
LP LN 40.50 + 3.32 bcd 46.77 + 4.92 bcde 73.10+ 2.05 a 10.08+ 0.31 b7.37+£0.23 ab

Table 3. P-linked agronomic indices (mean + SD) observed in plants subjected to (a) N- cultivation
(experiment 1) or (b) N+ cultivation (experiment 2) during the vegetative stage and to different
levels of N and P fertilization during the beginning of reproductive phase (LN, HN, LP, MP and
HP). PHI: P Harvest Index, PAE: P Absorption Efficiency, PUtE : P Utilization Efficiency and PUE:
P Use Efficiency. Letters indicate significant differ

rences in one index between all fertilization levels in both N- and N+ experiments.

PHI PAE PUtE PUE
N- HPHN 4540 + 494 a 1937 =+ 457 d 6290 + 3929 ab 1099 =+ 3.96 cde
HPLN 4171 + 057 a 1819 =+ 154 d 5323 + 583 ab 6.62 =+ 028 de
MPHN 3994 + 639 a 2525 + 574 cd 7750 + 178 a 1881 =+ 294 bc
MPLN 4375 + 447 a 2677 + 152 cd 6029 + 1421 ab 16.05 = 1.62 bcde
LPHN 4501 + 267 a 6356 + 9.17 ab 8033 =+ 2337 a 4997 + 468 a
LPLN 3863 + 1326 a 5539 + 115 b 8210 =+ 9.59 4483 + 458 a
N+ HPHN 2215 + 218 ¢ 244 + 153 cd 3283 + 809 b 9.00 = 168 e
HPLN 254 + 1107 ¢ 23.82 + 416 cd 3978 + 1454 b 11.04 = 523 de
MPHN 37.67 + 6.1 ab 3220 + 329 c¢ 6235 + 961 ab 2542 + 439 b
MPLN 2727 + 251 bc 3024 + 347 c 5440 =+ 1036 ab 21.10 + 5.93 bcd
LPHN 2356 + 611 c¢ 6157 = 128 ab 79.08 + 2351 a 1132 + 3152 a
LPLN 2562 + 072 c 6966 + 946 a 7129 + 897 a 1146 + 357 a
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Labelled N Harvest Index (**NHI, Table 2) tended to be higher in the N- plants (59.45
+7.79 %). Here, neither N nor P fertilizations were shown to significantly infuence *N
allocation in seeds (Table S1). The average ’NHI in N+ plants was 41.91 % and showed
significant variations according to PxN interactions (Table S1). Indeed, under MP
fertilization, "INHI in LN was significantly lower (30.47 %) than in HN fertilization (50.32
%), while ®’NHI tended to be higher for LN plants in other P fertilization treatments (Table
2).

N Absorption Efficiency (NAE) was generally higher in N+ plants (Table 2). A
significant N effect was observed on NAE in both N- and N+ plants (Table S1). Under HP
conditions (for N- and N+ plants) or under MP and LP conditions (for N+ plants), NAE
was significantly higher in plants with LN fertilization when compared to HN
fertilization.

N Utilization Efficiency (NUtE) significantly varied according to the N status
observed in plants at the end of vegetative stage. Indeed, NUtE was significantly
improved in N- plants (2-fold higher) when compared to N+ plants (Table 2). N Use
Efficiency (NUE) was influenced in both N- and N+ plants by N fertilization levels. In N-
plants, NUE was systematically higher in LN fertilization level (Table 2). In N+ plants, this
difference was significant only for LP fertilization (HN: 4.85 and LN: 7.37), but NUE
tended to be higher in LN conditions for other P fertilization levels (Table 2).

2.1.2. P harvest index and components of P use efficiency

Phosphorus Harvest Index (PHI, Table 3) was higher in N- plants (42.41 %). No
difference of PHI was found according neither to N nor P fertilization treatments. PHI in
N+ plants was 26.69 % and varied with P fertilization (Table S1). Indeed, MP treatments
increased PHI (+ 8 %) compared to HP and LP (Table 3). Finally, in MP-HN fertilization
showed the highest PHI (37.67 %) which was significantly different to all other
fertilization treatments, except MP-LN (27.27 %).

P Absorption Efficiency (PAE) tended to decrease in N- plants compared to N+ plants
(Table 3). PAE was clearly influenced by P fertilization (Table S1). In both N- and N+
plants, LP fertilization strongly enhanced PAE, representing an increase between +72 %
and +283 % (Table 3).

P Utilization Efficiency (PUtE) showed the same range of results in both N- and N+
plants (Table 3). No difference were found in N- plants while a P fertilization effect was
found in N+ plants (Table S1) but as expected, PUtE tended to decrease with the increase
of P fertilization. This effect is significant in N+ plants. Indeed, LP fertilization led to an
average PULE at 75.18 while MP and HP were at 58.38 and 36.31 respectively (Table 3).

P Use Efficiency (PUE) were also similar between N- and N+ plants (Table 3). Once
again, a significant P effect was observed in both N- and N+ plants (Table S1). In the same
way as PUtE, PUE significantly decreased while P fertilization increased. In N- plants,
PUE increased between 4 and 8 folds for LP fertilization in comparison with MP and HP,
while in N+ plants, similarly, PUE increased between 10 and 13 folds (Table 3).

2.2. Components of seed quality

2.2.1. Oil, protein and phytate contents

Two-way ANOVA revealed an effect of N level of fertilization and of P:N interaction
on oil content (Table S1) while no differences were found regarding protein content.
Relative contents of oil and proteins in seeds differed largely between N- and N+
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Figure 2. Relative content of oil, proteins (left Y axis) and phytate (right Y axis) expressed as mean
+ SD in seeds of plants subjected to (a) N- cultivation (experiment 1) or (b) N+ cultivation
(experiment 2) during the vegetative stage and to different levels of N and P fertilization during
the beginning of reproductive phase (LN, HN, LP, MP and HP). Letters in lowercase indicate
significant differences in protein amount, letters in capital indicate significant differences in

phytate amount and greek characters indicate significant differences in oil amount according to
Student t-test.
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cultivation (Figure 2). Indeed, seeds from N- plants contained in average 42.93 % of
oil and 17.46 % of proteins while seeds from N+ plants contained 33.24 % of oil and 25.67
% of proteins. No difference in oil percentages were found between all N or P fertilization
treatments in N- plants (Figure 2a). Nevertheless, protein content increased in MP
fertilization with LN treatment (18.43 %) compared to MP-HN and HP-HN (around 16.3
%). In seeds of N+ plants (Figure 2b), oil content in MP-HN (35.2 %) was significantly
higher than in HP-HN, MP-LN and LP-HN (around 32 %).

N- or N+ cultivation did not influence phytate content in seeds (Figure 2).
Nevertheless, two-ways ANOVA (Table S1) indicates different fertilization effects
according to N- or N+ plants. In seeds of N- plants (Figure 2a), the highest relative content
of phytate was observed in MP-LN (1.75 %) and was significantly different when
compared to HP-HN, MP-HN, LP-HN and LP-LN (between 1.26 and 0.9 %). In seeds of
N+ plants, the highest phytate content was found with HP-LN fertilizations (1.77 %).
Phytate content decreased with P fertilization and was not affected by N fertilization: MP-
HN: 1.41 %; MP-LN: 1.34 %; LP-HN: 0.81 %; LP-LN: 0.97 % (Figure 2b).

Regarding the fatty acids (FA) compositions (Figure 3), the relative contents of
linoleic acid (w6) and a-linolenic acid (w3) also differed between the N- and N+ plants
while no differences were found regarding the level of N and P fertilization treatments
during growth resuming (i.e. LN-HN and LP, MP, HP).

Thus, taking into account all the modalities of N (LN-HN) and P (LP, MP, HP)
fertilizations, an average value of 19.50 % for w6 and 10.65 % for w3 was observed in seeds
of N- plants, corresponding to a w6 : w3 ratio of 1.83 (Figure 3a). Seeds of N+ plants
contained 21.72 % of w6 and 8.26 % of w3, leading to a w6 : w3 ratio of 2.66 (Figure 3b).

2.3.. Changes in biomass and P contents in plants during development cycle

2.3.1. Dynamics of total dry matter and total P amount between vegetative stage and
flowering

At the end of vegetative stage (GS30, first harvest corresponding to initial status of
plants), total dry matter (TDM) was not significantly different between N+ and N- plants
(around 9 g per plant, Figures 4a,b). Nevertheless, the amount of total P was doubled in
N+ plants (35 mg) compared to N- plants (17 mg) (Figures 4c,d).

Two-ways ANOVA performed on TDM showed neither N nor P effect (data not
shown). Nevertheless, initial N- and N+ supplies, brought before vernalization,
significantly impacted TDM from growth resuming to the final harvest.

At the end of vegetative stage (GS30, first harvest corresponding to initial status of
plants), total dry matter (TDM) was not significantly different between N+ and N- plants
(around 9 g per plant, Figures 4a,b). Nevertheless, the amount of total P was doubled in
N+ plants (35 mg) compared to N- plants (17 mg) (Figures 4c,d).

Between growth resuming (GS30) and flowering (GS65) stages, TDM increased in
both N- and N+ plants in response to P and N fertilizations. At flowering, TDM varied
from 11.85 g (HP-LN) to 14.56 g (LP-HN) for N- plants (Figure 4a) and from 14.22 g (MP-
LN) to 16.80 g (LP-HN) for N+ plants (Figure 4b).

Between GS30 and GS35, total P amount increased rapidly for both N+ and N- plants
in response to HP (+110% for N+ plants and +76% for N- plants) or MP (+42% for both N+
and N- plants) whatever the level of N fertilization applied during this phase (Figures
4c,d). The increase of P uptake was particularly large for N+ plants under HP conditions:
+40 mg per plant between GS30 and GS35 (Figure 4d). In contrast with HP and MP
conditions, total P amount was not significantly increased or remained stable between
GS30 and GS35 in response to LP fertilization and in both N+ and N- plants whatever the
subsequent level of N fertilization (Figures 4c,d). Between GS35 and GS65 (flowering), the
total amount of P remained to a stable level or slightly increased (not significant) in both
N-and N+ plants (Figures 4c,d)
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2.3.2. Dynamics of total dry matter and total P amount between flowering and final harvest
(mature seeds)

After flowering (GS65), N+ plant (Figure 4b) showed an enhanced growth compared
to N- plants (Figure 4a). Indeed, at the final stage the average biomass of N+ plants was
in average 22.5 g, while it was 18.34 g in N- plants. Globally, TDM decreased between the
stage of pod formation (GS80) and the final harvest (GS89). However, a stable TDM or a
continuous increase of growth was observed in N- plants for HP and MP-LN fertilizations,
and in N+ plants for the LP-LN fertilization.

Similarly, flowering represented a switching stage in phosphate absorption for N-
and N+ plants as shown by the dynamic of total P between G565 and GS89 (Figures 4c,d).
First, in N- plants, total P amount remained stable or continued to be absorbeb leading to
an increase of +14.5 mg of P between GS65 and GS89 in HP-HN and HP-LN conditions
(Figure 4c). In contrast, total P amount in N+ plants declined between G565 and GS89
suggesting of important lose of P during the reproductive stage.

2.4. Impacts of N, P and N x P fertilizations on P partitioning

2.4.1. Dynamics of P partitioning from vegetative stage to flowering

Between vegetative and flowering stages, two-ways ANOVA performed on P
partitioning among the different organs of the plant indicated that the effects of P
fertilization led to similarities for N- and N+ experiments (Table S2 and S3). In particular,
the reduction of P fertilization impacted the partitioning of P, leading to (i) an increase in
flowers during bolting stage (GS35, only for N+ plants) and flowering (GS65), and (ii) a
decrease in stems during flowering in both N- and N+ plants (Figure 5). The level of N
fertilization has no effect on P partitioning in N+ plants but impacted the P partitioning in
flowers during bolting stage in N- plants (p=0.004, Table S2). NxP interactions were also
significant on the P partitioning of stems in N+ plants during flowering (Table S3).

At the end of vegetative stage (GS30, initial stage), pattern of P partitioning in plants
was totally different between N- and N+ plants (Figure 5). In N- plants (Figure 5a), roots
accumulated about 46 % of total P at GS30 and decreased slowly to reach 14 % at final
stage (GS89). In contrast with N- plants, leaves represented together the main pool of P in
N+ plants with 67.58% of the total P at G530 (Figure 5b). Compared to N- plants, P stored
in roots for N+ plants represented only 30 % at GS30 and dramatically decreased to 11.26
% at growth resumption, remaining to this low level until the final harvest.

In N- plants, dynamics of P partitioning observed at the bolting stage (GS35, Figure
5a) revealed that stem and roots constituted the organs with the highest proportion of P.
Under LN fertilization, a lower proportion of P in stems was observed in LP (28.73 %)
compared to MP (34.86 %) and HP (34.37 %). In addition, the proportion of P in roots was
lower in LP-HN plants (27.55 %) compared to other fertilization treatments in N- plants
(Figure 5a). At the flowering stage (G565), stem and roots were already the organs with
the large proportion of P (Figure 5a). Nevertheless, the proportion of P in stems was
reduced in LP (LN: 34.65 % and HN: 34.50 %) compared to MP-LN (41.88 %) and HP-HN
(39.71 %). In addition, P amount in stems was lower in response of LP fertilization (Table
S4, LP-LN: 9.22 mg and LP-HN: 9.47 mg) compared to all other fertilization treatments
(between 12,13 and 13,30 mg). The proportion of P in fallen leaves was more important in
LP-LN (10.25 %) compared to MP (LN: 5.64 % and HN: 5.75 %) and HP-HN (6.32 %).

In N+ plants, P partitioning at flowering stage (Figure 5b and Table S5) indicated
that P content in stems was globally higher in HP (HP-LN: 36.43 % and HP-HN: 35.45 %)
but also in MP-HN (38.11 %) compared to other fertilization treatments. Furthermore, in
LP fertilization, stems had a higher proportion of P for LN than for HN fertilization (30
versus 25.23 %).
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2.4.2. Dynamics of P partitioning from flowering to mature seeds

Two-ways ANOVA (Table S2 and S3) reported that P fertilization impacted the
partitioning of P in stems during maturation of pods (GS80) and in fallen leaves until the
final harvest (GS89). A significant effect of P fertilization was also observed on P repartition
in siliques and pericarps only in N- plants from pod maturation to the final harvest and in
stem at the final stage. In N+ plants, P fertilization impacted also P partitioning in seeds at
final harvest. In N- plants, N fertilization influenced P proportion in roots at final harvest.
In N+ plants, N fertilization only impacted P proportion represented by fallen leaves in
both pod maturation and final stages. However, NxP interactions had a significant effect
on P proportion of pericarps at final stage in N+ plants.

Between flowering and maturation of pods, the partitioning of P in roots (for N-
plants), leaves and stems (for N- and N+ plants) strongly decreased at the benefit of pods
for all the subsequent N and P fertilizations (Figures 5a,b). In N- plants, the proportion of
P in stems was more reduced in MP (LN: 18.47 % and HN: 16.53 %) than in HP (Table S6 ;
LN: 26.67 % and HN: 23.65 %). Fallen leaves presented a higher proportion of total plant P
in LP-LN and LP-HN (around 17 %) compared to MP-LN (12.35 %) and HP (LN: 9.81 %
and HN: 11.98 %). While siliques P represented the same proportions in all fertilization
treatments, significant differences were found in P amounts for N- plants (Table 56): HP-
HN showed higher values (18.05 mg) than LP fertilization treatments (LN: 10.25 mg and
HN: 12.68 mg).

At final stage (GS89, Figure 5), the proportion of P in pericarps increased (1) with the
level of P supply under LN conditions (from 11.03 % in LP-LN to 19.36 % in HP-LN) and
(2) with the level of N fertilization in response to HP fertilization (HP-LN: 14.60 % and HP-
HN: 19.36 %). Interestingly, seeds P represented a constant proportion whatever the level
of N or P fertilization, comprised between 38.63 % and 45.40 %. Irrespective of N
fertilization (HN or LN), the partitioning of P in fallen leaves decreased with the level of P
fertilization : around 11-12.45 % for HP to 18-19 % for LP. Nevertheless, P amount in fallen
leaves did not vary and was comprised in a narrow range (from 4.74 mg to 6.51 mg; Table
S7).

2.5. Impacts of N, P and N x P fertilizations on N partitioning

N partitioning was realized for the five harvest point as for P partitioning, only for
N- plants. Results showed no differences from growth resuming (GS35) to pods
maturation (GS80). According to results obtained for N- plants, N partitioning for N+
plants was not investigated for stages from GS35 to GS65.

Two-ways ANOVA (Tables S2 and S3) revealed significant influence of fertilization
treatments at stem elongation and at final harvest. In N- plants, at stem elongation stage,
N proportion represented by flowers was influenced by P fertilization and N proportion
of fallen leaves was influenced by N fertilization. At the final stage, N proportion
represented by pericarps was impacted both by P and N fertilization and P x N interaction.
In N+ plants, N partitioning in pericarps and seeds were both influenced by P x N
interaction.
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At initial state (GS30), 56.26 % of total N was presented in leaves of N- plants, mainly
driven by the pool of medium leaves (22.73 % of total N, Figure 6a), while leaves
represented 65 % of total N in N+ plants, mainly driven by senescing leaves (40.32 % of
total N, Figure 6b). N- and N+ plants also differed at the stage of pod maturation (GS80,
Figure 6) : N- plants showed a notable quantity of leaves while most of plants showed no
more leaves in N+ plants. Finally, seeds represented a higher proportion of N in N- plants
(51.28 %) than in N+ plants (36.49 %).

3. Discussion

3.1 N status at the end of the vegetative stage in interaction with the level of P fertilization are
determinant for seeds industrial fate

In our study, two pot experiments have been performed in order to obtain plants
with low or high N status at the end of vegetative stage. This experimental design allowed
to determine the impact of this differential N status on rapeseed response to various
subsequent levels of N (LN, HN) and P (HP, MP, LP) fertilizations applied during the
early reproductive phase. Principal Component Analysis of seed quality traits and
agronomic indices in both N- and N+ plants (Figure 7) showed a clear separation between
the two experiments. N- plants are characterized by higher harvest indexes values, higher
NULE and a higher oil and w3 contents. Also, fatty acids ratio was lower in grains of N-
plants. N+ plants are characterized by higher values of NAE, fatty acids (w6 : w3) ratio,
protein and w6 contents. In both N- and N+ experiments, LP fertilization led to an
enhancement of PUE, PAE and PUtE while HP fertilization led to a higher phytate amount
in seeds.

While no differences were found in seed yield and Harvest Index (Table 1) between
N- and N+ plants, contrasted results were found regarding seeds quality and thus
allowing to attribute a specific optimal fertilization scheme to each industrial sector.
Indeed, grains of rapeseed can be transformed into oils (for food consumption or
industrial uses such as biofuels [2]) or proteins for livestock feeding or in diverse sectors
for their foaming and emulsifying properties [3]. Plants with low N status at the end of
vegetative stage led to the production of oil-rich seeds (Figure 3) with a lower linoleic acid
(w6) : a-linolenic acid (w3) ratio. Since few years, studies have demonstrated that an
increase in the w6 : w3 ratio in human alimentation increases the risk for obesity [23],
cancer, diabetes and other health disorders [24]. According to these studies, a target ratio
comprised between 2 : 1 and 1 :1 would significantly decrease risks for health. Here, N-
fertilization not only increased oil content, but also led to an w6 : @3 ratio responding to
this healthier target (Figure 5). On the contrary, high N fertilization during vegetative state
enhanced protein content (Figure 4) of 47.02 % and decreased oil quality, with an w6 : w3
ratio exceeding 2.5 (Figure 5).

Development stages from vegetative growth to flowering are known as the yield
potential elaboration [7]. Indeed, flowering induces a strong repression of nitrate
transporters genes expression [25], turning rapeseed crop into its yield potential
expression phase [7]. As seed yield did not vary with N fertilization in our study, yield
potential did not express totally despite a higher potential. Khan et al.[26] proposed that
a slight increase in N fertilization conducted to a higher plant biomass, including a higher
stem development whose nutrients are poorly mobile in plants during senescence, thus
creating a competition for resources between stem and reproductive organs. Nevertheless,
in N- plants, N was successfully remobilized between G580 and GS89.

N in rapeseed is mainly stored in leaves as amino acids and proteins, prior to stems.
As a consequence, N fertilization frequently leads to an increase in seeds proteins [27].
Rathke et al. [28] proposed that at high N supply, carbohydrates were insufficiently
available for fatty acids synthesis because of their appliance in amino acids synthesis. We
found here that linoleic and a-linoleic acid production varied between N- and N+ plants.
Polyunsaturated fatty acids are elaborated from oleic acid through the action of the Fatty
Acid Desaturase (FAD)-2 and then through FAD-3 to generate linoleic and a-linoleic acids
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respectively [29]. FAD-2 activity is ATP-dependent and utilizes cofactors produced
during photosynthesis [30]. As N is a limiting factor of photosynthesis [31], FAD-2 activity
is decreased, thus modifying the FAD-2 : FAD-3 balance. These modifications of FAD
activities could have resulted in the increase of w3 and a decrease of the w6 pool observed
in this study.

Another crucial quality item is phytate amount in seeds. Indeed, phytate has anti-
nutritional properties and remains in the meal for livestock feeding [32]. Phytate amount
was in the same range in both N- and N+ experiments, suggesting that N fertilization
during vegetative stage did not impact the final phytate seed filling. Nevertheless, in N+
plants, P fertilization strongly influenced seed phytate content while in N- plants, N
fertilization had a significant effect. As phytic acid is the major storage form of P [33,34],
increasing phytate amount with P fertilization was expected. The N effect on phytate
amount in N- plants was significant only in MP but similar tendencies were observed in
both HP and LP. Indeed, phytate amount decreased with N fertilization. This
phenomenon has already been observed [34-36]. Raboy [36] explained that this strong
relationship was due to dilution of phytic acid because of enhanced protein storage in
seed. Nevertheless in each experiments and in all fertilization treatments of the present
study, phytate amounts were below the value of 2.50 % proposed by Lott [37] thus
compatible for consumption.

Taken together, these results suggest that the industrial fate of rapeseed crop can be
driven either in the sectors of oil or protein valorization by the modulation of N nutrition
during the vegetative stage, i.e. during the elaboration of yield potential. Moreover,
rapeseed plants oriented to the oil sector could present better nutritional properties
regarding fatty acids composition and phytate content if the N and P fertilizations are well
managed and adjusted. Plants oriented to the protein sector showed phytate amount
suitable for their utilization in meals for livestock feeding. Another critical point that has
to be highlighted concerning N+ cultivation is to assess the degradation rate of produced
straws. Indeed, due to higher N content in stems and pericarps, the risk of pollution is
increased during mineralization in the soil.

Our results suggest that plant N status at the end of vegetative stage is a determinant
for the level of proteins in seeds. Therefore, in order to reconcile sustainable production
with the objective of obtaining protein-enriched seeds, the selection of rapeseed with high
vigor and/or high NUE during the autumn-winter phase will help to efficiently absorb the
N available in soil (thus minimizing N leaching) and to obtain plant with high N status at
the beginning of reproductive phase in spring (thus limiting the level of N inputs during
spring). In addition, it could be interesting to use innovative cultural practices (such as
application of biostimulants or biointrants) in order to improve the N availability from
soil and/or the NUE during the autumn-winter vegetative phase. With this kind of
ideotypes and/or “smart farming” solutions, protein-specialized rapeseed crop could
meet production and ecological performance.

3.2 Contrasted agronomic performances according to fertilization scheme

Agronomic performances were showed to vary according to both N and P
fertilization during vegetative stage and beginning of reproductive stages. N- plants were
characterized by higher values in the NUE components, under the dependence of N
fertilization during reproductive stages. During this experiment, N amount increased in
roots and seeds in conjunction with P fertilization enhancement. These results suggest that
P status has a significant impact on both N absorption and translocation from sources
organs to sinks (seeds). Indeed, N uptake has already been shown to decrease in P
limitation conditions, independently from N nutritional status of the plant [19]. Indeed, a
P starvation induces a decrease in the nitrate reductase activity, thus limiting
incorporation of N in amino acids by the GS/GOGAT [38]. As a consequence, N is
accumulated in roots, causing a negative retro-control of N uptake [20].
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Our results also suggest an N effect on P percentage represented by roots (Figure 6).
Indeed, roots P tended to be higher in the lowest N fertilization, particularly in HP. As N
limitation is known to repress phosphate transporter activity [22], P translocation could
have been here reduced, leading to an accumulation in roots. Nevertheless, P proportion
represented by seeds remained constant, probably because of a better drain from
pericarps, especially in HP-LN.

N+ plants was characterized by a high proportion of plant N and P but which was
not exported in seeds. Compared to N-, N+ presented a higher NAE, but a lower NUtE
and ®NHI. This indicates that plants absorbed a higher proportion of N from their
environment but were not able to use it for seeds production because of a lack of
remobilization from sources organs. Regarding P, N+ modality showed a lower PHI and
overall similar PAE, PUE and PUtE compared to N-. This result means that the two
cultures probably absorbed similar quantities of P, had similar yields and as a
consequence had similar P Use Efficiencies. Nevertheless, less P was exported in seeds in
N+ in term of proportions of total plant P and tended to show lower P amounts. This
indicates also that lower apparent proportion of P in seeds is not due to a dilution effect
but rather linked to a pattern of luxury consumption by plants, as most of nutrients did
not serve seed yield and filling and are finally lost.

Such negative effects on rapeseed yield and NUE due to over N-fertilization has
already been demonstrated. Indeed, an excess in N fertilizers leads to a delay in N
remobilization from sources organs through uncomplete degradation of chlorophyll and
N compounds [28,39]. As chlorophyll degradation occurs in early stages, this indicates
that leaves abscission occurred before nuclear acids degradation which is a final stage of
nutrient recycling [40]. Thus, nucleic acid pool representing 40 to 60 % of total P [41], early
leaves abscission due to N luxury consumption conducted to an incomplete P
remobilization as a negative externality. As a matter of fact, in our study, a highly
significant N effect was observed on P partitioning represented by fallen leaves (Table S3).

Finally, in both N- and N+ experiments, N and P fertilizations applied at the onset of
reproductive stages did not change seed yield or N and P contents. This seems to indicate
that plants managed efficiently P and N starvation to achieve their crop cycle and
maintaining yield and quality. This was possible through modulations of nutrient
remobilization in different organs. Indeed, Aviso has already shown a particular N
management strategy [42]. In response to low N fertilization, this genotype is
characterized by a lower NAE and a higher N Remobilization Efficiency in reproductive
stages when compared to other genotypes. As reported in Girondé et al., 2015, [42] we
observed a great capacity of plants to efficiently translocate N from leaves to stems in both
N- and N+ plants. This efficient N remobilization was related to an efficient N recycling
in senescing leaves (with a large degradation of proteins and transport of amino acids).
As N is not directly allocated to reproductive organs and as N partitioning of stems
increased, those results confirm the role of stems as a transient storage organ. In the latest
developmental stages, stem N is efficiently remobilized for seed filling in N- plants,
maybe just leaving non-remobilizable structural N, while N+ plants were less able to use
this pool.

In our study, P was mainly located to roots and stems until flowering stage (GS65)
and then translocated to growing siliques. As P plays a critical role in remobilization
process which are ATP-dependent, especially during monocarpic senescence [21], such a
translocation could be related to the dependence of P demand in the strong sink organ
represented by siliques. As relative P content of roots and stems showed a continuous
decrease from flowering to the mature stage, these organs could represent the last
mobilizable reservoir to achieve seed maturity.
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4. Materials and Methods
4.1. Low N rapeseed cultivation (N-) in combination with 3 different levels of P fertilization

A first greenhouse experiment was conducted with rapeseed (Brassica napus L cv.
Aviso) (figure 1). After surface sterilization, seeds were sown on sand with a photoperiod
of 16 hours day (20°C) and 8 hours night (15°C). After germination and all along the
cultivation, natural light was complemented if necessary by high-pressure sodium lamps
in order to maintain a PAR (Photosynthetically Active Radiation) of 400 pmol s m?2 at the
canopy.

After emergence, plants were transplanted in pots containing 2 liters of sand (one
plant per pot) and received 60 mL per day of a modified Hoagland solution (1 mM
Ca(NOs)2, 1 mM KNOs, 0.2 mM KH2POs, 0.5 mM MgSOs, 0.2 mM EDTA+ 2 NaFe, 46.25
uM HsBOs , 6.722 uM MnSOs , 0.765 pM ZnSOs , 0.316 uM CuSOs and 0.5 uM
(NHas)sMo070z24). This N supply given before the vernalization corresponds to 76 mg of N
per plant. After one month, plants were vernalized during 10 weeks in a growth chamber
(4°C, photoperiod 8h) for 10 weeks.

After vernalization, plants were placed in a heated greenhouse (16h light at 20°C, 8h
dark at 18°C) and were supplied with 30 mL per day of a modified Hoagland solution
without N and P. N and P were applied at three different stages corresponding to the
fertilization design that is usually performed at the field. Thus, at the beginning of bolting
stage (i.e. 10 days after vernalization), a first N input of 125 mg N (K*®*NOs with 2.5 atom%
excess of labelled N) was applied in combination with three amounts of P fertilization
(KH2POs) : 22.5 mg per plant (Low P — LP), 112.5 mg per plant (Medium P — MP) and 225
mg per plant (High P — HP). A week later, i.e. during the bolting stage, a second N
fertilization with labelled >N input was applied at two different levels: 250 mg (HN) and
125 mg (LN) per plant. Finally, N fertilization was completed at early flowering stage by
a third input of 150 mg for HN and 100 mg for LN. Cultivation was carried out to the end
of rapeseed’s cycle, until production of mature grains.

4.2. High N rapeseed cultivation (N+) in combination with 3 different levels of P fertilization

This second cultivation was conducted following the same design as previously
described, except that plants were supplied with N during pre-vernalization period of
cultivation (figure 1). In the experiment plant were supplied with Hoagland solution
enriched in N (2.5 mM Ca(NOs)2, 2.5 mM KNOs). This N supply given before the
vernalization corresponds to 189 mg of N per plant. After vernalization, N and P fertilizers
were applied identically to the N- cultivation leading to HP, MP, LP plus LN and HN
treatments.

4.3. Harvesting strategy

Five harvests were performed at the end of vernalization, growth resumption, stem
elongation (bolting), flowering, pods formation and mature seeds stages, corresponding
to growth stages (GS) 30, 32, 35, 65, 80 and 89 on the BBCH scale respectively. At each
stage, 3 plants per treatment were harvested and separated as leaves, stem, roots, flowers,
pericarps, and seeds. At GS30, leaves were separated in distinct pools representing old
and senescing leaves (leak ranks from 1 to 10), matures leaves (leak ranks from 11 to 13)
and growing leaves (leaf rank 14 and beyond). Each plant part was weighed after drying
in an oven at 60 °C and then ground using the system Retsch MM200 (Eragny sur Oise,
France) to fine powder for further analyses. The seed yield components (total seed weight
per plant) and the harvest index (HI, fraction of the total DM allocated to the seed) were
also determined.
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4.4. Elementary analyses
4.4.1 Nitrogen and >N analysis

All powdered samples were placed in tin capsules and analyzed using a continuous
flow isotope ratio mass spectrometer (IRMS, Horizon, NU Instruments, Wrexham, United
Kingdom) linked to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). Obtained
concentrations were used to calculate amounts per organs and per plants, thus allowing
to calculate N and N repartition in the different plant organs by dividing N or N
amount of the organ by the total N or >N amount of the plant.

4.4.2 Phosphorus assay

Phosphorus content was also determined on powders using X-Ray Fluorescence
(XRF). Calibration curves were determined on roots, stems, leaves, siliques, pericarps,
seeds and flowers powders. Linear regression curves were calculated comparing XRF
obtained P values of 5 samples per organ of N- cultivation with results obtained by high-
resolution inductively coupled plasma mass spectrometry (HR ICP-MS, Thermo
Scientific, Element 2™, Bremen, Germany). Briefly 40 mg of powder were suspended with
800 uL of HNOs, 200puL H202 and 1 mL Milli-Q-water. Samples were then mineralized
using microwave (Multiwave ECO, Anton Paar, les Ulis, France) and diluted by addition
of 50 mL of Milli-Q water. Suspensions were then filtered on Teflon filtration system
(Digifilter, SCP Science, Courtaboeuf, France) at 0.45 um. Subsequent samples were
directly assayed using an XRF analyzer (Portable XRF S1 TITAN 800, Bruker, Kalkar,
Germany). P repartition has been calculated as for N and *N.

4.4.3. Components of N and P use efficiencies

Nitrogen Harvest Index (NHI), "N Harvest Index (**NHI) or Phosphorus Harvest Index
(PHI) are calculated as the level of N, N or P in seeds expressed as percentage of total
amount of N, N or P observed at the final harvest. N and P Absorption Efficiency (NAE
and PAE), were calculated as the percentage of total plant N (or P) among total applied N
(or P). N and P Use Efficiencies (NUE and PUE) were calculated as the seed biomass
divided by applied N or P fertilizers amounts. Finally, N and P Utilization Efficiencies
(NULE and PUtE) were calculated as seed biomass divided by total N or P amounts in
plants [8].

554.5. Seeds quality analyses
4.5.1 Oil and protein content assayed by Infra-Red Spectroscopy

Seeds quality was assayed from 1 g sample of entire seeds using standard Near-Infra-
Red Spectroscopy (NIRS; Unity SpectraStar 2500, Brookfield, WI, United States) technique
[43]. This method allowed to estimate contents of oil, proteins and specific fatty acids such
as linolenic acid (w6) and a-linoleic acid (w3).

4.5.2 Phytate content assayed by HPLC

Phytate was first extracted from seeds using HCl method [44]. Briefly, 40 mg of seed
power were weighed and 2 mL HCI 0,2N were added. Suspension was mixed for 2 h. 50
uL of phytate suspension were added to 950 uL of Milli-Q water and analyzed by High
Performance Ionic Chromatography ICS 6000, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 25
uL are injected and eluted by an ultrapure water and KOH gradient which concentration
increases from 0,5 mM to 60 mM. Eluent is delivered by an isocratic pump in an ion
exchange column (Dionex IonPac AS11, Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Anions are
detected by conductimetry, identified according to their retention time and quantified by
pic area measurement which were compared to standard’s pic area comprised between 5
and 50 mg.L.
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4.6 Statistical analyses

All data were analyzed using R 64-bit version 4.0.2. One-way analysis of variance
(ANOVA) of the “multcomp” package was performed, followed by a post-hoc LSD
Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” Two-ways
ANOVA were performed using the same function to assess N, P or combination effect
on tested parameters. P values < 0.05 were considered as significant. Data are expressed
as means = SD (Standard Deviation. PCA analyses were performed using the package
“Factoshiny”.

5. Conclusions

In this study, several N and P fertilization level were applied in context of low and
high N fertilization during vegetative stage of rapeseed. Early N fertilization had the
strongest observed influence on seeds quality, allowing their orientation in o0il or protein
industrial sector. Monitoring the vigor and the nutritional status of rapeseed rosettes at
the end of vernalization seems determinant to plan the fertilization scheme towards the
proteic or the oil industrial sector. As nutrient use efficiency were increased in low N and
P fertilization rates, ecological performances of rapeseed could be improved applying less
inputs at growth resuming. We showed fertilization sobriety did not impact seed yield
and quality and thus could limit environmental nuisance while targeting a defined quality
profile. Indeed, high fertilization led to a luxury consumption behavior of plants and
finally, a large part of both N and P were not exported in seeds and remained in straws.
As steering crops towards an industrial fate (for oleic or protein valorization) is a
promising opportunity, environmental cost of rapeseed growth must be taken into
account. Finally, smart driving of fertilization practices for rapeseed culture could allow
to meet pursued triple performance goals through enhancement of environmental and
quality values.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1:
title, Table S1: title, Video S1: title.
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Supplemental data :

Table S1 : Two-ways ANOVA of N and P fertilizations and P:N interaction on agronomic indices and
seeds’ quality. Statistical tests were performed using the aov function of R (4.0.2) software.

Low N culture High N culture p-values
P N P:N P N P:N
NAE 0615 [ISIB2E05N  0.767 0.986 0.001 0.766 0.05
ISNAE 0.417 0.100 0.530 0.970 0.040 0.810 0.01
NHI 0.829 0.762 0.647 0.604 0.625 0.039 0001
I5NHI 0.884 0.813 0.919 0.490 0.511 0.025
NUtE 0.974 0.192 0.846 0.415 0.795 0.311
HI 0.757 0.349 0.770 0.643 0.972 0.506
NUE 0773 [EGIEOA  0.954 0.770 0.014 0.644
PHI 0.877 0.521 0.420 0.047 0.552 0.127
PUtE 0.205 0.433 0.731 0.001 0.655 0.568
PAE - 0.430 0.464 - 0.422 0.178
PUE 0.079 0.637 0.911 0.763
oil 0.164 0.575 0.995 0.321 0.579 0.005
Proteins 0.665 0.032 0.132 0.776 0.583 0.451
®3 0.570 0.359 0.923 0.962 0.304 0.896
06 0.536 0.436 0.502 0.955 0.357 0.668
Phytate 0.079 0.009 0092  |JIGBENEN o0.614 0.062

Table S2 : Two-ways ANOVA of N and P fertilizations and interactions on elemental composition of plants
organs in N- plants. Statistical tests were performed using the aov function of R (4.0.2) software.

Nitrogen repartition P repartition
P N P:N P N P:N p-values
roots 0796 0495 0915 00114 0632 0079
stem 0553 0.6 0171 0.0925 0.1964 0.306 8-8513
_ lowerleaves 0885 0754 066 0657 0799 0519 -
Stem elongation - 4iiim leaves 0.5008 0.0536 0.4419 00369 03769 0.6716 0001

upper leaves  0.153 0.997 0505 0.11 0.657 0.887

flowers 0.028 0.423 0.721 0.0199 0.04 0.384

fallen leaves 0.9882 0.0475 0.4425 0.623 0.096 0.325

roots 0394 0191 074 0279 0.742 0.83

stem 0.2421 0.0834 0.6825 0.0063 0.5276 0.512

lower leaves 0.759 0548 0.66 0.473 0.908 0.303

Flowering medium leaves 0.0711 0.3965 0.1997 0.0724 0.4388 0.3843
upper leaves 0.662 0.176 0.559 0.3927 0.0978 0.799
flowers 0.633 0.523 0.6 0.0111 0.6879 0.5764
fallen leaves 0.132 0.111 0.336 0.0302 0.1771 0.461
roots 0974 0342 0.701 0.741 0.348 0.96
stem 0.0639 0.7321 0.5887 0.00181 0.19248 0.79915
lower leaves 0.564 0.829 0.678 0.667 0.879 0.996
medium leaves 0.0988 0.2244 0.2341 0.0284 0.0804 0.3707
upper leaves 0.906 0.478 0597 069 0471 0481
flowers 0.421 0309 0466 0.389 0326 0.457
siliques 0.133 0.657 0.793 0.0423 0.2149 0.7975
fallen leaves 0.0988 0.2244 0.2341 0.00188 0.84984 0.37436
roots 0.6006 0.0698 0.2679 0.187 0.00745 0.362
stem 0.699 0.876 0.362 0.0382 0.8967 0.1123
Mature seeds siliques 0.0137 0.0151 0.0282 0.00953 0.5295 0.1222
seeds 0.829 0.762 0.647 0877 0521 042
fallen leaves 0.302 0.22  0.657 0.00116 0.21164 0.07761

Siliques maturation
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Table S3 : Two-ways ANOVA of N and P fertilizations and interactions on elemental composition of plants
organs in N+ plants. Statistical tests were performed using the aov function of R (4.0.2) software.

Nitrogen repartition

P repartition

P N P:N P N P:N p-values
roots 0.902 0.559 0.861
stem 0.391 0.225 0.294 0.05
Stem IOV\{er leaves 0.524 0.298 0.989 0.01
elongation medium leaves 0.428 0.539 0.935 0001
upper leaves 0.419 0.535 0.246
flowers 0.012 0.707 0.338
fallen leaves 0.0429 0.2728 0.1889
roots 0.304 0.522 0.514
stem OG0 0.787525  0.025988
lower leaves 0.503 0.791 0.745
Flowering medium leaves 0.27 0.735 0.79
upper leaves 0.0837 0.4874 0.1955
flowers [O6000025688  0.845 0.535
fallen leaves 0.039 0.776 0.764
roots 0.178 0.428 0.813 0.242 0.185 0.209
Siliques stem 0.0705 0.5603 0.5025 0.0133 0.9706 0.4383
maturation I.e.aves 0.0764 0.5883 0.579 0.0813 0.6219 0.7232
siliques 0.138 0.318 0.595 0.189 0.13 0.322
fallen leaves 0.2757 0.0742 0.709 0.00538 0.00133 0.08058
roots 0.862 0.828 0.71 0.34 0.652 0.878
stem 0.595 0.658 0.327 0.177 0.335 0.823
Mature seeds siliques 0.33093 0.56565 0.00954 0.156 0.819 0.034
seeds 0.6044 0.625 0.0389 0.0473 0.5522 0.1268
fallen leaves 0.101 0.324 0.927  [0N00645N0I000708 0.097912




Chapitre IV : Résultats

Table S4 : Elemental analysis at flowering for N- experiment. Letters indicate significant differences
obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <
0.05).

Fertilization Nitrogen repartition (%)  Nitrogen amount (mg) Phosphorus repartition (%) Phosphorus amount (mg)

modalities
Roots HP MN 3297 + 3.88 a 4549 + 785 a 3415 £+ 380 a 1181 + 243 a
HP LN 2395 + 1740 a 278 + 2096 a 3446 + 2.06 a 1129 + 084 a
MP MN 35,50 + 3.37 a 4719 + 1230 a 3319 £ 472 a 1053 + 286 a
MP LN 3276 + 2.26 a 3674 + 251 a 3318 * 366 a 95 + 078 a
LP MN 3531 + 3.02 a 4648 + 864 a 3210 = 208 a 887 + 157 a
LP LN 3202 + 3.16 a 4317 + 864 a 3027 * 219 a 805 + 059 a
Stem HP MN 29.27 + 443 a 3995 + 359 a 3971 %+ 3.09 a 1330 + 111 a
HP LN 358 + 844 a 3874 + 3.89 a 3912 + 186 ab 128 + 165 a
MP MN 2987 + 2.26 a 3900 = 372 a 3894 + 199 ab 1217 £ 095 a
MP LN 3219 + 235 a 3611 + 300 a 418 * 436 a 1213 + 166 a
LP MN 2653 + 2.00 a 3457 + 242 a 3450 * 139 b 947 + 097 b
LP LN 2953 + 3.72 a 4045 + 952 a 3465 * 250 b 922 + 081 b
Leaves < 10 HP MN 0.00 £ 0.00 a 000 + 000 a 000 £ 0.00 a 000 + 000 a
HP LN 0.01 £ 0.00 a 099 =+ 172 a 001 £+ 001 a 031 + 054 a
MP MN 001 + 0.01 a 09 + 088 a 002 <+ 0.03 a 070 £+ 001 a
MP LN 001 = 0.01 a 073 =+ 127 a 002 <+ 0.00 a 021 + 037 a
LP MN 0.01 £ 0.01 a 046 <+ 080 a 001 + 001 a 026 + 045 a
LP LN 001 + 0.01 a 049 + 084 a 001 + 002 a 029 + 049 a
Leaves 11 to 13 HP MN 818 + 112 a 1116 = 0.71 a 472 <+ 067 a 161 + 0.10 a
HP LN 996 + 284 a 1085 + 265 a 4838 + 146 a 159 + 044 a
MP MN 502 + 0.62 a 665 + 160 a 350 + 093 a 111 + 034 a
MP LN 733 + 3.06 a 820 + 334 a 472 + 020 a 136 + 005 a
LP MN 852 + 0.87 a 1108 + 049 a 565 + 0.71 a 154 + 0.14 a
LP LN 6.85 + 1.69 a 826 + 222 a 535 *+ 112 a 143 + 037 a
Leaves >14 HP MN 13.21 += 347 a 1838 + 614 a 573 * 243 a 198 + 084 a
HP LN 9.12 + 1.07 a 1006 + 176 a 345 + 136 a 111 + 037 a
MP MN 13.04 + 293 a 1758 + 685 a 588 * 080 a 186 + 046 a
MP LN 912 + 1.07 a 1369 = 5.06 a 492 + 152 a 142 + 045 a
LP MN 1284 + 244 a 1702 = 504 a 668 + 142 a 185 + 053 a
LPLN 1190 + 1.69 a 1612 + 242 a 541 + 249 a 145 + 0.73 a
Flowers HP MN 1363 =+ 0.73 a 1872 + 159 a 935 + 056 c 321 + 037 a
HP LN 16.68 + 6.57 a 1791 + 5.08 a 954 + 210 bc 316 = 09 a
MP MN 13.78 + 3.85 a 1758 + 250 a 1048 + 311 abc 321 * 064 a
MP LN 1291 + 141 a 1451 + 196 a 891 + 068 c 258 + 026 a
LP MN 1414 + 0.50 a 1850 + 199 a 1245 + 056 ab 344 £ 034 a
LP LN 1502 + 204 a 2036 + 330 a 1292 + 1.69 a 343 + 042 a
Fallen leaves HP MN 273 + 112 a 368 + 122 ab 632 % 262 b 214 + 0.76 a
HP LN 364 + 165 a 387 + 123 ab 755 + 116 ab 250 * 061 a
MP MN 205 + 042 a 266 + 031 b 575 %+ 060 b 1799 + 008 a
MP LN 19 + 015 a 219 + 011 b 564 £+ 0.39 b 163 + 009 a
LP MN 233 + 046 a 308 + 08 b 763 + 152 ab 212 + 063 a
LP LN 428 + 184 a 599 + 3.08 a 1025 + 3.04 a 276 * 093 a
plants HP MN 13739 + 1030 a 3434 + 333 a
HP LN 11028 + 1461 b 3283 + 3.08 ab
MP MN 13160 £+ 216 ab 3136 + 3.84 abc
MP LN 112.18 + 318 ab 2890 = 095 bc
LP MN 131.19 + 1769 ab 2755 + 383 Dbc
LP LN 135,82 + 1516 ab 2663 + 170 ¢
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Table S5 : Elemental analysis at flowering for N+ experiment Letters indicate significant differences
obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <
0.05).

Fertilization Phosphorus repartition (%) Phosphorus amount (mg)
modalities
Roots HP MN 1296 =+ 228 a 971 % 1.07 a
HP LN 1334 + 234 a 1036 1.18 a
MP MN 1174 £ 237 a 6.57 1.37 b
MP LN 1186 =+ 154 a 692 =+ 084 b
LP MN 1630 =+ 456 a 6.16 1.38 b
LP LN 1297 +  3.92 a 542 + 1.86 b
Stem HP MN 3545 + 208 ab 2674 1.37 a
HP LN 3643 £ 446 ab 2857 £ 494 a
MP MN 3811 + 146 a 2140 + 235 b
MP LN 3334 £ 149 bc 1953 + 207 b
LP MN 2523 + 194 d 9.67 * 1.45 c
LP LN 3006 = 3.06 c 1245 + 1.12 c
Leaves < 10 HP MN 195 £ 192 a 140 = 1.35 a
HP LN 274 £ 073 a 216 = 068 a
MP MN 401 = 137 a 228 = 089 a
MP LN 3.45 + 2.04 a 2.03 + 1.25 a
LP MN 310 + 352 a 124 % 1.49 a
LP LN 204 + 213 a 088 + 093 a
Leaves 11 to 13 HP MN 552 £ 239 a 408 1.48 a
HP LN 6.04 = 207 a 479 1.88 a
MP MN 410 + 037 a 230 = 035 a
MP LN 366 = 074 a 2.11 + 030 a
LP MN 516 £+ 1.93 a 199 + 080 a
LP LN 414 £ 287 a 176 1.27 a
Leaves >14 HP MN 3200 = 6.75 ab 2446 + 698 a
HP LN 2845 = 724 ab 2211 + 526 a
MP MN 2455 £ 276 ab 1391 =+  3.09 bc
MP LN 3275 + 341 a 19.07 1.02 ab
LP MN 2262 + 575 b 875 + 299 c
LP LN 2335 = 444 ab 9.66 1.71 c
Flowers HP MN 859 £ 052 d 6.47 + 0.29 a
HP LN 987 £ 093 cd 771 = 091 a
MP MN 1336 =+ 116 b 746 = 034 a
MP LN 1259 =+ 1.72 bc 7.40 + 1.44 a
LP MN 2015 +  4.02 a 762 % 1.04 a
LP LN 19.10 + 0.68 a 793 + 048 a
Fallen leaves HP MN 3.52 + 2.03 ab 2.75 * 1.81 a
HP LN 313 £ 053 ab 247 + 056 a
MP MN 414 + 178 ab 230 = 093 a
MP LN 235 £ 196 b 140 % 1.21 a
LP MN 7.44 + 5.14 ab 2.75 + 1.86 a
LP LN 834 + 4862 a 341+ 1.73 a
plants HP MN 75.61 % 6.16 a
HP LN 7817 + 5.0 a
MP MN 56.23 + 7.06 b
MP LN 5845 + 371 b
LP MN 3819 + 316 c
LP LN 4150 + 217 C
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Table S6 : Elemental analysis at pods’ maturation for N- experiment. Letters indicate significant differences
obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <
0.05).

Fertilization Nitrogen repartition (%) Nitrogen amount (mg)  Phosphorus repartition (%) Phosphorus amount (mg)

modalities
Roots HP MN 1898 + 159 a 5016 = 565 a 1359 + 1093 a 929 + 172 ab
HP LN 1939 £+ 266 a 4870 * 6.56 a 1511 =+ 222 a 1053 + 184 a
MP MN 1641 £+ 249 a 4586 = 3.27 a 11.01 + 250 a 552 + 099 cd
MP LN 19.02 £+ 6.47 a 4792 + 1184 a 1657 + 569 a 786 + 179 bc
LP MN 1532 + 135 a 4389 + 558 a 1180 + 239 a 460 + 130 d
LP LN 16.00 * 0.37 a 3800 + 519 a 1055 + 048 a 337 + 080 d
Stem HP MN 1754 + 417 a 46.64 + 1357 a 2416 + 528 a 16.68 =+ 5.20 a
HP LN 1795 + 244 a 4528 + 791 a 2302 + 115 ab 1599 + 080 a
MP MN 16.19 £+ 39 a 4482 £ 503 a 1629 + 157 c 819 + 0.39 b
MP LN 2097 + 8.68 a 5350 + 1945 a 1932 + 646 abc 929 + 255 b
LP MN 1284 + 270 a 36.68 * 8.05 a 1747 + 166 bc 679 =+ 1.22 b
LP LN 1126 + 0.60 a 2691 + 570 a 1513 + 0.93 c 479 + 0.63 b
Leaves HP MN 029 + 035 a 074 + 08 a 029 + 032 a 019 + 020 a
HP LN 060 + 048 a 149 + 123 a 053 + 038 a 037 * 027 a
MP MN 040 + 0.39 a 110 + 110 a 048 + 046 a 023 + 023 a
MP LN 036 + 032 a 09 <+ 09 a 043 %= 038 a 022 + 022 a
LP MN 002 <+ 0.03 a 005 <+ 0.10 a 003 <+ 0.02 a 001 £ 0.01 a
LP LN 0.00 + 0.00 a 0.00 =+ 0.00 a 005 =+ 0.07 a 002 + 0.03 a
Siliques HP MN 52.05 + 6.08 a 13721 + 1509 a 4460 = 6.71 a 3026 + 3.67 a
HP LN 4933 + 1.66 a 12405 = 7.56 a 3702 + 408 a 2571 + 282 abc
MP MN 55.00 + 6.41 a 15682 + 3630 a 5450 + 3.64 a 2767 * 467 ab
MP LN 46.16 + 1573 a 12089 + 4786 a 4270 + 1615 a 2125 + 938  bcd
LP MN 5881 + 4.19 a 16838 + 1728 a 4723 + 3.29 a 1817 + 056 «cd
LP LN 59030 + 104 a 14132 + 2500 a 4956 + 0.98 a 1580 + 334 d
Fallen leaves HP MN 1114 + 0.49 a 2940 =+ 2.06 a 1736 = 0.73 c 11.87 + 1.57 b
HP LN 1273 + 0.72 a 3199 + 197 a 2432 += 120 a 1694 + 166 a
MP MN 1200 + 0.14 a 3391 + 445 a 1772 + 0.73 bc 900 + 145 c
MP LN 1349 £+ 212 a 3483 £ 6.69 a 2097 + 447 ab 1016 + 2.09 bc
LP MN 13.02 £+ 157 a 3709 = 317 a 2347 + 051 a 905 + 057 c
LP LN 1344 + 127 a 3176 = 208 a 2471 + 0.60 a 785 + 132 c
plants HP MN + 264.14 = 18.02 a + 68.28 + 751 a
HP LN + 25151 + 1351 a + 6954 + 3.65 a
MP MN + 28251 + 3545 a + 50.60 + 6.09 b
MP LN + 258.09 * 29.18 a + 4879 + 720 b
LP MN + 286.09 * 1770 a + 3862 + 321 ¢
LP LN + 23799 = 3797 a + 3182 + 6.11 c
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Table S7 : Elemental analysis at Final stage for N- experiment. Letters indicate significant differences
obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <

0.05).
Fertilization Dry biomass (g) Nitrogen repartition (%)  Nitrogen amount (mg)  Phosphorus repartition ~ Phosphorus amount (mg)
modalities (%)
Roots HP MN 431 + 120 a 2029 = 276 a 2781 + 479 a 1225 + 164 b 616 + 203 b
HP LN 512 + 041 a 2722 + 578 a 3687 * 609 a 1974 + 249 a 920 =+ 181 a
MP MN 451 + 120 a 2093 + 317 a 2938 + 980 a 1237 + 064 b 448 + 124 b
MP LN 4.09 + 017 a 2338 + 167 a 2889 + 020 a 1581 + 081 ab 602 =+ 007 b
LP MN 417 043 a 21.72 * 152 a 2943 + 481 a 1125 + 194 b 378 + 103 b
LP LN 3.90 £ 034 a 2198 + 379 a 2738 + 494 a 1395 + 634 b 380 + 103 b
Stem HP MN 6.43 073 a 949 =+ 281 a 1260 + 088 ab 1166 + 251 b 558 + 034 a
HP LN 6.18 025ab 975 =+ 150 a 1321 + 130 ab 1165 + 142 b 537 + 022 ab
MP MN 5.88 £ 097abc 985 + 145 a 1341 + 227 a 1445 + 282 ab 510 + 084 abc
MP LN 5.07 £ 057 ¢ 818 + 033 a 1013 + 033 ¢ 1152 + 068 b 440 + 049 abc
LP MN 530 048 bc 833 =+ 161 a 1112 + 118 bc 1387 + 105 ab 460 + 042 bc
LP LN 537 % 0.20abc 938 + 0.93 a 1165 + 080 abc 1642 + 281 a 466 + 017 ¢
Pericarps HP MN 281 + 057 a 969 + 126 a 1349 + 346 ab 1936 + 171 a 967 + 287 a
HP LN 239+ 018 a 638 + 052 ¢ 868 + 037 c¢ 1460 + 137 bc 679 + 100 ab
MP MN 323+ 041 a 1028 =+ 101 a 1410 + 269 a 1518 + 193 abc 552 + 179 bc
MP LN 2.84 + 084 a 894 + 174 ab 1115 + 262 abc 1647 + 525 ab 636 =+ 230 bc
LP MN 256 + 040 a 734 + 073 bc 987 + 092 bc 1103 £+ 015 ¢ 369 * 058 ¢
LP LN 239+ 030a 780 + 036 bc 971 + 046 bc 1208 + 238 bc 344 + 042 ¢
Seeds HP MN 2.80 = 101 a 5251 = 835 a 7522 + 3043 a 4540 + 494 a 2245 + 634 a
HP LN 245+ 0.07 a 4873 + 732 a 67.02 £+ 1545 a 4171 + 057 a 1934 + 145 ab
MP MN 2.68 + 042 a 4971 + 351 a 6820 + 1326 a 3994 + 639 a 1436 + 376 hc
MP LN 229 023 a 5194 =+ 129 a 6445 + 620 a 4375 + 447 a 1663 £ 081 bc
LP MN 2.62 025 a 5283 + 339 a 7119 + 1321 a 4501 =+ 267 a 1511 + 310 C
LP LN 235+ 024 a 5198 + 562 a 6474 + 779 a 3863 + 1326 a 1177 £ 625 ¢
Fallen leaves HP MN 296 + 078 a 802 =+ 222 a 1077 + 222 a 1133 + 226 b 553 + 144 a
HP LN 3.05 + 032a 792 + 08 a 1075 + 036 a 1230 * 120 b 569 * 059 a
MP MN 3.49 + 093 a 923 =+ 141 a 1291 + 449 a 1806 + 232 a 651 + 172 a
MP LN 254 032 a 755 £ 0.66 a 935 + 08 a 1245 + 171 b 474 + 060 a
LP MN 333+ 045 a 978 + 178 a 1308 + 178 a 1884 + 365 a 620 += 083 a
LP LN 2.90 037 a 88 =+ 130 a 1101 =+ 134 a 1892 + 279 a 541 + 069 a
plant HP MN 19.31 344 a 13989 *+ 3638 a 4939 + 1166 a
HP LN 19.19 052 a 13653 + 1163 a 46.38 + 392 ab
MP MN 19.79 £ 342 a 138.00 + 3037 a 3598 + 818 bc
MP LN 16.83 £ 172 a 12398 + 899 a 38.15 + 217 abc
LP MN 17.98 178 a 13537 + 17.73 a 3337 = 481 ¢
LP LN 16.91 + 0.7 a 12448 + 429 a 2908 + 6.04 ¢
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Annexe : Corrélations entre les statuts N: P et les indices agronomiques liés a
[azote et au phosphore

Tableau 3 : Coefficients de corrélation et p.values obtenus entre les indices agronomiques liés
a I'usage de 1’azote et du phosphore et les ratios N : P des plantes obtenues au cours des
expériences N- et N+ (XAE : Efficiences d’Absorption, XHI : indices de récoltes, XUtE :
Efficience d’Utilisation, XUE : Efficiences d’Usage). Les p.values et coefficients de corrélation
ont été obtenus en utilisant la fonction “cor.test” du logiciel R (version 4.0.2) associée au test
de corrélation de Pearson.

agronomic indices  correlation coefficient p.value

NAE 0.5387 0.0008389
BNAE 0.0705 0.6818
NHI -0.5261 0.001154
NULE -0.6044 0.0001298
HI -0.3236 0.05474
NUE -0.1441 0.4002
PHI -0.6471 3.099E-05
PULE 0.2713 0.1095
PAE 0.6682 1.427E-05
PUE 0.553 0.0004695
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Figure38 : Regression linéaire entre 1’efficience d’absorption de 1’azote et le ratio N : P des
plants obtenus au cours des expérimentations N- et N+.
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Figure 39 : Régression linéaire entre ’efficience d’utilisation de 1’azote et le ratio N : P des
plants obtenus au cours des expérimentations N- et N+.
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Figure 40 : Régression linéaire entre les indices de récoltes de I’azote et le ratio N : P des plants
obtenus au cours des expérimentations N- et N+.
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Figure 41 : Régression linéaire entre 1’efficience d’absorption du phosphore et le ratio N : P des
plants obtenus au cours des expérimentations N- et N+.
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Figure 42 : Régression linéaire entre 1’efficience d’usage du phosphore et le ratio N : P des
plants obtenus au cours des expérimentations N- et N+.

® y=-3.8726% + 52.386
R*= 04264

) . *
25 BEFT ]

o 1 2 3 4
Plarts N:P ratio
Figure 43 : Régression linéaire entre les indices de recolte du phosphore et le ratio N : P des
plants obtenus au cours des expérimentations N- et N+.
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Chapitre IV : Résultats

B. Isoler et caractériser des PSB issus de sols Normands de grandes cultures

sous des couverts végétaux de préférences nutritionnelles variées.

Hypothese : Les souches PSB sont présentes de maniere ubiquitaire dans les sols, et leurs
diversités et profils sont modelés par le recrutement du couvert végétal, afin de satisfaire leur

exigence en P et leurs préférences nutritives.

Obijectifs : L’objectif de cette étude est de réaliser un criblage de souches PSB a partir de sols
issus de parcelles agricoles présentant différents couverts (colza, pois d’hiver et féverole), et
d’évaluer leur potentiel en caractérisant différents mécanismes de solubilisation et traits PGPR

d’intérét, en fonction de leur sol d’origine.

Méthodologie : Des sols ont été prélevés aux pieds des végétaux en pleine floraison afin de
cribler des souches solubilisatrices de P sur deux milieux spécifiques composés de tricalcium-
phosphate: Pikovskaya et NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate medium).
Différents traits en lien avec la solubilisation du P ou encore des traits PGPR plus classiques
ont été caractérisés. Plus précisément, les productions d’HCN et de sidérophores, la production
et la quantification d’IAA, la présence d’une activit¢ ACC déaminase ont été évaluées.
Parallelement, la diversité des souches obtenues a €té identifiée par séquencage Sanger des
régions V1-V2 des génes d’ADNr 16S. L’ensemble de ces résultats a ensuite été mis en relation

avec le couvert végétal de départ, puis comparé entre eux.

Principaux résultats : Des souches PSB ont été isolées avec succes des trois sols d’étude.

L’¢évaluation des capacités de solubilisation et des traits PGPR a permis de mettre en évidence
deux profils-types distincts (directs ou indirects). Les besoins en P des plantes du couvert

d’origine ont eu un impact sur la structuration des communautés PSB isolées.

Les résultats de ces travaux sont regroupés sous forme d’article soumis au journal
Rhizosphere le 18 octobre 2021 sous le titre « Are native soil-borne Phosphate-Solubilizing
Bacteria a relevant alternative to classical mineral fertilization in order to sustain plant
growth ? Part |: When screened PSB profiles met plant requirements ». Les résultats
préliminaires de ce travail ont également été présentés sous forme de communication affichée

au quatriéme congres international Biostimulants en 2019 a Barcelone (Annexe 3).
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Abstract: Phosphate management is critical in cropping systems, making fertilizer applications
necessary for the success of P requiring crops. Unfortunately, this essential element for plant
growth is rapidly complexed in the soil into forms that are unavailable to plants. Deployment
of Phosphate Solubilizing Bacteria (PSB) can represent a solution for enhancing plant P uptake
through remobilization of these recalcitrant forms of P. In this study, bacterial strains were
isolated from soils sampled in Normandy (France), in the rhizosphere of three crops presenting
various P requirements (rapeseed, winter pea and faba bean). These isolates were then screened
for their PSB potential through the characterization of several interesting traits linked to P
solubilization, phytate utilization, siderophore, gluconic acid and HCN productions. In parallel,
other Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) traits of interest (indole-3-acetic acid
(IAA) production or 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase activity) were
also determined for each isolate. Numerous PSB strains were successfully emphasized, mainly
belonging to Pseudomonas and Bacillus genera. Isolated PSB generally presented also other
interesting production IAA or ACC deaminase activity. Interestingly, PSB isolated from
rapeseed soil showed higher solubilization efficiency compared to those isolated from faba bean
and winter pea rhizosphere. These results highlighted the great influence of plant to shape their
associated microbiome, and particularly the recruitment of PSB populations, in order to fit
specific P requirement. Two distinct profiles of PSB isolates could be highlighted, with
functional characteristics for P solubilization either through the deployment of direct or indirect
processes. Moreover, plants with specific mechanisms to favor P nutrition seemed to
preferentially recruit PSB presenting complementary characteristics to their own arsenal.
Valuing PSB potential, either through artificial addition in soil of adapted isolates or through
the legacy of previous crop for the further culture could represent a promising solution to sustain

plant growth in P-deprived situation.

Keywords: Phosphate, Phosphate Solubilizing Bacteria, Plant Growth Promoting

Rhizobacteria, crop requirements
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1. Introduction

Phosphorus (P), an essential element for plant growth (Vance, 2001), is unfortunately generally
deficient as orthophosphate ions, the only available forms for plants. Despite many soils present
important content of total P, only a 0,1 % is actually available in the soil solution (Binemann,
2015; Imer and Schinner, 1995). Indeed, the ionized form of P is generally rapidly bound to
clay-humic complexes. Up to 80 % of total phosphorus are complexed by sorption or
precipitation with mineral matter (principally with calcium) or metals (iron and aluminium
oxides and hydroxydes) (Kochian et al., 2004; Menezes-Blackburn et al., 2017), or even
through microbial immobilization (Roberts and Johnston, 2015). As a result, crop production
has to be sustained by the application of large amounts of phosphate fertilizers. While these
inputs are recognized to have deleterious effects on the environment (Grizzetti et al., 2020),
they are also rapidly and strongly adsorbed onto soil particles, thus becoming unavailable in
soil solution for plant uptake (Helfenstein et al., 2018). Only 10-30% of phosphate mineral
fertilization can be really recovered by plants after input (Holford, 1997; Syers et al., 2009).
Remobilization from a proportion of the insoluble P pool would be an interesting alternative
for reducing the amount of P added to the soil via fertilizer.

P is also essential for the growth and survival of microorganisms. To undertake such
challenging P acquisition, microbes have developed a wider range of more efficient strategies
than plants, allowing them to use P from organic (through phosphatase activities) and inorganic
forms (Illmer and Schinner, 1995). Indeed, some microorganisms can mobilize P complexed
with clay particles and metals such as iron and aluminum via several processes. These
mechanisms include local soil acidification through direct proton release, linkages to
ammonium assimilation, or production of organic acids derived from direct carbon oxidation
pathways (Alori et al., 2017; Tian et al., 2021). Another interesting indirect process implicated

the production of siderophore production, a common bacterial strategy for iron acquisition. The
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indirect P solubilization from metal particles represents then a positive externality for plants
and microbial nutrition (Ikhajiagbe et al., 2020). Production of HCN, so far rather considered
as a biocontrol metabolite in various studies and implied to promote general plant health
(Babalola et al., 2021; Chandra et al., 2007; P. Kumar et al., 2012), has been recently proposed
to act as a metal chelator and so represents a desirable trait that could play a crucial role in
indirect P solubilization (Rijavec and Lapanje, 2016). Valorization of microorganisms
presenting such interesting functional characteristics linked to potentialities of P solubilization,
identified as Phosphate Solubilizing Bacteria (PSB), could represent an promising alternative
approach to reduce the need of P mineral fertilization, to sustain ecologically responsible
intensification of agriculture (Alori et al., 2017; Calvo et al., 2014).

The rhizosphere, hotspot of interaction and exchange between plants and its associated
microbiome (Philippot et al., 2013), constitute an environment of great interest to study and
better understand the issue of P availability. In the rhizosphere, the abundant microbial
communities are highly shaped by plant root exudation (Olanrewaju et al., 2019). To maintain
their health, plants attempt to recruit beneficial microorganisms in their rhizosphere, for
example in order to fulfill their need in nutrients (Jacoby et al., 2017). So, the plant’s
rhizosphere could constitute a relevant reservoir to search for beneficial PSM, probably more
abundant in this environment.

The aim of this study was (1) to isolate and identify PSB strains from soils sampled from the
rhizosphere of three different crops (rapeseed, with high P requirements; faba bean and winter
pea, both with medium P requirements), and (2) to assess PSB potential and PGPR traits
according to soil origin, plant influence or their environment. We hypothesize that due to their
recruitment of adapted beneficial microorganisms, plants with high P requirements are
promising reservoirs of more efficient PGPR that possess highly interesting P solubilization

traits.
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2. Materials and methods

2.1 Site description and soil sampling

Samples were collected from two arable soils located in the Pays de Bray in Normandy
(France). One plot (49°47°11.364°°N, 01°27°5.076’E) was split between two crops: winter pea
(Pisum sativum, Balltrap cultivar) and rapeseed (Brassica napus, DK Exkio cultivar). The
second plot (49°46°52.716°°N, 01°40°49.116’E), 16.5 km away, was planted with faba bean
(Vicia faba, Nebraska cultivar). The two plots showed similar textures (Figure S1) and were
loamy soils according to the USDA soil classification. Soils were sampled during the flowering
stage of the three crops on the 15" of May 2018. For each investigated crop, three independent
soil samples were randomly collected using a manual auger from 0 to 15 cm in depth. Each
replicate was constituted of a bulk composite of 5 independent and mixed soil samplings.
Sampling of soil occurred near the crown of each plant and the samples were named winter pea
soil (WPS), rapeseed soil (RS) and faba bean soil (FBS) for soil harvested under the winter pea,
rapeseed and faba bean crops, respectively. For the plot with adjacent cultures of rapeseed and
winter pea, soil samples assigned to each crop were 10 m distant from each other to avoid at
most possible crossed influence of each crop rhizosphere. The soils were then sieved at 2 mm
and stored at + 4 °C for bacterial cultures and — 80 °C for molecular biology assays.
Physicochemical properties were assayed by standard methods: soil pH was determined using
the water-pH method (NF 1SO 10390), and soil total and organic carbon were assayed using a
Total Organic Carbon (TOC) Analyzer (Shimadzu SSM-5000A/TOC-VCSH Carbon,
Shimadzu, Kyoto, Japan). Soil total nitrogen was determined by the Kjeldahl method (Kjeldahl,
1883). Active Calcium Carbonate content was assayed following methods described in standard
NF-X31-106 (2002). Phosphorus content was determined using the Olsen method (NF ISO

11263) to estimate directly available P.
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2.2 Soil bacteria isolation

Soil bacteria were isolated as follows: 5 g of each sieved soil sample were suspended in 45 mL
of NaCl (0.9%) and homogenized by vortexing for 5 min. Serial dilutions of this suspension
were then prepared in NaCl (0.9 %). In parallel, initial soil suspensions were also centrifuged
for 5 minutes at 1000 rpm and serial dilutions were performed in NaCl (0.9 %). Dilutions of 10°
3 and 10 for the non-centrifuged suspension and 102 and 107 for the centrifuged suspension
were plated on Luria Broth (LB) agar and Reasoner’s 2A (R2A) media and incubated for 48
hours at ambient temperature. These multiple procedures were deployed to maximize diversity
of culturable strains. About 300 strains from both the LB and R2A media were taken and re-
isolated on LB agar medium. To maximize the probability of obtaining different strains, isolates
were selected based on their maximal phenotypic differences. Strains were stored in a 15 %

glycerol solution at — 80 °C.

2.3 Screening and characterization of bacterial isolates

2.3.1 PSB abilities

2.3.1.1 Determination of the solubilization index

In vitro abilities of phosphate solubilization were determined for all strains by plating on solid
Pikovskaya medium (0.5 g.L! yeast extract; 10 g.Ldextrose; 5 g.L Cas(POa)z; 0.5 g.L*
(NH4)2S04; 0.2 g.L1 KCI; 0.1 g.Lt MgSOy4; 0.1 mg.L™ FeSO4; 1.5% agar) (Pikovskaya, 1948)
and NBRIP medium (10 g.L* dextrose; 2.5 g.L™* Caz(POs)2; 5 g.L™* MgCly; 0.25 g.L ™ MgSOyq;
0.2 g.L"T KCI; 0.1 g.L "t (NH4)2SO04; 1.5% agar) as described by (Nautiyal, 1999) and incubated

at 30 °C for 4 days. The solubilization index (SI) was calculated as follows:

colony diameter

solubilization halo diameter

Every strain presenting an SI >1 in at least one of the two media was considered as a PSB.
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2.3.1.2 Phytate utilization assay

The abilities of the bacteria to use phytate, an organic source of P, were tested by plating strains
on specific Phytate Screening Medium (PSM medium) (Howson and Davis, 1983) (5 g.L™
sodium phytate; 10 g.L ™ sucrose; 2 g.L ™t (NH4)2SO04: 3 g.L* tryptone; 2 g.L™ yeast extract; 0.5
g.Lt KCI; 0.5 g.Lt MgSOs: 0.01 g.L ! MnSOg; 0.01 g.L ! FeSO4; 1.5 % agar). Plates were

incubated for 4 days at 30°C and the SI was calculated as previously described.

2.3.1.3 Siderophore production

Siderophore production was tested on modified CAS medium as described by (Lakshmanan et
al., 2015). Briefly, 60.5 mg of CAS were dissolved in 50 mL of water. Then 270 mg of
FeClz.6H20 were dissolved in a 10 mM HCI solution and added to the CAS solution. Then an
HDTMA solution was prepared by dissolution of 72.9 mg of HDTMA in 40 mL of water in a
beaker under agitation. CAS-Iron (111) solution was then slowly added to the HDTMA, and the
mixture was autoclaved. Finally, this sterile solution was added to LB agar medium. Bacteria
were cultured for 5 days at 28 °C. Colonies presenting an orange halo were considered as

siderophore-producing strains.

2.3.1.4 Gluconic acid production assay

Production of gluconic acid were assessed for all strains through culture in 50 mL of liquid
Pikovskaya medium for 5 days at 30 °C. Bacterial suspensions were then centrifuged for 10
min at 4000 rpm and 4 °C. Supernatant were collected for spectrophotometric assay with a D-
Gluconate Assay Kit (Sigma-Aldrich, USA) following the manufacturer’s recommendations.
2.3.2 Other PGPR traits of interest

2.3.2.1 IAA production assay

IAA production was measured with the method described by Kumar et al. (2012). Strains were

pre-cultured in liquid LB medium for 24 h. Then 50 mL of liquid NB medium were
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supplemented with 0.1 % D-L-tryptophan and inoculated with 500 pL of pre-culture and
incubated at 30 °C under orbital agitation (120 rpm) in the dark for 48 h. The quantities of IAA
were estimated by colorimetric reaction. Cultures were centrifuged for 10 min at 10,000 rpm
and 4 °C. One mL of supernatant was added to 4 mL of Salkowski reagent and the absorbance
of the pink coloration was read at 535 nm in a UV/visible spectrophotometer.

2.3.2.2 ACC deaminase activity

ACC deaminase activity was assessed according to the method of Glick et al. (2011). Bacterial
strains were precultured overnight on Tryptone Soja Agar. The isolated colonies were then
transferred onto nitrogen-free medium (5 g D,L-malic acid; 0.5 g K2HPOg4; 0.2 g MgSOs4; 0.1 g
NaCl; 15 g agar; 4 mL of 1.64 % Fe(l1l) EDTA; 1 mL of biotin 0.01 % + pyridoxine 0.02 %; 1
L distilled water; adjusted to pH 6.8) with the addition of 120 pL of filter sterilized 0.5 % ACC.
Plates were incubated at 30 °C for 4 days. As ACC is the sole nitrogen source contained in this
medium, bacterial strains that were able to grow were considered as ACC deaminase producers.
2.3.2.3 HCN production

Hydrogen cyanide (HCN) production was assessed with the method outlined by Bakker and
Schippers (1987). PSB strains were plated on Nutrient Agar. Whatman n°1 filter disks were
soaked in 0.5% picric acid prepared in 2% sodium carbonate. The disks were then placed in
Petri dish lids and the Petri dishes were sealed and incubated upside down for 4 days at 30 °C.
A change in disk color from yellow to brown indicated HCN production by bacterial strains.
2.3.3 PSB identification

PSB strains were cultivated in LB broth for 24 h and then centrifuged at 4000 rpm for 10 min
at 4 °C. The supernatant was discarded and the pellet containing bacterial cells was stored at —
20 °C. Before analysis, frozen pellets were incubated for a few minutes in a water bath at 60
°C. Amplification of ribosomal 16S DNA was performed by PCR using 1 pL of 63f primer (5°-

CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) (Marchesi et al., 1998) and a primer derived from
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341f (5’-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3’) (Muyzer et al., 1993), 2 pL of bacterial culture, and
1X of GoTag® Green Master Mix (Promega, USA) in a final volume of 50uL. PCR reaction
was performed in a GeneAmp® PCR System 9700 thermocycler (Applied Biosystems, USA).
The amplification program was 2 min at 94 °C, followed by 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min
at 55 °C and 1 at min 72 °C. A final extension step was performed for 7 min at 72 °C. PCR
product quality was verified by electrophoresis on agarose gels stained with ethidium bromide.
Amplicons were then sequenced using the Sanger method by Genoscreen (Lille, France) and
aligned using the sequence match tool from the Ribosome Database Project (RDP, Cole et al.,
2014). Sequences obtained by 16S Sanger sequencing were then aligned using the ClustalW
algorithm implemented in MEGA X. A phylogenetic tree was then constructed following the
maximum likelihood method, and bootstrapping (100 replicates) was used to investigate

robustness.

2.4 Statistical analyses

All data were analyzed using R 64-bit version 4.0.2. One-way analysis of variance (ANOVA)
of the “multcomp” package was performed, followed by a post-hoc LSD Fisher test using the
function LSD.test from the R package “agricolae” for comparison between the 3 crops. For
proportion differences, chi-square tests were performed on contingency tables using the
chisg.test function. P values < 0.05 were considered as significant. Data are expressed as means
+ SEM (Standard Error of the Mean). PCA analysis was performed using the package
“Factoshiny” to compare physico chemical properties of native soils and global traits of isolated

PSB strains.
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Table 1: Physicochemical properties of soils sampled from rapeseed, winter pea and faba bean (mean +
SD). Letters indicate significant differences between the 3 different soils for each chemical parameter.

Origin of the sampled soil

Rapeseed Winter pea Faba bean
pH 7,84 + 0,05 ab 7,90 + 0,04 b 7,98 + 0,04 a
Total Carbon (g / kg) 19,62 + 0,17 b 20,69 + 0,44 a 10,64 + 0,26 c
Total Organic Carbon (g/kg) 18,74 + 0,26 b 19,78 + 0,40 a 10,46 + 0,28 c
Organic matter (%) 3,37 + 0,03 b 3,56 + 0,07 a 1,83 + 0,04 c
Calcium (ppm) 6,52 + 0,17 a 6,56 + 0,16 a 3,94 + 0,09 b
Total Nitrogen (mg/g) 2,55 + 0,03 a 2,43 + 0,05 a 1,59 + 0,06 b
Olsen Phosphorus (mg / kg) 2,50 + 0,10 a 1,18 + 1,79 a 22,12 + 0,29 b
é 10 RN
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Figure 1: Principal Component Analysis of physicochemical properties of native rhizospheric soils. N,

nitrogen; OM, organic matter content; CaCO3, calcium carbonate content; TC, total carbon; TOC, total
organic carbon; Ox C, oxidizable carbon; C : N, carbon to nitrogen ratio; Olsen P, directly available
phosphorus

Table 2: PSM identification by 16S rDNA sequencing in the soil sampled under rapeseed, winter pea
and faba bean crops.

Origin of the sampled soil
Rapeseed Winter pea Faba bean

Pseudomonas sp 28 24 32
Bacillus mycoides 5 3 3
Bacillus pseudomycoides 7 2 2
Bacillus simplex 11 2 6
Bacillus sp 4 3 2
Paenibacillus 2 3 0
Others 9 1 6
total PSM strains 66 38 51
Pseudomonas proportion 42% 63% 63%
Bacillus proportion 41% 26% 25%
PSM proportion in all 62.9 % 2.7 % 48.6 %

isolated bacteria
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3. Results

3.1 Physico-chemical profiles of native soils

Both soils were sandy-clay-loam, which is classical for Normandy. All measured physico-
chemical properties are summarized in Table 1. FBS was significantly different from WPS and
RS (Figure 1). FBS showed lower carbon (C), organic matter, nitrogen (N), calcium carbonate
contents and C:N ratio, but higher P availability. The lowest P availability was observed for

RS.

3.2 Screening and evaluation of phosphate solubilization efficiency.

Phosphate-solubilizing potential and efficiency were screened on both Pikovskaya and NBRIP
media. Among 300 culturable bacteria isolated (100 per soil), a total of 155 strains showed a Sl
> 1 on at least one medium (Pikovskaya or NBRIP), and so were classified here as PSB (Table
2). When considering each medium apart, a total of 117 strains showed solubilization properties
(with a SI > 1) on Pikovskaya medium (54 strains from RS, 31 strains from WPS and 32 strains
from FBS) and 121 strains on NBRIP medium (46 strains from RS, 29 from WPS, 46 from
FBS). Only 79 strains presented a SI >1 when considering both media (33 from RS, 22 from
WPS and 24 from FBS). The highest proportion of PSB were observed in RS (66 strains, i.e.
62.9 % of isolated RS bacteria), followed by 51 PSB strains found in FBS, representing 48.3 %
of our initial bacterial bank for FBS. The lowest proportion of PSB strains was observed in
WPS with 38 strains (42.7 % of isolated WPS bacteria).

Sl of PSB screened from RS on Pikovskaya medium (Table 3) reached a significantly higher
mean value of 1.61 (£ 0.04) compared to 1.34 (£ 0.04) from WPS and 1.28 (x0.06) from FBS.
The average S| values obtained on NBRIP medium were higher than those obtained on

Pikovskaya medium: 1.77 (x 0.11) from RS, 1.44 (£ 0.04) from WPS and 1.55 (£ 0.06) from
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Table 3 : Phosphate solubilization abilities of PSM strains from rapeseed, winter pea and faba
bean soils. The solubilization index (SI) was observed on the two tested media for inorganic P
and the phytate solubilization abilities of phytate-solubilizing PSM strains. Letters indicate
significant differences between soils for each medium.

Origin of the sampled soil

Rapeseed Winter pea Faba bean
Mean + SE 177+ 011 a 144 + 004 a 1,55 £ 0,06 a
SIon NBRIP Median 1,54 1,46 153
medium
SI max 481 2.23 2,69
. Mean + SE 1,61 + 0,04 a 134 + 0,04 b 139 + 0,06 b
Slon Pikovskaya /o 153 131 128
medium
SI max 3,14 2.64 3,67
Son o Mean+SE 217 £ 015 a 19+012 a 121 £ 005 b
on phytate Median 1,29 1,87 1,44
medium
SI max 4.9 2.62 223

Table 4 : Various PGPR traits and solubilization mechanisms of isolated PSM from rapeseed,
winter pea and faba bean soil. Data are expressed as a percentage of all isolated PSM and as a
proportion (in parentheses). Letters indicate significant differences based on chi-square tests
between soils for each tested PGPR trait.

Origin of the sampled soil

Rapeseed Winter pea Faba bean
Siderophore producing strains 62,1 (41/66) b 84,2 (32/38) a 72,4 (38/51) ab
ACC deaminase producing strains 59,7 (40/66) a 73,7 (28/38) a 63 (34/51) a
HCN producing strains 13,6 (9/66) a 10,5 (4/38) a 23,5 (12/51) a
[AA producing strains 24,2 (16/66) b 34,2 (13/38) ab 49 (25/51) a

Gluconic acid producing strains 62,1  (41/66) a 60,5  (23/38) a 70,6 (36/51) a
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FBS (Table 3). However, no significant differences were found when comparing these Sl for
PSB isolated from RS, WPS and FBS. Among the original 155 PSB, 68 presented an ability to
solubilize phytate, with 39.4% from RS, 28.9% from WPS and 60.8% from FBS (26, 11 and 31
strains, respectively). The proportion of isolated PSB that degraded phytate was significantly
higher from FBS. Conversely, the Sl for phytate utilization (Table 3) was highest for PSB from
RS, followed by PSB from WPS, and finally PSB from FBS, with values of 2.17 (+ 0.15), 1.90
(£ 0.12) and 1.21 (= 0.05), respectively.

3.3 Molecular identification of phosphate solubilizing bacteria.

Ribosomal DNA sequencing allowed genus identification for all strains, up to species
identification for several of them. Pseudomonas was the main genus found in the PSB pool,
represented 42 % of all PSB isolated from RS, and 63 % from both FBS and WPS. The second
dominant genera identified was Bacillus, representing 41% for RS, 26 % for WPS and 25 % for
FBS. Paenibacillus strains were found only in RS and WPS, representing respectively, 3 % and
8 % of isolated PSB. Some other anecdotal PSB genera or species were identified, including
Buttiauxella izardii, Microbacterium oleivorans, Microbacterium phyllospherae, Sanguibacter
inulinus and Plantibacter flavus from RS. Erwinia rhapontici was the only strain found in WPS
other than Pseudomonas, Paenibacillus and Bacillus. Other PSB strains in FBS were affiliated
to the species Acinetobacter calcoaceticus, Stenotrophomonas rhizophila, Erwinia billingiae,
Pectobacterium wasabiae and Serratia sp.

No specific clusterization related to soil origin was observed according to phylogenetic tree
construction for any of the PSB isolates (Figure S2).

3.3 Characterization of other functional PSB and PGPR traits of interest

Several traits of interest linked with P solubilization were explored. A large proportion of

PSB isolates were able to produce siderophores on CAS medium (Table 4), representing
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71.0 % of all PSB. This proportion was higher for WPS (84.2 %) than for RS (62.1 %),
while no differences were found for FBS (72.4 %) compared to the other soils investigated.
The percentages of HCN-producing isolates were the same for each investigated crop soil,
representing only a small proportion of all PSB (16.1 % on average). The gluconic acid assay
highlighted 41 producing strains from the rapeseed plot (62.1% with a mean production of 139.5
+22.4 ug mLY), 23 producing strains from the winter pea plot (60.5% with a mean production
of 104.0 + 19.6 pg mL™) and 36 producing strains from the faba bean plot (70.6% with a mean
production of 156.6 + 33.0 pg mL™) (Table 4). The proportion of PSB strains producing
gluconic acid tended to be greater in FBS, and they had higher production abilities.
Interestingly, the proportions observed in both WPS and RS were similar.

Concerning 1AA, 34.8% of all strains were actually producers. A higher number of 1AA-
producing strains was observed under FBS (49.0%) compared to RS (24.2%), while no
differences were found regarding WPS (34.2%). 1AA-producing PSB showed a mean
production of 73.3 ng puL? (+ 9.8), 54.3 ng puL* (+ 8.4) and 46.9 ng pL? ( 5.0) for PSB
originating from RS, WPS and FBS, respectively. IAA amounts produced were highest
considering PSB strains from RS (from a range of 7.7 to 297.1 ng uL%), followed by WPS (3.5
to 208.5 ng pL?t) and lowest for FBS (2.6 to 147.6 ng pL™). Due to the combination of
proportion of IAA-producing PSB and variations in quantities, all PSB strains showed close
mean productions of auxin: around 20 ng uL™ on average. Regarding ACC deaminase activity,
no significant differences were highlighted. About 59.7 % of strains isolated from RS were able
to use ACC as an N source, 73.7% for PSB from WPS and 63.0% for PSB from FBS.
Principal Component Analyses (PCA) of these results, plotted according to soil origins, showed
a separation in the PSB populations between RS and WPS due to the higher P solubilization

values of the RS populations on NBRIP, Pikovskaya and PSM media (Figure 2).
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The same PCA, plotted according to PSB genera (Figure 4a), highlighted that all PSB genera
have similar mean solubilization abilities and PGPR characteristics, except for the genera
Buttiauxella and Acinetobacter. These two genera seemed to show higher Sl values on
Pikovskaya medium and a higher gluconic acid production. Siderophore-producing PSB
showed distinct characteristics from non-producing ones (Figure 4b). Indeed, interestingly,
siderophore-producing strains tended to produce more IAA but less gluconic acid and had lower
Sls on Pikovskaya medium. Similarly, the presence of ACC deaminase activity seemed to be
linked to higher SIs on NBRIP and PSM media (Figure 4c). The Sls on NBRIP medium seemed
also to correlate with phytate utilization. Solubilization on Pikovskaya medium seemed to
correlate with gluconic acid production (Figure 4d). No distinct profile could be found between
HCN-producing PSB and non-producing strains (data not shown).

4. Discussion

4.1 ldentification of potential PSB strains from soils in Normandie

The use of beneficial microorganisms as biofertilizers represents an emerging and promising
alternative to mineral fertilizer application (Menezes-Blackburn et al., 2017). Numerous
bacterial strains with PSB or PGPR abilities have already been reported in the literature (Alori
et al., 2017). In this study, we decided to appoint as PSB all bacterial isolates presenting a SI >
1 on at least one of the tested media (Pikovskaya or NBRIP). The three investigated soils hosted
a great variety of PSB strains, representing a wide range of the overall culturable bacteria.
Unsurprisingly, most of the PSB isolates belonged to Pseudomonas and Bacillus genera, which
are among the most represented PSB genera described in the literature (Ghorbanzadeh et al.,
2020; Safari et al., 2020; Saxena et al., 2020). The third most abundant genus here was
Paenibacillus which has also previously been described as an endophytic PGPR mainly isolated

from legume nodules and showing P solubilization abilities (Ali et al., 2021).
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However, surprisingly, this genus was not detected in faba bean rhizosphere. Most of the other
genera found in our study also had prior description as potential PSB strains (Aradjo et al.,
2021; Emami et al., 2020; Mitra et al., 2020; Rodriguez and Fraga, 1999), except for
Sanguibacter, mainly known as N fixing bacteria with biocontrol properties against nematode
infestation (Alishahi et al., 2020; Moussa and Zawam, 2010). To our knowledge, the present
study reveals for the first time a Sanguibacter inulinus isolate with phosphate solubilization

abilities and can thus be described as a PSB.

To characterize the ability of bacterial isolates to solubilize inorganic phosphate, two dedicated
media were used: Pikovskaya and NBRIP (Pikovskaya, 1948; Nautiyal, 1999). These two
media are classically used for screening of PSM (Suleman et al., 2018; Xiao et al., 2020).
NBRIP medium provide a more stringent environment, with lower quantities of C and N
sources compared to Pikovskaya medium. Most of our PSB isolates showed positive P
solubilization on both medium, despite occasional differences in the SI value range for the same
strain. However, some isolates showed a positive solubilization of inorganic P in only one
medium. These differences were probably linked to the adaptation of bacterial metabolism to
their surrounding environmental conditions, and particularly in response to nutrient ratios (Cui
et al., 2018; Manzoni et al., 2017). An accurate evaluation of P solubilization in several
environmental conditions would be a relevant procedure for PSB screening and to better

understand and so exploit their potential.

Other direct and indirect mechanisms of P solubilization were explored in parallel. We decided
to focus our screening on acidification ability, through the assessment of gluconic acid
production as one of the principal organic acids released by PSB (Alori et al., 2017). We also

evaluate siderophore production, phytate utilization and HCN production.
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Beside these specific PSB characteristics, auxin production and ACC deaminase activity, other
interesting classical PGPR traits, were also explored according to their possible interest for root
growth enhancement, and so potentiality to increase the volume of soil prospected by plants

(Ambreetha and Balachandar, 2019; Richardson et al., 2009)

When considering jointly all studied traits, two interesting PSB profiles can be distinguished.
Isolates showing better direct solubilization of phosphate also presented high secretion of
gluconic acid but lacked siderophore production. So, it could be hypothesized that these isolates
would improve P availability in soil rather through direct processes. On the contrary, PSB
strains that showed lower direct solubilization correlated with low gluconic acid production
were able to produce siderophores and also high levels of auxin, improving P availability in soil
rather via indirect processes. PSB strains that are efficient in solubilizing phosphate in more
deprived conditions (on NBRIP medium, with lower N and P content) were also able to use
phytate and had positive ACC deaminase activity. These strains showed a broad metabolism,
with the solubilization of both inorganic and organic P, maybe more adapted to stressful and
variable soil conditions. Only little relationship between PSB characteristics and bacterial
genus, except in the cases of the Buttiauxella and Acinotetobacter strains, less studied than
Bacillus or Pseudomonas. Indeed, in our study the Buttiauxella and Acinotetobacter strains
showed globally higher potential for P solubilization on Pikovskaya medium and high
production of gluconic acid. The other genera studied showed great variability in all studied
traits. These results emphasize the importance of exploring total soil microbial diversity,

without setting up an a priori screening approach.

4.2 The influence of plant type on the beneficial microorganism community

In this work, the presence and diversity of culturable PSB was explored in the rhizosphere of

three different crops, each with their own specificities and P requirements.

71






Chapitre IV : Résultats

Interestingly, a higher number of PSB isolates were recovered from rapeseed relative to winter
pea or faba bean. Because rapeseed is known to have high P requirements compared to legume
crops (Bolland et al., 1999; Bolland and Brennan, 2008), this higher PSB abundance and
proportion among culturable bacteria was actually expected. These results emphasize the strong
influence of the rhizosphere environment on the culturable PSB community, and particularly
the specific nutrient preference of each plant species to condition microbiome’s recruitment.
Plant influence on the rhizospheric bacterial community is well known (Costa et al., 2006;
Gkarmiri et al., 2017). The specific assemblages of the associated microbiome are governed by
each plant species’ traits, and more particularly as part of an adaptative strategy to sustain and
improve nutrient acquisition (Bakker et al., 2018; Cai et al., 2017; Dastogeer et al., 2020;
Fitzpatrick et al., 2018). Some recent studies have assessed plant-microbe interactions and
plasticity in terms of the P nutritional status of the plant (Castrillo et al., 2017; Pang et al.,
2021). For instance, in the eggplant rhizosphere, Li et al. (2019) demonstrated a correlation
between P-requiring developmental stages and PSB abundance and efficiency. In their study,
the highest P requirements occurred during flowering and fruit maturation. In the current work,
soils were also sampled during flowering in the three crops, which could have maximized the

probability of screening efficient and diverse PSB.

A noteworthy trend in the level of phosphate solubilization indexes according to the
investigated rhizosphere could be also highlighted. Indeed, in the rhizosphere of rapeseed,
where the P requirement was high, the solubilization indexes of isolated PSB were higher than
those isolated from the soil under the legumes. PSB found under winter pea and faba bean, with
comparable P requirements (Bolland et al., 1999), presented similar P solubilization indexes
despite geographical distancing between fields and differences in some soil physico-chemical
properties. Recruitment of more efficient PSB by rapeseed supported again the hypothesis of a

targeted selection linked to plant nutrient preference. However, the higher proportion of PSB
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in rapeseed rhizosphere could also be due to the lower content of available P, leading to a higher
need of PSB recruitment for the crop, when compared to winter pea and faba bean.
Nevertheless, high requirement of P of rapeseed, and so nutrient uptake in soil with the help of
PSB populations, could also be one of the mains reasons explaining the lower observed content

of available P in its rhizosphere.

A lower diversity in PSB species could be expected in soil under rapeseed (Siebers et al., 2018).
Indeed, in the rhizosphere of rapeseed, the rhizodeposition of glucosinolates represented a
major constraint, compelling and shaping microbial communities (Bressan et al., 2009).
Rumberger and Marschner, (2003) showed that these brassicaceous sulphurous metabolites and
their products of degradation with bioactive properties are continuously released by living
canola roots in the rhizosphere, even if they can be rapidly degraded by some microorganisms
(for example, in 90 h for 2-phenylethylisothiocyanate). Nevertheless, in our study, PSB isolates
retrieved from rapeseed rhizosphere were affiliated to a larger variety of genera than those from
soil harvested under winter pea or faba bean. While different proportions of PSB strains were
found in the three investigated soils, the proportions among the two main genera (i.e.,
Pseudomonas and Bacillus) were incredibly similar in the soils under the legumes, despite the
geographic distance and differences in measured physico-chemical properties of the soils, but
were distinct from the rapeseed crop’s soil. The abundance of PSB affiliated to Bacillus genus
was lower under winter pea, compared to rapeseed, which is consistent with the generally
overall lower level of Bacillus observed in the rhizosphere of legumes (Kumar et al., 2012).
Conversely, a decrease in Pseudomonas abundance has been previously observed in rapeseed’s
rhizosphere (Gkarmiri et al., 2017). However, Gkarmiri et al. (2017) also demonstrated that

despite this lower abundance, this bacterial genus seemed to be highly active in the rhizosphere.
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Because these three crops are known to deploy different physiological and morphological
strategies of adaptation to P stress conditions (Honvault et al., 2020), we could hypothesized
that each crop would have selected PSB strains possessing functioning complementary or
synergistic with their own P acquisition strategies. Indeed, Honvault (2020) showed that P
acquisition strategies for legumes were geared towards direct mechanisms with phosphatase
release and decreases in soil pH, while Brassicaceae rather increased fine roots and hair
production to explore a higher soil volume and also released carboxylates. In the present work,
rapeseed seemed to recruit PSB profiles with direct solubilization mechanisms (high SI), while
the PSB from winter pea and faba bean showed an indirect solubilization profile with higher
production of siderophores and auxin. However, as our study has only focused on culturable
PSB, representing only a small proportion of the total microbiome of the soil (Steen et al.,
2019), the hypothesis of this synergy between plants abilities and microbial recruitment of

complementary characteristics will require greater exploration.

Even if the chosen in-situ approach is undoubtedly influenced by several confounding factors,
our results remain of interest to take into account specific plants microbiomes properties in crop
rotations and in mixed-cropping. Particularly, besides a direct influence of the cultivated crop,
the possible influence of the physicochemical characteristics of soil, the entire field history and
particularly the legacy of previous crops could not be excluded. The observed assemblage of
microbial populations could finally be the resultant of crop effect combined with all applied
farming practices. It would be now interesting to deeply explore and disentangle the

determinism of each of these factors.
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5. Conclusion

In this study, a large proportion and a wide diversity of all bacterial isolates showed PSB traits,
highlighting their extensive presence in soils. A vast majority belonged to the Pseudomonas
and Bacillus genera, previously well characterized as PSB across numerous studies. A higher
proportion of PSB were found in soil from rapeseed, with higher in vitro solubilization abilities,
suggesting that crops with higher P requirements can modulate and shape their associated
microbiome according to their nutrient preference. The rhizosphere of these crops could be
considered as a niche of great interest to study the contribution of PSB in P dynamics in soil,
but also a reservoir for the screening of high-potential PSB. Interesting linkages were found
between PSB/PGPR traits and highlighted two distinct profiles of isolates, deploying either
direct or indirect processes in relation to P solubilization and availability. Furthermore, crops
seemed to preferentially recruit beneficial microbial partners presenting complementary
functional characteristics to sustain P uptake. Future work will focus on in situ evaluation of
the efficiency of selected PSB on rapeseed growth and P acquisition in controlled conditions.
The final ambition will be to determine the potential of these bio-inoculants, composed of soil
origin-linked PSB isolates, as a reliable fertilizer alternative for improving nutrient acquisition
of crops. Moreover, the results of the present work also indicate the potential of plant-driven
selection to attract high-value microbial partners to benefit nutrition of the current crop, but

also as a legacy to fortify soil microbiome for subsequent crops in the context of crop rotation.
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Supplemental data :

Texture triangle: USDA (NCSS)

[%] Sand 50-2000 um p

Figure S1: Positions of studied soils on USDA soils textures triangles. Yellow circle indicates
rapeseed crop soil, blue circle indicates winter pea crop soil and red circle indicates faba bean

crop soil.
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Figure S2: Phylogenetic analysis of isolated PSM strains. Strains are named according to their

native soil (C for rapeseed, P for winter pea and F for Faba bean).
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C. Evaluer le potentiel de réintroduction dans [environnement
rhizosphérique du colza de trois souches PSB, et [efficience in planta de
leur traits PSB et PGPR,

C-1  Etude de [effet de trois souches PSB provenant de sols prélevés sous trois couverts
de grandes cultures différents, inoculées sur les plantules de colza et soumises a un gradient
de fertilisation P
Hypothéses :
-Le colza étant le plus susceptible de recruter des souches PSB correspondant a ses exigences, une
souche isolée sous colza est un meilleur candidat pour un usage en tant que biointrant sur la méme
espece végétale.
- La mise en ceuvre d’une solution de type biointrants a base d’un organisme PSB est une alternative
prometteuse pour soutenir la croissance des plantes tout en réduisant les besoins de fertilisation

minérale.

Obijectifs : L’objectif de cette étude est d’évaluer ’efficacité en tant que biointrants des souches
présentant le meilleur potentiel PSB et PGPR in vitro sur la croissance de jeunes plantules de colza.
Les souches testées présentant des caractéristiques différentes, un second objectif est de déterminer
s’il existe un profil PSB assurant son succes lors de sa réintroduction dans un sol avec une
communauté microbienne autochtone. Enfin, il s’agit d’identifier in situ les processus biologiques

pouvant expliquer ’amélioration observée de la croissance du colza et / ou de son statut nutritionnel.

Méthodologie : Une expérimentation en serre a été menée sur les deux premiers mois de croissance
des plantules de colza sur un sol pauvre en P. Trois souches PSB appartenant au genre
Pseudomonas, mises en évidence précédemment (une par couvert étudié : colza, pois d’hiver et
féverole) et présentant les profils les plus prometteurs ont été¢ inoculées apres 1’émergence des
premieres feuilles. Quatre niveaux de fertilisation P ont été apportés (P100 correspondant aux
recommandations de fertilisation, P50 et P25 correspondant respectivement a 50 et 25 % de P100
et enfin PO correspondant a une absence de fertilisation minérale en P). Les caractéristiques
morphométriques et les statuts en N et P des plantes ont été évalués, ainsi que les caracteristiques
chimiques des sols aprés récolte. Les activités enzymatiques liées aux cycles N et P ont été mesurées
pour chacune des modalités. Enfin, pour la souche ayant montré les résultats les plus prometteurs
sur la biomasse et 1’acquisition de N et P par le colza, I’analyse métagénomique des communautés

microbiennes des sols a été réalisée pour chaque niveau de fertilisation
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Résultats principaux : La souche F23 originaire du sol préleve sous la culture de féverole a

montré des capacités de promotion de la croissance des plantules de colza, permettant une
diminution de la fertilisation P de 50%. Dans ces conditions, une augmentation de la biomasse
racinaire ainsi que de la quantité de N et P ont été observées. Egalement, une augmentation de
I’activité phosphatase alcaline a été montrée dans les sols, ainsi que des modifications dans la

structure des communautés associées a I’environnement racinaire du colza.

Les résultats de cette étude sont présentés sous forme d’article soumis au journal
Rhizosphere le 18 octobre 2021 sous le titre « Are native soil-borne Phosphate-Solubilizing
Bacteria a relevant alternative to classical mineral fertilization in order to sustain plant
growth ? Part Il : Impact of three PSB strains on rapeseed subjected to a gradient of phosphate
fertilization.”. Ces travaux sont également proposés pour une communication affichée au

cinquiéme congres international Biostimulants qui se tient en décembre 2021.
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Abstract: Rapeseed (Brassica napus) is a major oleoproteaginous crop, characterized by its
high requirement of phosphate (P) leading generally to the application of a high amount of P
fertilizers. Such inputs are known to cause environmental damages. Use of phosphate-
solubilizing bacteria (PSB) represents an interesting alternative, but their effective mechanisms
and relationships with plants and/or autochthonous microorganisms still need to be unravelled.
In this study, three PSB strains belonging to the Pseudomonas genus, isolated from soil
harvested under rapeseed (C12), winter pea (Pisum sativum, P2), and faba bean (Vicia faba,
F23), were tested on rapeseed growth. This test was performed under controlled conditions
during the vegetative stage of rapeseed in combination with a gradient of P fertilization (P100,
P50, P25 and PO corresponding to 125, 62.5, 31.5 and 0 mg P2Os, respectively), P50. Efficient
plant growth promotion was expected for treatment with C12, originating from the rapeseed
rhizosphere. Finally, more contrasted results were observed for the three tested strains. PSB
from rapeseed showed no effect on plant biomass or P status. P2 and F23 increased the biomass
and P amount in roots when P fertilization was decreased from 50%, but winter pea PSM
dramatically decreased plant biomass below this P input threshold. For P50 fertilization with
P2 and F23 strains, an increase in alkaline phosphatase activity was observed in the rhizosphere.
The structure and diversity of the soil microbial community was then assessed to explore some
of the indirect effects of F23 application. Some bacterial genera known as potentially involved
in biocontrol were decreased (Sphingomonas, Acidobacteria Gp6, Lysobacter, Thermomonas,
and a genus belonging to the Spartobacteria class), whereas other genera involved in the
nitrogen and sulphur cycles were increased (Ramlibacter, Nocardioides, Inhella,

Bradyrhizobium, and Thiobacillus), possibly sustaining plant access to essential nutrients.

Keywords: Rapeseed, phosphate, phosphate-solubilizing bacteria, plant growth-promoting

rhizobacteria, crop requirements, microbial community structure, phosphatase
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1. Introduction

Phosphorus (P) is a central element in the metabolism of overall living organisms (Sterner et
al., 2003), although it is scarce in the environment in an available form for primary producers
(Vance, 2001). To compensate for this scarcity, farmers used to apply P fertilizers, often in
mineral form directly available for plants. Unfortunately, phosphate is nevertheless quickly
complexed into unavailable forms when applied to soil (Helfenstein et al., 2018). Not only does
this amount of P remain unavailable, but it also increases the unmobilized P reservoir, leading
to the application of more P fertilizers by farmers, and thus to environmental issues (Grizzetti

et al., 2020).

Plants have developed strategies to cope with P scarcity through several dedicated mechanisms
(Dissanayaka et al., 2021), including root trait modifications and release of organic acids and
phosphatases (Honvault et al., 2020), but also through the recruitment of beneficial
microorganisms (Isidra-Arellano et al., 2021). Some of them are known as phosphate-
solubilizing bacteria (PSB) because of their ability to decomplex phosphate from calcium, iron
or aluminium P particles (Alori et al., 2017). Moreover, the mineralization potential of organic
P sources allows plants to access new soil P pools through phosphatase and/or phytase activities
(Menezes-Blackburn et al., 2017). These PSB strains often show other plant growth promoting
traits leading to stimulate the root growth and allowing the exploration of wider soil volume to

seek more P (Ambreetha and Balachandar, 2019).

Rapeseed (Brassica napus) is a major oleoproteaginous crop, widespread around global
temperate regions and characterized by high P requirements (Rashid and Bughio, 1993).
Reducing P fertilizer input and improving the environmental balance of such a crop by using

the benefit of PSB could be a promising alternative to the massive use of mineral intrants.
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The aim of this study was (1) to assess in planta the PSB potential of three strains previously
screened from soils collected under rapeseed, winter pea (Pisum sativum) and faba bean (Vicia
faba) crops, (2) to determine the existence of optimal PSB-fitness profile and (3) to identify
biological processes potentially related to the growth enhancement and/or P status in rapeseed

subjected to a gradient of phosphate fertilization.

2. Materials and methods

2.1 PSB screening

A PSB screening has been previously performed from soils taken on plots presenting three
different cultures: rapeseed (Brassica napus), winter pea (Pisum sativum) and Faba bean (Vicia
faba). Briefly, soil suspensions were made by mixing 5 g of fresh soil to 45 mL NaCl 0.09%.
Serial dilutions of these suspensions were then plated on Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) and
NBRIP (Nautiyal, 1999) media. Several Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) traits
were assessed on each isolated bacterial strain. Siderophore production was evaluated on a
Chrome-Azurol-S (CAS) medium as described by Lakshmanan et al. (2015). Indole-3-acetic
acid (IAA, auxin) production, ACC deaminase activity and hydrogen cyanide (HCN)
production were measured as described by (Kumar et al., 2012). Ability to solubilize phytate
were also tested on a phytate screening medium as described by Howson and Davis (1983).
Molecular identification was performed by the Sanger sequencing (Genoscreen, Lille, France)
of a 16S amplicon obtained from PCR amplification using 63f (50-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-30) (Marchesi et al., 1998) and BU16S4 (5-
CTGCTGCCTCCCGTAGG-30) derived from 341F. Briefly, 2 uL of bacterial culture, 1 X
of GoTag® Green Master Mix (Promega, USA) and 1uM of each primer were mixed in a final
volume of 50 pL. PCR reaction was performed ina GeneAmp® PCR System 9700
thermocycler (Applied Biosystems, USA). The amplification program was 2 min at 94°C,

followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C.
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A final extension step was performed for 7 min at 72°C. PCR product quality was verified by
electrophoresis on agarose gels stained with ethidium bromide. Obtained sequences were
finally aligned using the sequence match tool from the Ribosome Database Project (RDP; Cole
etal., 2014).

2.2 Description, culture and inoculum preparation of PSB strains

The three tested PSB strains were chosen according to their solubilization abilities and
provenance. The five most efficient solubilizers on Pikovskaya or NBRIP media for each native
soil were first selected. The quantitative P solubilization of these 15 strains were monitored
during 5 days as described by Kumar et al., 2012. Medium pH was also measured in parallel.
Finally, one PSB for each soil origin was selected according to their potential of quantitative P
solubilization and auxin production abilities. Potential metabolic phenotypes of PSB regarding
diverse carbon sources were assessed using the Biolog GEN Il system (BIOLOG, Inc,
Hayward, CA, USA) according to the manufacturer’s procedure.

For application on plants, PSB strains were cultured for 24 h at 30°C in Luria broth. The optical
density at 580 nm was measured to evaluate the UFC quantity per mL. Cultures were then
centrifuged and resuspended in NaCl 0.9% to inoculate 1 x 108 UFC in 1 mL directly near plants
collar.

2.3 Greenhouse experiment

Soil was collected from a cropped field in the Pays de Bray in Normandy, France
(49°46'24.197"N, 1°31'45.569"E). The physico-chemical characterization of the soil was
previously determined to target a specifically phosphorus-deprived soil. The chosen soil was
superficial clay-limestone (USDA) with a water pH of 8.3, deprived of available phosphorus
(Olsen P20s, 26 ppm) and with a nitrogen content of 1.66 g kg™ dry soil. Soil was sieved then
at 2 mm prior to be used in a pot experiment. Rapeseed (Brassica napus, cv. Aviso) seeds were

surface sterilized and directly sown in 10 L pots containing 4 kg of soil at 70% of its water
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retention capacity. All plants received 125 mg N (ammonium nitrate 33.5%) and 63 mg KCl,
according to French fertilization recommendation from COMIFER (COMIFER, 1995) and the
requirements of the planned crop. Four levels of P fertilization were then studied: P100, P50,
P25 and PO corresponding to 125, 62.5, 31.5 and 0 mg P2Os, respectively. The highest level of
phosphate fertilization (P100) also corresponds to fertilization recommendations, i.e. 125 mg
P-Os brought as a superphosphate (TSP 45%). P50, P25 and PO modalities were separately
inoculated with the PSB strains C12, F23 and P2 or without PSB inoculant at sowing and 15
days after plants emergence. Culture conditions were 16 h days at 20°C and 8 h nights at 12°C
with 80% relative humidity. Water irrigation was 30 mL per day, manually completed by
weighing, if necessary, to maintain 70% of water retention capacity. A final harvest was done
after 10 weeks of culture. Shoots and roots were separated, dried at 70°C and grounded after
weighing. Soil neighbouring roots were collected at an extended rhizospheric area. This soil
was sieved at 5 mm and then either stored at —80°C or air-dried, for further analyses.

2.4 Elemental analyses of plant tissues

Phosphorus content in shoots and roots was directly measured after fine grinding by X-ray
fluorescence (XRF, S1 Titan, Bruker, Billerica, MA, USA). Carbon and nitrogen content were
assessed by elemental spectroscopy (FlashSmart CHN, ThermoFisher Scientific, Waltham,

MA, USA) after the weighing of grinded plant tissue into tin capsules.

2.5 Physico-chemical soil properties assays

Physico-chemical properties of soil samples were assayed by standard methods. Water-pH was
determined using the NF ISO 10390 method,; soil total and organic carbon were assayed using
a total organic carbon (TOC) analyser (Shimadzu SSM-5000A/TOC-VCSH Carbon, Shimadzu,
Kyoto, Japan). Soil total nitrogen was determined by the Kjeldahl method (Kjeldahl, 1883).
Active calcium carbonate content was assayed following the method described in standard NF-

X31-106 (2002). Available P was determined using the Olsen method (NF ISO 11263).
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2.6 Enzymatic activities assays

Urease, arylamidase, total phosphatase, acid phosphatase and alkaline phosphatase were
assayed in microplates using standard 1SO 20130:2018. Briefly, 4 g of soil are weighed and
mixed with 25 mL deionized water. Corresponding substrates are added (urea, L-Leucine j3-
naphthylamide hydrochloride and p-nitro-phenylphosphate disodium salt hexahydrate), except
in control wells. Plates are incubated at 37°C for 2 h for arylamidase, 30 min for phosphatases
and 25°C during 3 h for urease. Reactions are stopped with the adjunction of ethanol (96%) for
urease, 25% ethanol in Trizma (0.1M) pH 12 for phosphatases and a mix of salicylate and
cyanurate for urease. Substrate is then added in control wells. Plates are then centrifuged 5 min
at 1500 g. Supernatant is transferred to a new plate and read by photometric measurement (A =

650 nm for urease, A = 540 nm for arylamidase and A= 405 nm for phosphatases).

2.7 DNA extraction and quantification

Total DNA was extracted from soil samples using the FastDNA SPIN Kit for soil (MP-
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) and following the manufacturers’ recommendations. Soil
DNA concentrations were assayed by fluorimetry using the Fluorescent DNA Quantitation Kit
Hoechst 33258 (Biorad, Hercules, CA, USA) and following the manufacturer’s

recommendations. DNA samples were then stored at —20°C until further analyses.

2.8 lllumina MiSeq sequencing and amplicon-metagenomics data processing:

Bacterial community structure was assessed by the sequencing of the V3 and V4 regions of the
16S rRNA gene, whereas fungal community structure was assessed by the sequencing of the
internal transcribed spacer (ITS 2) region of the 18S rRNA gene. Two-step Nextera PCR
libraries using the primer pair 341F (5’- CCT ACG GGN GGC WGC AG-3’) and 805R (5'-
GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC -3’) and the primer pair gITS7 (5'- GTG AAT CAT
CGA RTC TTT G-3') and ITS4 (5'- TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') were created for the

bacterial and fungal communities, respectively.
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Subsequently, an Illumina MiSeq platform and a v3-600 cycles kit were used to sequence the
PCR libraries (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France). The produced paired-end reads that passed
Illumina’s chastity filter were subjected to the de-multiplexing and trimming of Illumina
adaptor residuals using Illumina’s bel2fastq software version v2.20.0.422. The quality of the
reads was checked with the software FastQC version 0.11.8, and sequencing reads that fell
below an average Q-score of 20 or had any uncalled bases (N) were removed from further
analysis. The locus-specific V34 primers and ITS2 primers were trimmed from the sequencing
reads with the software Cutadapt v3.2. Paired-end reads were discarded if the primer could not
be trimmed. Trimmed forward and reverse reads of each paired-end read were merged to in-
silico reform the sequenced molecule considering a minimum overlap of 15 bases using the
software USEARCH version 11.0.667. Merged sequences were again quality filtered, allowing
a maximum of one expected error per merged read and discarding those containing ambiguous
bases. From the remaining reads, the fungal ITS2 sub regions were extracted with help of the
ITSx software suite v1.1.3 and its included database. Reads that contain ambiguous bases or
that were outliers regarding the amplicon size distribution were also discarded. Samples that
resulted in less than 5,000 merged reads were discarded to not distort the statistical analysis.
The remaining reads were denoised using the UNOISE algorithm implemented in USEARCH
to form operational taxonomic units (OTUs) discarding singletons and chimeras in the process.
The resulting OTU abundance table was then filtered for possible barcode bleed-in
contaminations using the UNCROSS algorithm. OTU sequences were compared to the
reference sequences of the RDP 16S, and the UNITE database and taxonomies were predicted
considering a minimum confidence threshold of 0.5 using the SINTAX algorithm implemented
in USEARCH. The computational data analysis described in this section was performed by

Microsynth AG (Balgach, Switzerland).

91



Table 1 : In vitro characterization of PGPR traits for the 3 tested PSB isolates: P solubilization
and pH on Pikovskaya and NBRIP media; production of gluconic acid on both media; phytate
solubilization; siderophores, HCN (Hydrogen cyanide), IAA (indole-3-acetic acid)
productions; and ACC deaminase activity. Results are expressed as the mean value * standard

deviation, or presence (+) / absence (-) of production. Sl : Solubilization Index

Pikovskaya medium NBRIP
. . Gluconic acid . Gluconic acid . IAA .
des?t?e;?ion S| SOl(um/Ir'TfE;j P medium pH  production S SOLUb;lrEE? P medium pH  production Phytates SI S'?;(;ﬁggg;e rozgc,;lion production Aczgt?\a/:?n
g Hg (umol/mL) Hg (umol/mL) P P (ng/uL) y
C12 23 1975+ 15 43+ 01 00202 25 1045+06 37+01 172+ 16 2.3 + + 106 11 +

F23 23 1521+ 09 67+ 01 11007 14 493+21 38102 83 £01 35 + - 188+ 37 +
P2 13 2073+52 43+ 00 6404 21 558+03 41+01 54 +£08 25 + - 3BT+ 34 -
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2.9 Statistical analyses

All data were analysed using Rx64 software (4.0.2 version). One-way analysis of variance
(ANOVA) of the ‘multcomp’ package was performed for every assay to compare all modalities
for each measured variable, followed by a post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test
from the R package ‘agricolae’. Two-way ANOVA was performed to assess the effects of the
PSB application, P fertilization level and interaction of PSB and P fertilization using the aov
function of the ‘multcomp’ package. Significant difference was considered for p value < 0.05.
Principal component analysis (PCA) was performed to compare physico-chemical properties
of soils, plant profiles and analysis of bacterial and fungal community structures according to
the applied fertilization and PSB application, using the package ‘Factoshiny’. Biodiversity
indexes were calculated from OTU matrices using the diversity function of the ‘Vegan’
package. Heatmaps for bacterial and fungal phyla and classes were performed using the
heatmap function. A Bray—Curtis dissimilarity matrix was calculated using the function vegdist

of the ‘Vegan’ package.

3. Results

3.1  Characterization of the 3 tested bacterial isolates

Among PSB isolated from soils collected in the vicinity of rapeseed, faba bean and winter pea,
the three selected strains (C12, F23 and P2, respectively), belong to the Pseudomonas genus.
They showed solubilization abilities on both the Pikovskaya and NBRIP media (Table 1).
Solubilized P on the Pikovskaya medium was comprised between 152.1 and 207.3 pg mL™,
combined with a pH decrease for the C12 and P2 strains. On the NBRIP medium, solubilized
P was comprised between 49.3 and 104.5 ug mL™2, and all strains showed a pH decrease (Table
1). Both F23 and P2 produced gluconic acid in the two media, whereas C12 did not show

gluconic acid production on the Pikovskaya medium (Table 1).
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By contrast, the maximal gluconic acid amount in NBRIP medium was observed for C12 (17.2
umol mL1) compared to F23 and P2 (8.3 and 5.4 umol mL?, respectively). The three strains
were able to solubilize phytate on the PSM medium and produced siderophores and IAA (Table
1). P2 produced a significantly higher amount of IAA compared to F23 and P2. Meanwhile,
only C12 showed an ability to synthetize HCN. Both F23 and C12 showed an ACC deaminase
activity, but P2 strain did not (Table 1).

Potential metabolic profiles of these strains regarding the degradation of C sources were
determined using the Biolog GENIII system (Figure S1). The F23 strain showed a wider
metabolic profile because 41 wells showed a significant bacterial growth, whereas C12 and P2
had 20 positive wells. The three strains degraded different carbohydrate types. F23 showed high
capacities in degrading carboxylic acids and amino acids.

3.2  Effects of P fertilization and PSB adjunction on growth and P and N status of shoots
The level of P fertilization had a highly significant effect on shoot dry biomasses (Table S2,
Figure 1). As expected, plants receiving total P fertilization (P100) presented the highest shoot
dry biomass (2.80 g per plant), whereas plants without P fertilization (PO) had significantly
lower shoot dry biomass (Table S2, Figure 1). Considering P25 fertilization, shoot dry
biomasses tended to be intermediate with no significant differences compared to P100 or PO
fertilization. Surprisingly, the application of strain P2 in combination with P25 fertilization led
to a strong decrease in shoot biomass (1.53 g on average for P2 and 2.31 g for control; Table
S2). For P50 fertilization, shoot dry biomasses fluctuated between 2.11 g (C12) and 3.08 g
(F23) and were not significantly different from P100 fertilization (Table S2). However, under
P50 fertilization, the addition of the isolate F23 led to the significant increase of the dry biomass
of shoots (3.08 g on average) compared to C12. The P fertilization level and PSB application

also had a highly significant effect on P status in shoots (Table S2).
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As expected, the P amount globally increased with P fertilization rates in the absence of PSB
(PO: 8.95 mg, P25: 12.23 mg, P50: 14.67 mg, P100: 18.52 mg).Interestingly, the combination
of P50 fertilization with the application of F23 or P2 strains allowed to reach values of P close
to that of P100. On the contrary, a dramatic decrease was observed for P25 fertilization with
the inoculation of P2 strain (7.89 mg). No significant difference in the N content of shoots was
observed whatever the level of P fertilization and the addition of PSB (Table S2, Figure 1).
3.3  Effects of P fertilization and PSB adjunction on the growth and P and N status of roots
The level of P fertilization alone, but also in interaction with PSB application, significantly
affected root growth (Table S1). Root dry biomass was significantly more important after the
application of F23 combined with P50 (302.5 mg on average) compared to all other treatments.
Interestingly, it was especially so when compared to P100 (165 mg on average; Table S3, Figure
1). Similarly, after P2 application combined with P50, root dry biomass (247.50 mg) tended to
be higher than that for P100 (Table S3, Figure 1).

Variations of P amount in roots were mainly explained by P fertilization and also by the
interaction between P fertilization and PSB application (Table S1). As expected, and already
observed in shoot, the P amount globally increased with P fertilization rates in absence of PSB
(P0O: 0.18 mg, P25: 0.37 mg, P50: 0.50 mg, P100: 0.62 mg; Table S3, Figure 1). PSB application
with P25 fertilization did not affect the root P amount, except for P2, which tends to decrease
the P amount (0.14 mg) compared with P25 control (0.37 mg). Interestingly, as observed in
shoots, only the combination of P50 fertilization with F23 or P2 application allowed to reach
similar values to P100 fertilization (Table S3, Figure 1). Contrary to shoots, P fertilization alone
or in interaction with PSB application significantly impacted the N status of roots (Table S3,

Figure 1). P2 application tended to decrease the N amount in roots for P100 treatment (1.75

mg).
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Table 2 : Physico-chemical properties of sampled soils expressed as mean + standard deviation.
P fertilization (P100), zero fertilization (PO), half fertilization (P50) with or without PSM

application, C12, F23 or P2. Letters indicate significant differences obtained by post-hoc LSD

Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).

pH Total C (%o) Organic C (%o) Total N (ppm) [P205] oisen (PPM) CaCO; (%)
P100 Ctrl 839 + 0.04 abc 86.10 + 029 a 20.78 + 147 a 1459.30 + 150.02 bce 27.60 + 0.77 cde 63.28 + 1.93 abc
Ctrl 833 + 005 e 8600 £ 043 a 1958 = 067 a 119315 +33943 a 2515 + 270 efg 62.78 + 0.75 abc
PO C12 833 £ 0.01 cde 86.08 + 096 a 2027 + 159 a 1587.99 + 68.28 ac 30.78 + 232 b 6335+ 0.38 abc
F23 836 + 0.01 bcde 85.07 + 055 a 1975 + 170 a 1565.87 +134.79 ab 2643 + 139 ef 6222+ 151 bc
P2 838 £+ 0.01 abc 8549 + 092 a 2048 + 107 a 137258 *122.60 ace 3523 + 323 ab 6110+ 326 c
Ctrl 841 + 003 a 8629 + 1.01 a 2018 = 098 a 127355 +137.12 ace 2210 + 055 h 6141+ 353 ¢
P25 C12 834 + 001 cde 8622 + 045 a 2081 = 124 a 1803.94 +121.10 ace 2480 + 144 fg 63.38 + 0.63 abc
F23 839 + 0.02 ab 86.16 + 052 a 20.17 + 053 a 1853.80 + 142,53 acd 23.33 + 0.72 gh 6259+ 1.11 abc
P2 840 + 003 ab 8514 + 111 a 1943 + 111 a 170550 + 67.55 ace 29.67 + 1.11 bcd 6442+ 0.52 ab
Ctrl 839 £ 0.02 abc 8512 + 098 a 1940 + 158 a 1315.66 + 226.62 ace 27.19 + 0.95 def 61.33+ 167 ¢
P50 C12 838 + 0.02 abcd 8570 £ 0.70 a 1991 = 110 a 1459.30 +150.02 ce 29.77 + 239 bc 6459 + 0.61 ab
F23 8.37 £ 0.04 abcde 86.43 + 087 a 2050 + 1.08 a 1568.99 + 4050 de 2591 + 167 ef 6492+ 090 a
P2 833 + 006 de 8565 + 047 a 19.78 + 135 a 1756.63 + 4628 e 26.00 + 0.39 ef 6411+ 1.32 ab
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Interestingly, for P100 fertilization, the N amount in roots tended to increase with the
application of the F23 or P2 strains (5.33 mg and 5.03 mg, respectively) when compared to all
other modalities, such as P100 (3.98 mg, Table S3).

Taken together, data of the morphometric and elemental contents for P50 treatments (without
PSB and with C12, F23 or P2), PO (without PSB) and P100 control were gathered to determine
a global profile of plants (Figure S2). PCA showed similar profiles for plants with P50
supplemented with the F23 and P2 strains and closed to P100. Moreover, these profiles were
distinct from the global profile obtained by P50 supplement with C12 application or no P
fertilization (PO).

3.4 Evaluation of soil physico-chemical properties after 10 weeks of culture

Soil physico-chemical properties, summarized in Table 2, were measured when plants were
harvested, i.e. after 10 weeks of culture. Soil pH was significantly, even though only sparsely,
affected by the level of P fertilization alone or combined with PSB application. PO treatment
without PSB had a significantly lower pH (8.33) when compared to all other controls (P25: pH
around 8.4 for P25, P50 or P100). The pH also slightly decreased with C12 application for P25
treatment (8.34) and P2 application for P50 fertilization (8.33; Table 2).

Total carbon (TC) and total organic carbon (TOC) were affected neither by P fertilization nor
by PSB application. No significant differences were found among all modalities (Table 2). TC
represented 85.80 g kg* of dry soil and a TOC of 20.08 g kg™.

By contrast, the level of P fertilization strongly influenced soil total N content (Table 2). P100
fertilization led to higher soil total N (1705.25 ppm) compared to PO, P25 and P50 controls
without PSB (with ascending values: 1193.15; 1273.55 and 1315.66 ppm, respectively).
Interestingly, the adjunction of PSB, whatever the level of P fertilization, tended to increase the

total N content of the soil in comparison to their respective control (Table 2).
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Regarding the measure of Olsen P, both P fertilization and PSB application, considered alone
or in interaction, strongly influenced available P in soils (Table S1). P25 control showed lower
values (22.10 ppm) compared to other controls for all levels of P fertilization (PO: 25.15 ppm,
P50: 27.19 ppm, P100: 27.60 ppm; Table 2). C12 application significantly increased Olsen P
for all P fertilization levels (PO+C12: 30.78 ppm, P25+C12: 24.80 ppm, P50+C12: 29.77 ppm),
compared to their corresponding control, and even to P100. Similarly, P2 application increased
Olsen P in soil when combined to PO and P25 treatments (32.23 ppm and 29.67 ppm,
respectively).

No clear global influence of the level of P fertilization or PSB application on the content of soil
calcium carbonate could be highlighted (Table S1). Some tenuous difference could be
mentioned. For P25 treatment, application of P2 strain significantly increased calcium
carbonate content (64.42%) compared to P25 control (61.41%). Similarly, for P50 treatments,
each applied strain significantly increased calcium carbonate values compared to the
corresponding control (P50: 61.33% for P50 versus more than 64% for P50+C12, P50+F23 and
P50+P2). However, no difference of calcium carbonate content in soil was observed for all
tested modalities compared to P100 fertilization.

PCA of soil physico-chemical properties for P50 treatments and PO and P100 controls showed
a slight separation of the global soil pattern for these 3 levels of P fertilizations, in absence of
PSB, mainly explained by higher N, calcium carbonate and pH values (Figure 2). P100 and P50
controls also showed higher Olsen P values compared to PO control. When focused on P50
modalities, soil physico-chemical properties after the application of C12 or F23 strains were
clearly separated from the corresponding control, explained by higher N, CaCOz and pH values.
Soil physico-chemical properties of P50+F23 appeared to be highly similar to those from P100

fertilization.
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3.5  Enzyme assays

Several enzymatic activities implied in the functioning of biogeochemical cycles in soil were
investigated to evaluate the modifications induced by P fertilization modalities and particularly
those linked to PSB application.

Interaction of PSB application and P fertilization had a significant influence on urease activity
(Table S1). The absence of P fertilization without PSB application (PO control) led to a strong
reduction of urease activity in soil (0.03 mmol NHx min'* g1), whereas all other fertilizations
and PSB applications (including PO+C12, PO+F23 or PO+P2) allowed to maintain a similar
level to P100 (Table S4). Arylamidase activity was also significantly affected by both PSB
application and the level of P fertilization, considered alone but also in interactions (Table S1).
P100 and PO control showed significantly lower activity (2 and 2.28 mmol B-Naphtylamine
mint g2, respectively) when compared to all other fertilization modalities (Table S4). Level of
P fertilization, and to a lesser extent in interaction with PSB application, significantly affected
phosphatase activity measured at pH 7 (Table S1). A higher value for uninoculated ZF control
was found (55.10 mmol PNP min* g2), significantly different of all other controls (P25: 52.09
mmol PNP min* g; P50: 48.86 mmol PNP min g*; P100: 49.37 mmol PNP min? g%; Table
S4). F23 application seemed to decrease phosphatase activity when combined with PO and P25
(49.82 and 47.96 mmol PNP min?t g%, respectively), comparatively to the corresponding
control. Similarly, this enzymatic activity was also decreased for P25+P2 (47.08 mmol PNP
mint g1). No noticeable difference could be found regarding acid phosphatase activity, which
showed a mean activity of 46.48 + 3.88 mmol PNP min™ g%, considering all modalities. On the
contrary, alkaline phosphatase activity was clearly affected by PSB application, likewise also
in interaction with level P fertilization. No difference was observed between all uninoculated
control treatments (between 93 and 107 mmol PNP min g%; for PO, P25, P50 and P100 control,

Table S4).
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However, alkaline phosphatase activity tended to be higher following F23 or P2 application in
combination with P50 (110 and 114.22 mmol PNP min* g, respectively), particularly when
compared to the P100 control (93.84 mmol PNP min™ g1).

Enzymatic profiles were then calculated as the geometric mean of the combination of all
previously described enzymatic activities (Table S4). PO, P25 and P50 control showed the
highest values (17.7, 15.8 and 14.3, respectively), whereas the lowest values were obtained for

P100, P25+P2 and P50+P2 (around 9-9.3).

3.6 P fertilization and PSB effects on bacterial and fungal abundance

Bacterial abundance, assessed by real-time PCR targeting a portion of 16S rDNA, showed no
difference among all levels of P fertilization or after PSB application (Table S5). Meanwhile,
fungal abundance, assessed by real-time PCR targeting a portion of 18S rDNA, showed tenuous
differences despite two-way ANOVA showing no significant effect of fertilization or PSB
application (Table S1). No noticeable difference was found by comparing P fertilization
controls (Table S5). C12 application had no impact on fungal abundance, regardless of the level
of P fertilization. F23 application decreased fungal abundance when no P fertilization (P0) was
provided (1.04.10" 18S copies g1). On the contrary, P2 application tends to slightly increase

fungal abundance in P25 fertilization (3.46.10° 18S copies g*).

3.7  Effects of the level of P fertilization and the inoculation of F23 on bacterial and fungal
community structure

Because of interesting results on plant growth observed after F23 application combined with
P50 fertilization, a focus on the diversity and the structure of microbial community associated
with the plant rhizosphere was more particularly done for P100, PO, PO+F23, P25, P25+F23

and P50 fertilization.
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3.7.1 Diversity and richness indices

After the demultiplexing and trimming of raw reads for bacterial and fungal analyses (realized
by Microsynth), the number of high-quality sequences retained for each studied modality are
summarized in Table S6. Rarefaction curves were drawn and reached the plateau for all samples
in both bacterial and fungal analyses (data not shown), making these results sufficiently
representative of the associated microbiomes.

Bacterial and fungal richness (Table S7) were identical for all tested modalities. Regarding the
diversity Shannon index, the results stayed closed, but some differences were highlighted. P50
control showed a lower Shannon index for bacterial communities (4.36) compared to the PO
and P100 fertilization controls and all P fertilization levels with F23 application (around 4.41
and 4.44). Fungal Shannon indexes showed no differences, except between P50 with F23
application and P25 control (3.28 versus 3.51). Same results were found concerning evenness
with the Pielou index (Table S7) in both bacterial and fungal communities.

3.7.2  Microbiome composition

3.7.2.1 Bacterial community

All sequences were assigned at a different taxonomic level, from bacterial phylum to species.
Among the bacterial community, the dominant phyla (Figure 3, Table S8) were Proteobacteria
(from 32.2 to 34.3%), followed by Acidobacteria (from 26.5 to 27.6%) and Actinobacteria
(from 21.2 to 23.1%). PCA of the overall OTU matrix (Figure 4) depicted a high variation in
bacterial community structure and diversity for uninoculated P50 control. However, F23
application combined with P50 fertilization appears totally separated from this control as well
as from PO and P100. All treatments with F23 application, whatever the level of P fertilization,

appeared to be grouped together, whereas control treatments are more dispersed (Figure 4).
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Nevertheless, no such clear patterns were found at the phylum and class scales on heatmap
analyses (Figures S3 and S4). Here, we decided to focus more precisely on the incidence of F23
application on the bacterial community associated with rhizospheric soil, in comparison to the
corresponding uninoculated control, at each level of P fertilization. Considering the phyla scale,
at PO, both relative proportions of Gemmatimonadetes and Nitrospirae were significantly higher
following F23 addition (4.07% and 1.02%, respectively, compared to 3.76% and 0.84% for
uninoculated PO control, respectively; Table S8). At P25, relative proportions of Acidobacteria
and Firmicutes were significantly lower following F23 addition (28% and 0.42%, respectively,
compared to 29.5% and 0.48% for uninoculated P25 control, respectively). On the contrary, the
relative proportion of Gemmatimonadetes was significantly higher (4.22% compared to 3.94%
for uninoculated P25 control; Table S6). At P50 fertilization, the relative proportions of
Acidobacteria and Verrucomicrobia were significantly lower following F23 addition (27.7%
and 3.68%, respectively, compared to 29.3% and 3.57% for uninoculated P50 control,
respectively). On the contrary, the relative proportion of Bacteroidetes was significantly higher
(4.06%) compared to 3.57% for uninoculated HF control (Table S8). When comparing all F23-
inoculated modalities together, only the relative proportions of Firmicutes were significantly
influenced by the level of P fertilization, with a higher proportion for P50+F23 (0.49%)
compared to 0.42% for both PO and P25 with the F23 strain (Figure 3). At the genus scale, some
differences could also be highlighted (Figure 5, Table S9). At PO, compared to non-inoculated
control, F23 application significantly increased relative abundances of the genera
Gemmatimonas, Thermodesulforhabdus and Allocatelliglobosispora but decreased those of
Sphingomonas, Ferruginibacter, Lysobacter, Sphingosinicella, Thermomonas and
Spartobacteria (Table S9). At P50, F23 application increased relative abundances of the genera
Ramlibacter, Nocardioides, Inhella, Bradyrhizobium and Thiobacillus but decreased those of

Sphingomonas, Acidobacteria-GP6, Lysobacter, Thermomonas and Spartobacteria.
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When comparing all F23-inoculated modalities together, relative abundances of some bacterial
genera were influenced by the level of associated P fertilization. Proportions of Angiococcus
and Thiobacillus were lower for PO+F23, whereas those of Lysobacter were higher. Those of
Ramlibacter and Pleomorphobacterium were lower for P25+F23. Proportions of
Thermodesulforhabdus were lower for P50+F23, whereas those of Labilithrix were higher.
3.7.2.2 Fungal community

All sequences were assigned at different taxonomic levels, from bacterial phylum to species.
Regarding fungal phyla relative abundance (Figure 6, Table S10), Ascomycota was highly
represented (from 77.17% to 83.7%), followed by Mortierellomycota (from 6.20 to 11.19%)
and Basidiomycota (from 3.63% to 7.42%). Proportions of other fungal phyla were comprised
between 0.14% and 2.90%. Unidentified fungi represented 2% to 3.96% of all fungal OTUs.
PCA of fungal OTUs (Figure 7) showed that all modalities with F23 inoculation were grouped
together, as observed on PCA analysis for bacterial OTUs. However, the distinctions from
uninoculated modalities were not clearly observed, such as those for the PO and P25 levels.
Only the P50 fertilization level presented a tenuous separation between uninoculated control
and F23 application, according to the second axis. In the same way as the bacterial analysis, no
such patterns were found on heatmaps at the phylum and class scales (Figures S5 and S6). Once
more, as for the bacterial community, we focused on the description of the incidence of F23
application on the fungal community associated with rhizospheric soil, in comparison to the
corresponding uninoculated control, at each level of P fertilization. Considering the phyla scale,
no clear significant differences could be noticed following F23 application in comparison to
each corresponding uninoculated control, excepted for a higher proportion of Glomeromycota
for P25+ F23 (0.6%) compared to 0.17% for P25 control as well as significantly superior to

those observed for PO+F23 and P50+F23.
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A higher variability of fungal phyla’s relative abundance was observed than was previously
observed for bacterial phyla. Interestingly, the global pattern of fungal phyla observed for
uninoculated P25 control tended to be tenuously dissimilar from all other modalities (Figure 6,
Table S10). Indeed, P25 presented the lowest relative abundance of Ascomycota (77.17%) and
the highest relative abundances of Mortierellomycota (11.19%) and Basidiomycota (7.42%).
Regarding the relative abundance of fungal genera, some significant differences could be noted
(Figure 8, Table S11). At PO, compared to non-inoculated control, F23 application significantly
lowered the relative abundance of unidentified Pucciniomycetes (Table S11). At P25, F23
application significantly decreased the relative abundance of Agaricales but increased those of
Myrothecium, Podospora and Stachybotrys (Table S11). Under P50 fertilization, F23
application significantly lowered the relative abundance of unidentified Pyrenochaeta but
increased that of Rhynchogastrema (Table S11). When comparing all F23-inoculated
modalities together, the relative abundances of some fungal genera were influenced by the level
of associated P fertilization. Thus, the relative abundance of Cladosporium, Podospora and
Rhynchogastrema were higher for PO+F23, P25+F23 and P50+F23, respectively. On the
contrary, the proportion of Podospora was lower for P25+F23.

4. Discussion
4.1 Key factors of success for PSB strain application
The three tested PSB strains were first selected according to their in vitro potential of P
solubilization and also considering their associated PGPR traits. P2 and F23 strains showed
contrasted solubilization efficiency according to nutrient ratios and forms, between the richer
Pikovskaya and the more stringent NBRIP medium. This suggests a metabolic change
according to culture conditions (Manzoni et al., 2017; Nautiyal, 1999). When these PSB strains

were added to soil after rapeseed emergence, a wide variety of plant responses was observed.
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C12 strain, isolated from rapeseed rhizospheric soil, which presented high in vitro solubilization
efficiency on both tested media (Pikovskaya and NBRIP) and also interesting PGPR traits,

showed no effect on rapeseed growth.

On the contrary, the F23 strain, isolated from faba bean rhizospheric soil, with lower in vitro
solubilization abilities on both Pikovskaya and NBRIP media but higher production of gluconic
acid and more efficiency to use phytate, presented a promising ability to promote plant growth.
Its application on rapeseed seedlings led to an increased biomass in roots compared to plants
receiving a total mineral P fertilization (P100) without any adjunction of PSB strains. As F23,
P2 strain tends to increase root growth. However, dramatical deleterious effects were observed
when the level of P fertilization associated with P2 treatment was lower. Furthermore,
combined with P25 fertilization, the application of P2 strain increased the global fungal
biomass, suggesting a possible preferential cooperation between P2 and fungi regarding P

acquisition (Zhang et al., 2016).

These results highlight the importance of considering the surrounding environmental
conditions, particularly the importance of a minimal available P input to activate the PSB
potentiality. Indeed, the absence of PSB or PGPR effect on rapeseed growth for P25 fertilization
suggests that the initial threshold of available P may not have been sufficient (i) for PSB
development and colonization, (ii) for the expression of its PSB potential and (iii) for P
solubilization to the benefit of rapeseed growth (i.e. cooperation preference with fungi for
microbial P uptake). Another hypothesis is that the response of rapeseed to P starvation could
have raised a deleterious crosstalk between plants and microorganisms through plant immune
system remodelling (Isidra-Arellano et al., 2021). Indeed, Morcillo et al. (2020) found P
starvation-like immune system modulation in Arabidopsis thaliana turned the PGPR strain

Bacillus amyloliquefaciens into a pathogenic phenotype.
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As some Pseudomonas could be plant pathogens (Carezzano et al., 2017; Gislason and de
Kievit, 2020), the immune status of plants, particularly linked to nutrient conditions, must be

considered to ensure the success of PSB deployment.

As tested strains were originated from soils under the influence of roots of three different crops,
the C12 strain originating from the rapeseed environment could be expected to induce superior
growth promotion of rapeseed, which was ultimately not verified here. When regarding the
general metabolism of various C sources evaluated through the determination of the substrate
utilization pattern of the three tested strains by Biolog analysis, the F23 strain showed a more
diverse and efficient profile, particularly in carboxylates and amino-acid consumption. As these
C forms are known to be abundant in root exudates (Jones, 2005; Mimmo et al., 2011), the
PGPR ability to consume these compounds could represent a crucial advantage for their
competitiveness with the autochthonous microbial community and thus an efficient
colonization of the ecological niche. Indeed, one of the proposed keys of success of PGPR
inoculation relies on the efficient colonization of the root environment, including bacterial
mobility and the ability of microorganisms to recognize plants recruitment signals, escape
immune defences, produce biofilm and produce metabolites of interest for plant growth if
surrounding physico-chemical conditions are favourable (Pang et al., 2021; Trivedi et al.,

2020).

Malate has been proposed as an important signal metabolite to recruit PGPR in the rhizosphere
(Rudrappa et al., 2008). The ability of the three tested PSB strains to degrade it represents a
strong clue of their potential of closed specific interaction with rapeseed. F23 strain is
distinguishable by its capability to use citric acid and succinic acid, exuded by rapeseed
(Shahbaz et al., 2006). Here, we assume the promising effect of the isolate F23 relies on its

wider metabolic profile, allowing better colonization of the plant rhizosphere.
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This strain constitutes the best candidate to enhance rapeseed growth, despite the apparently
lower in vitro solubilization efficiency. Moreover, these results also highlighted the importance
of a minimal combined threshold of available P in a P-deprived soil. Here, in the chosen soil
with a low P content, P fertilization could be decreased to a half level compared to the
recommended dose, combined with F23 application. This appears to be a promising alternative
to reduce chemical fertilizers. Nevertheless, the chosen soil showed particular characteristics,
including a high level of free calcium carbonate content and thus a particularly low available
phosphate content (Castro and Torrent, 1994). So transposition of such results has to be
confirmed in another pedoclimatic context. Nevertheless, our results now need to be confirmed
on a complete culture cycle of rapeseed, particularly to evaluate the consequence on yield and
production quality. They also need to be validated through field experiments.

4.2 Biological processes sustaining rapeseed growth

Changes in the bioavailability of nutrients constitutes the main goal for PSB deployment. In
this study, both C12 and F23 strains, combined with P50 fertilization level, led to interesting
modifications of soil chemical property profiles, indicating an action of microorganisms on
nutrient availability. Regarding C12 application, no effect was observed on plant growth, so no
modifications of soil chemical properties were expected. However, following C12 inoculation,
soil chemical profile was characterized by a slightly higher amount of available P. As free
calcium carbonate increased, available P was probably provided by solubilization. Because
phosphatase activities are known to be repressed by surrounding P availability (Sinsabaugh and
Follstad Shah, 2012), this increase in available P could be sufficient to inhibit organic P
mineralization. This phenomenon could explain why alkaline phosphatase activity was still
maintained similarly to P50 control (without PSB inoculation), impairing plant growth
promotion because of P starvation. On the contrary, rapeseed growth enhancement following

F23 inoculation occurred concomitantly with modifications of soil chemical properties.
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Further, F23 application led to a modification of the chemical profile of soil, reaching the total
fertilization profile. Interestingly, P2 application did not significantly modify the soil chemical
profile compared to P50 control. Meanwhile, as free calcium carbonate increased in the soil
following the inoculation of these two strains, we assume that P solubilization occurred. As our
results show soils at the final stage, we hypothesize that solubilized P was consumed by plants
and/or soil microorganisms. In parallel, microbial alkaline phosphatase activity was increased
for P50 fertilization combined with P2 and F23 inoculation. The immediate consumption of the
newly available P by plants and microorganisms allowed maintained activity of organic P

mineralization and thus an interesting equilibrium state and continuous P flow.

Even if soil total N tended to increase with PSB inoculation (significantly so with P2
application), no significant increase in the activities of N-mineralizing enzymes was found.
Previous studies showed that P availability increased N mineralization (Chen et al., 2016;
Hobbie, 2015), which was not the case here. As peptides and amino acids could be rapidly
mineralized (Ma et al., 2017), a past increase of arylamidase activity could not be totally
excluded. Other N and P enzymes, such as N-acetyl-glucosaminidase, nucleases or phytases,
could provide more information on nutrient sources. Disentangling P solubilization processes
and PGPR activities remains sometimes difficult at our current state of knowledge. Here, some
evidence of P solubilization activity seemed to be observed but were not systematically
correlated with P uptake by plants. Microbial-mediated biological processes did not explain the
modifications of the chemical properties of soils, and no coupling between N and P cycles has
been demonstrated here. Although some evidence of P solubilization has been observed, its
effects on rapeseed growth could also have been the result of PGPR traits such as IAA

production or even a combined effect of PGPR and PSM abilities.
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4.3 Modifications of the microbial community structure to the benefit of rapeseed growth

PGPR inoculation in soil can induce shifts in the structure of the native microbial community
(De Zutter et al., 2021). Because PSB inoculation showed no effect on global indicators for
bacteria or fungi abundance, a deeper exploration was performed by analyzing the microbiome
composition of the different modalities using the strain F23, which appeared to be the most
promising actor. Indeed, the F23 strain actually modified the associated bacterial communities
by increasing their diversity and evenness when combined with P50 fertilization. On the
contrary, no such global effect could be observed for fungal indicators. Only minor shifts were
found regarding the relative abundance of fungal genera. When considering the modality P50+
F23, the relative abundance of Pyrenochaeta appeared to decrease. Pyrenochaeta had already
been described as an infectious agent causing root rots on a wide host spectrum, such as
rapeseed, tomato and onion (Bennett et al., 2020; Elsiddig and Hassan, 2017; Testen et al.,
2019). Conversely, the relative abundance of Rhynchogastrema increased with the treatment
P50+F23. The role of Rhynchogastrema in soils and plants remained unclear except for its
mycoparasitic lifestyle (Begerow et al., 2017). The modulation of the structure of the fungal
community after F23 inoculation was more tenuous compared to the bacterial compartment.
Rhizospheric microbial communities associated with Brassicaceae are well known to be very
constrained and principally linked to the production of glucosinolates by plants. In particular,
Bressan et al. (2009) showed a stronger impact of these specific compounds on fungi, which

was only marginally modified by F23 inoculation.

The impacts of F23 application on the bacterial community structure are more conclusive. OTU
analysis showed that bacterial community structures were very close following F23 inoculation,
whatever the P fertilization level, and differentiated from controls with no PSB. These results
suggest that plant growth enhancement could also be due to the modification of bacterial

community structure following the F23 inoculation.
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However, this positive effect seemed to be expressed only when the P threshold in soil was
sufficient (i.e. for P50 fertilization, particularly). Bacterial relative abundance shifts were
significantly observed on some interesting genera, as already described in several studies
focused on PGPR inoculations (Chen et al., 2021; De Zutter et al., 2021; Fu et al., 2017; Y.
Zhang et al., 2019). The abundance of 5 genera decreased with PSB under P50 fertilization:
Sphingomonas, Acidobacteria-Gp6, Lysobacter, Thermomonas and a genus belonging to the
Spartobacteria class. These genera have already been described as potential biocontrol strains
(Innerebner et al., 2011; Zhao et al., 2020) or involved in soil suppressiveness (Seccareccia et
al., 2015) but also sometimes as PGPR involved in root growth (Visioli et al., 2018), resistance
to osmotic stresses (Videira et al., 2009) and endophytic N> fixation (Asaf et al., 2017).
Conversely, the bacterial genera Ramlibacter, Nocardioides, Inhella, Bradyrhizobium and
Thiobacillus increased. Ramlibacter and Nocardioides had already been described as presenting
PGPR potential in recent studies (Meena et al., 2020; L.-N. Zhang et al., 2019). Indeed,
Ramlibacter genus, the abundance of which was increased following the application of a PGPR
cocktail, positively contributed to disease mitigation and plant growth (Zhang et al., 2019). The
production of growth-enhancing phytohormones has been demonstrated in Nocardioides,
which could play a role in mitigating salinity stress and promote plant growth in this condition
(Meena et al., 2020). To our knowledge, less is known in the literature about the contribution
of Inhella to plant growth. It had been recently suggested that Inhella is involved in cadmium
remediation in soils (Xu et al., 2020). Thiobacillus was already described as a potentially PGPR
enhancing transformation of sulphur in sulphate, contributing to their availability for plants
(Gilani et al., 2021). Bradyrhizobium is well known as N»-fixing bacteria, including as free-
living fixators (Tao et al., 2021). Taken together, these results highlight a potentially interesting
shift in the bacterial vicinity of rapeseed by decreasing the bacteria involved in disease control

to the benefit of other PGPR more involved in plant growth and the N and sulphur cycles.
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More, sulphur improvement in the vicinity of rapeseed roots could lead to a higher production
in glucosinolates (Zhao et al., 1997), suggesting a shift towards this specific plant defense
strategy, combined with a modulation of microbiota from biocontrol to nutrition specialization.
Interestingly, cadmium-remediating bacteria were enhanced, and the use of mineral P fertilizers
was often correlated with metal trace elements, including cadmium (Taylor and Percival, 2001).
Because no change in enzyme activities involved in N cycle were found here, the tendency to
an enhancement in free-living Bradyrhizobium populations following F23 application could

also explain the observed increase of the content of soil total N.

5. Conclusion

In this study, three PSB strains isolated from rapeseed (strain C12), winter pea (strain P2) and
faba bean (strain F23) were tested on early stages of rapeseed growth combined to a gradient
of phosphate fertilization. Because best effects were expected with the C12 strain (i.e. isolated
from the rhizosphere of same crop), no effect could be noticed on plant growth, despite some
clues being found showing a potential of phosphate solubilization in the soil. Both the P2 and
F23 strains enhanced the growth and P amount in roots when fertilization was reduced by half
regarding the recommended input. Despite these promising results, the P2 strain was highly
deleterious to rapeseed growth below this fertilization rate, which could be very limiting to its
deployment in the field. While F23 showed apparently less favourable in vitro results, its global
benefits to sustaining rapeseed growth were more relevant and satisfactory. Deployment of F23
allowed the reduction of P intrant by one half of the recommended fertilization, making this
strain a promising alternative for the development of a biointrant solution. Its success could be
partially explained by a wider range of carbon source catabolism, especially for carboxylates

and amino acids, facilitating soil colonization.
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Enhanced plant growth following F23 application could be linked to several processes, such as
the production of PGPR metabolites and the increase in alkaline phosphatase activity. But it
could also act through shifts in the structure of bacterial community, promoting other bacterial
genera known as PGPR and involved in the N and sulphur cycles. This study also highlighted
the necessity to consider the potentiality of hybrid solutions combining PSB use and mineral P
input. The obtained results emphasized the importance of a minimal required P threshold to
initiate the desired positive effects of the PSB/PGPR isolates on plant growth. It could be
interesting to evaluate the impact of F23 inoculation on rapeseed root architecture in contrast
to P and N fertilization. Moreover, the F23 effect should also be validated on the complete

culture cycle of rapeseed and in field experiments.

Another promising perspective could be to consider an approach based on the construction of
SynComs, i.e. synthetic microbial communities allowing the combining of several desirable
PGPR traits (Trivedi et al., 2020). We tested here only single-strain inoculations. Because
numerous studies showed a great potential in PGPR interactions, applying microorganisms’
consortia could improve plant benefit through the possible synergic effect of multiple strains.
Future research could also be focused on optimizing and shaping plant-microorganisms
interaction. Indeed, besides artificial PSB inoculation, another alternative will be to maximise
the balance to native beneficial microbial partners associated with plants. Research has to be
engaged to better understand the influence of rapeseed exudation on PGPR recruitment, their

maintenance in the rhizosphere and their expression of a beneficial phenotype for plants.
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Supplemental data:

Table S1: p.values of two-ways ANOVA showing potential effects of PSB application, P
fertilization and interactions of PSB and fertilization on each tested variable. Statistical tests
were performed using aov function of R (4.0.2) software.

PSB P fertilization PSB x fertilization

Shoots dry biomass 0.128 0.001 0.148
Roots dry biomass 0.328 0.002 0.003
Total dry biomass 0.148 0.001 0.091
Biomass and status P amount !n shoots 0.023 5.07E-07 0.161
of Pand N in plants P amount _|n roots 0.251 7.40E-05 0.004
P content in shoots 0.042 9.06E-06 0.964
P content in roots 0.014 6.73E-08 0.700
N amount in shoots 0.855 0.031 0.783
N amount in roots 0.588 0.012 0.014
pH 0.127 0.027 0.013

Olsen P 1.72E-07 1.45E-05 8.28E-07
Soil chemical properties €aCOs 0.111 0.076 0.063
Total Nitrogen 0.651 2.71E-07 0.247
TOC 0.833 0.479 0.695
TC 0.273 0.623 0.071

Arylamidase 7.60E-09 1.73E-06 2.82E-03
Urease 0.084 0.122 0.029
Enzyme activities Alkaline phosphatase 0.004 0.273 0.004
Acid phosphatase 0.948 0.056 0.175
phosphatase pH 7 0.101 1.17E-04 0.010
bacterial abundance 0.685 0.280 0.717
fungal abundance 0.087 0.080 0.532
bacteria : fungi ratio 0.095 0.191 0.680
bacterial Shannon index 0.004 0.231 0.192
bacterial Pielou index 0.004 0.222 0.183
Sphingomonas relative abundance 3.44E-06 5.86E-05 0.018
Ramlibacter relative abundance 0.773 0.009 0.099
Gp6 relative abundance 3.45E-04 0.396 0.536
Molecular biology analyses Lysobac'Fer rfelative apundance 0.005 0.004 0.450
Bradyrhizobium realtive abundance 0.049 0.011 0.378
Thermomonas relative abundance 0.019 0.008 0.211
Nocardioides relative abundance 0.001 0.378 0.255
Inhella relative abundance 0.148 0.041 0.050
Thiobacillus relative abundance 0.089 0.010 0.307
Spartobacteria relative abundance 0.001 0.325 0.528
Pyrenochaeta relative abundance 0.466 0.362 0.159

Rhynchogastrema relative

abundance 0.106 0.002 0.018
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Table S2: Dry biomass and elemental contents (P, N, C) in rapeseed shoots, for each level of
fertilization (total, zero, quarter and half) and each tested PSB (control: no PSB inoculation and
inoculation with C1, F23 or P2). Results are expressed as the mean value + standard deviation.
Letters indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function
LSD.test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).

Biomass (g) P content (mg) N content (mg)
P100 Ctrl 280 + 030 ab 1852 + 325 a 103.60 + 1552 ab
Ctrl 182 + 007 def 895 + 078 cde 7437 + 826 b
PO C12 1.90 £+ 024 cdef 929 + 151 cde 7323 + 477 b
F23 175 £ 0.12 def 865 + 0.85 cde 79.12 + 0.91 b
P2 168 + 018 ef 744 + 072 e 86.47 + 10.87 ab
Ctrl 231 + 0.17 bcde 1223 + 1.04 bc 83.03 + 6.64 b
P25 C12 241 + 041 abcde 1248 + 238 bc 8420 + 563 ab
F23 2.35 + 0.30 abcde 1283 + 1.31 bc 87.05 + 3.70 ab
P2 153 + 022 f 7.89 + 127 de 76.03 + 549 b
Ctrl 250 £ 0.28 abcd 1467 + 269 ab 8212 + 189 b
P50 C12 2.11 + 0.21 bcdef 12.05 + 154 bcd 8899 + 6.53 ab
F23 308 £ 038 a 1741 + 184 a 8663 = 194 ab
P2 261 + 035 abcd 1503 + 225 ab 8096 + 523 b

Table S3: Dry biomass and elemental contents in roots of rapeseed, for each level of fertilization
(total, zero, quarter and half) and each tested PSB (control: no PSB inoculation and inoculation
with C1, F23 or P2). Results are expressed as the mean value + standard deviation. Letters
indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function
LSD.test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).

Biomass (mg)

P content (mg)

N content (mg)

P100 Ctrl 165.00 + 29.01 bcde 0.62 + 0.16 abc 3.46 + 0.69 abcd
Ctrl 85.00 + 18.49 de 0.18 * 0.04 ef 272 = 0.65 bcd
PO C12 12250 + 31.19 cde 0.25 + 0.08 def 2.90 + 0.68 bcd
F23 8750 *+ 1652 de 0.18 * 0.05 ef 217 + 0.36 bcd
P2 8250 + 1250 de 0.18 + 0.04 ef 196 + 021 cd
Ctrl 162,50 + 53.60 bcde 0.37 + 0.12 cdef 3.58 + 0.93 abcd
P25 C12 200.00 + 65.45 abc 0.47 + 0.16 bcde 3.90 + 1.16 abc
F23 155.00 + 20.21 bcde 0.38 + 0.05 cdef 3.07 + 0.18 bcd
P2 65.00 + 1555 e 014 £+ 003 f 175 + 038 d
Ctrl 17750 + 30.38 bcd 050 + 0.13 bed 3.98 + 056 ab
P50 Ci12 85.00 + 1555 de 0.19 * 0.03 def 2.16 + 0.31 bcd
F23 30250 + 51,70 a 0.87 + 0.02 ab 533 + 081 a
P2 24750 + 5218 ab 0.74 + 018 ab 503 + 101 a
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Table S4: Enzymatic activities in soils linked to N and P cycles realized on four replicates.
Enzymatic profiles are calculated as the geometric mean of enzymatic activities (mean *
standard deviation). Letters indicate significant differences for each tested enzyme, ds = dry
soil. Letters indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fisher test using the
function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).

Urease_ Arylamidas.e Phosph_atase Acid Phogphatase Alkaline Phosphatase Enzymatic profile
[Mmol NH4/min /g ds] [nmol B-Naph/ min/g ds] [PNP/ min/g ds] [PNP/ min/g ds] [PNP/ min/g ds]
P100 Ctrl 014 + 006 b 200 * 027 b 4937 + 039 ac 4541 + 202 a 101.74 + 1011 ab 9.06+ 12 b
Ctrl 003 + 003 ¢ 228 + 044 b 5510 + 125 «ce 4839 + 341 a 107.12 + 532 ab 177+ 108
PO C12 015 + 002 ab 341 + 053 a 5255 + 446 bc 5026 + 513 a 10784 + 670 ab 107+ 0.17 ab
Fc23 013 + 003 ab 358 + 066 a 4982 + 187 ac 4625 + 219 a 10282 + 576 ab 101+ 032 ab
P2 015 + 004 b 417 + 043 a 5297 + 293 bc 4953 + 632 a 109.78 + 504 b 112+ 0.56 ab
Ctrl 011 + 001 ab 386 + 062 a 5209 + 109 ac 4682 + 220 a 10651 + 618 ab 158+ 113 ab
P25 C12 0.16 = 0.07 a 405 = 0.09 a 5197 + 373 ac 4672 + 224 a 11354 + 2.84 b 111+ 075 ab
Fc23 013 + 001 ab 359 + 033 a 4796 + 290 ab 4404 + 287 a 105.04 + 430 ab 151+ 104 ab
P2 010 + 006 b 419 + 041 a 4708 + 084 ab 4518 + 101 a 10966 + 849 b 931+ 234 b
Ctrl 013 + 006 ab 343 + 053 a 4886 + 164 ab 4652 + 134 a 93.84 + 577 143+ 895 ab
P50 C12 011 + 001 ab 394 + 024 a 4646 + 291 a 4183 + 316 a 9986 + 4.61 ab 103+ 152 ab
Fc23 016 + 003 b 438 + 034 a 4933 + 201 ac 4786 + 425 a 10999 + 393 b 111+ 0.75 ab
P2 013 + 005 ab 406 + 026 a 5003 + 071 ac 4542 + 621 a 11422 + 493 b 923+ 248 b

Table S5: Microbial abundance of sampled soils obtained by real-time PCR targeted 16S and
18S rDNA genes, according to the fertilization treatments and PSB inoculation. Results are
expressed as mean + standard deviation of four replicates. Letters indicate significant
differences obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R
package “agricolae” (p-value < 0.05).

Bacterial abundance Fungal abundance .

(16S copies / g dry soil) (18s cgpies / g dry soil) 165:18 S ratio
P100 Ctrl 1.64E+08 + 6.45E+07 a 1.05E+06 + 4.57E+05 ab 16438 =+ 65.14 a
Ctrl 1.39E+08 + 3.62E+07 a 190E+06 + 5.14E+05 abc 85.06 =+ 24.72 bc
C12 1.19E+08 + 5.10E+07 a 1.40E+06 + 5.79E+06 ab 9151 =+ 8.64 bc
PO F23 1.26E+08 + 1.91E+07 a 1.04E+06 + 2.10E+05 b 12368 + 2216 ab
P2 1.17E+08 + 8.42E+07 a 1.65E+06 + 3.34E+05 a 9490 + 28.05 bc
Ctrl 249E+08 + 1.88E+08 a 1.77E+06 + 1.02E+06 abc 109.24 =+ 2595 abc
P25 C12 2.10E+08 + 259E+08 a 3.02E+06 + 3.13E+06 abc 61.17 + 54.60 bc
F23 1.64E+08 + 1.30E+08 a 142E+06 + 6.73E+05 ab 11068 =+ 7226 abc
p2 3.83E+08 + 3.87E+08 a 3.46E+06 + 8.72E+05 ¢ 57.96 <+ 2177 c
Ctrl 1.62E+08 + 1.65E+08 a 2.13E+06 + 1.01E+06 abc 9022 + 1648 bc
PEO C12 1.39E+08 + 2.90E+07 a 183E+06 + 6.53E+05 abc 84.19 <+ 3321 bc
F23 1.72E+08 + 8.58E+07 a 1.69E+06 + 4.20E+05 ab 103.82 + 4437 bc
P2 1.60E+08 + 5.44E+07 a 247E+06 + 130E+06 a 56.74 + 12.87 c
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Table S6: Number of bacterial and fungal sequences in the sampled soils, obtained by Illumina
sequencing and after bioinformatics filtration. Results are expressed as mean * standard
deviation of four replicates.

Bacterial high-quality

Bacterial OTUs Fungal high-quality sequences Fungal OTUs

sequences
P100 7749425 + 1475098 270.00 =+ 0.50 24 748.25 =+ 614229 116.00 + 3.86
PO Ctrl 91016.25 + 786178 270.00 + 0.50 42539.00 + 10079.94 120.00 + 252
F23 9924325 + 1019790 270.00 =+ 0.50 4007450 + 20873.12 118.00 =+ 2.71
P25 Ctrl 7110825 + 11608.10 270.00 + 0.50 1267175 + 7948.08 109.00 + 21.70
F23 99710.00 + 20760.55 270.00 =+ 0.50 25160.75 =+ 6613.34 118.00 =+ 3.11
P50 Ctrl 80106.00 + 2520459 271.00 + 058 15334.00 + 962958 113.00 + 9.83
F23 81566.00 =+ 9699.39 270.00 =+ 0.50 20667.25 + 178596 118.00 =+ 2.58
Table S7: Diversity indices calculated from OUT abundance obtained by Illumina sequencing
in four replicates of sampled soils. Shannon index indicates specific diversity, Pielou index
indicates the evenness and richness represents the total numbers of OTUs. Letters indicate
significant differences obtained by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from
the R package “agricolae” (p-value < 0.05).
PO P100 P50 P25
Ctrl F23 Ctrl Ctrl F23 Ctrl F23
(mean + sd) (mean =+ sd) (mean =+ sd) (mean =+ sd) (mean =+ sd) (mean =+ sd) (mean + sd)
Bacterial Shan'non Index 441 + 002 ab 443 + 003 a 441 + 002 ab 436 + 006 ¢ 444 + 004 a 437 + 004 bc 442 = 0.03
communities Richness 270 £+ 05 a 270 £ 05 a 270 £ 05 a 271 +£058 a 270 £+ 05 a 270 £ 05 a 270 * 05
Pielou Index 07 + 000 ab 07 £ O a 07 + 0 ab 069 £001 ¢ 071 £001 a 07 *001 bc 07 * O
Fungal Shan'non Index 337 £ 001 ab 343 + 005 ab 346 + 0.09 ab 343 + 014 ab 328 £ 026 b 351 # 005 a 343 = 0.1
communities Richness 120 £ 252 a 118 £ 271 a 116 * 38 a 113 + 983 a 118 * 258 a 109 % 217 a 118 * 311
Pielou Index 062 + 0 ab 063 + 0.01 ab 064 * 002 ab 063 * 004 ab 06 * 005 b 065 * 003 a 0.63 = 0.02
Table S8: Bacterial phyla relative abundance expressed as percentages of total sequences
obtained by Illumina sequencing. Letters indicate significant differences obtained by post-hoc
LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).
PO P100 P50 P25
Ctrl F23 Ctrl Ctrl F23 Ctrl F23
(mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean * sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean =+ sd)
Acidobacteria 284+ 0.78 bc 276+ 106 c¢ 287+ 0.35abc 293+ 044 ab 277+ 083 c 295+ 083 a 28+ 0.63 c
Actinobacteria 212+ 094 b 225+ 091 ab 218+ 091 ab 222+ 154 ab 231+ 061 a 224+ 056 ab 23+ 114 a
Armatimonadetes 0.19+ 001 b 018+ 0.02 ab 0.2+ 0.02 ab 0.18+ 0.01 ab 0.2+ 003 a 0.2+ 002 ab 0.19+ 0.02 a
Bacteroidetes 3.85+ 0.13 ab 383+ 0.18 ab 403+ 0.29 ab 357+ 039 b 4.06+ 016 a 374+ 0.27 ab 3.7+ 04 ab
BRC1 0.12+ 001 ab 0.11+ 0.01 ab 0.11+ 0.01 ab 011+ 0.02 ab 013+ 0.02 a 0.1+ 002 b 012+ 0.02 ab
candidate_division_WPS_1 082+ 005 a 076 003 a 076+ 01 a 079+ 011 a 076+ 004 a 073+ 0.05 0.74x 002 a
Chloroflexi 044+ 011 a 038+ 0.02 ab 04+ 0.04 ab 035+ 005 b 0.39+ 0.05 ab 0.4+ 003 ab 039+ 0.01 ab
Cyanobacteria/ChlorPOlast 0.24+ 016 a 012+ 004 a 016+ 0.05 a 011+ 003 a 018+ 004 a 024+ 007 a 018+ 017 a
Firmicutes 0.44+x 0.03 ab 042+ 003 b 0.46+ 004 ab 045+ 0.05 ab 049+ 0.05 a 048+ 003 a 042+ 002 b
Gemmatimonadetes 376+ 0.14 bed 407+ 021 a 357+ 017 d 401+ 037 ab 394+ 0.11 abc 3.65+ 0.15 cd 4.22+ 012 a
Latescibacteria 101+ 004 a 103+ 013 a 098+ 005 a 1.02+ 0.08 a 1.03+ 0.07 a 099+ 0.09 a 106+ 0.03 a
Nitrospirae 0.84x 009 bc 102+ 01 a 082+ 014 c¢ 101+x 017 ab 096+ 0.09 abc 1.02+ 0.14 ab 1.06x 0.08 a
Planctomycetes 0.7+ 005 a 066+ 002 ab 069+ 0.05 a 066+ 012 ab 0.65+ 0.02 ab 06+ 002 b 064+ 003 ab
Proteobacteria 343+ 075 ab 336+ 051 ab 335+ 0.63 ab 323+ 207 b 328+ 0.73 ab 322+ 064 b 327+ 138 ab
Verrucomicrobia 38+ 0.26 ab 374+ 021 ab 38+ 0.17 ab 401+ 04 a 368+ 012 b 375+ 003 ab 365+ 0.17 b
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Table S9: Bacterial genera relative abundance expressed as percentages of total sequences
obtained by Illumina sequencing. Only genera showing significant differences among the
different treatments are showed here. Letters indicate significant differences obtained by post-
hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <

0.05).
PO P100 P50 P25
Ctrl F23 Ctrl Ctrl F23 Ctrl F23
(mean =+ sd) (mean =+ sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd)
Sphingomonas 482 + 061 a 344 £ 007 cd 368 £023 c 415 £026 b 333 + 010 cd 345 + 032 cd 305 + 029 d
Gemmatimonas 3.76 + 0.14 bcd 407 + 021 a 357 + 017 d 4.01 + 037 ab 394 £ 0.11 abc 365 + 015 cd 422 + 012 a
Ramlibacter 023 + 002 ab 0.23 + 0.02 ab 027 £ 003 a 019 + 007 b 026 +000 a 020 £002 b 020 %+ 003 b
Gp6 1786 + 054 ab 16.74+ 120 b 1816 + 050 ab 19.02 + 1.66 a 1679+ 1.15 b 1899 + 084 a 1709+ 051 b
Ferruginibacter 019 + 001 a 015 * 0.02 bc 019 * 001 a 0.17 * 0.03 ab 015 = 001 bc 0.17 * 003 ab 0.13 * 002 c
Methyloversatilis 0.12 + 0.01 bcd 0.14 + 001 ab 015 +# 002 a 011 + 001 c¢ 011 +001 c¢ 011 £003 c 015 £ 000 a
Lysobacter 261 + 016 a 224 +015 b 212 + 036 bc 233 +0.08 ab 187 + 016 c 206 + 030 bc 189 + 030 c
Dokdonella 0.05 £ 0.01 ab 0.05 * 0.00 ab 0.05 + 0.01 ab 0.03 + 001 c¢ 004 = 0.00 abc 0.04 + 0.01 bc 0.06 * 0.02 a
Sphingosinicella 024 + 003 a 016 £+ 001 c¢ 021 £ 003 ab 019 * 0.04 bc 016 =002 c 016 £ 002 c 016 + 001 c
Thermodesulforhabdus 004 + 001 c¢ 007 £002 a 005 %001 bc 005 * 001 bc 0.05 = 001 bc 0.04 £ 001 c 0.06 = 001 ab
Bradyrhizobium 0.56 + 0.06 bcd 0.58 + 0.04 abc 064 + 008 a 051 + 0.04 c¢ 0.60 + 0.05 abc 055 + 0.01 bc 0.64 + 005 a
llumatobacter 125 + 004 ¢ 133 + 003 abc 1.26 + 005 bc 136 + 005 a 138 + 004 a 135 + 0.08 ab 138 + 011 a
Thermomonas 207 £+ 010 a 175 + 011 bc 173 + 016 bc 187 + 020 ab 161 + 019 c 159 £ 009 c 158 + 028 c
Angiococcus 004 + 002 ab 0.04 £ 001 b 003 £001 b 005 * 003 ab 006 + 001 a 0.06 £ 001 a 0.05 = 000 ab
Nocardioides 223 + 018 ab 248 + 017 a 216 * 016 b 201 +005 b 246 £030 a 213 £022 b 226 * 012 ab
Gpl6 285 + 011 ab 324 + 016 a 287 +0.09 ab 271 + 069 b 312 + 017 ab 288 + 018 ab 3.15 + 016 a
Inhella 0.11 + 0.01 ab 0.11 + 001 ab 013 + 002 a 010 + 002 b 014 + 002 a 011 £ 001 b 012 + 0.02 ab
Pleomorphobacterium 0.13 + 0.02 abcd 0.14 + 0.01 abc 0.10 + 0.01 d 0.12 + 0.03 bcd 0.14 + 0.01 ab 0.14 * 001 a 0.11 * 0.02 cd
Labilithrix 004 + 001 ab 0.04 + 0.02 ab 002 + 001 c 004 * 002 ab 0.05 + 001 a 0.04 £ 001 bc 0.03 = 001 bc
Thiobacillus 031 + 001 b 031 £000 b 035 005 ab 031 +002 b 036 + 004 a 035 003 ab 038 £ 004 a
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 1.04 + 0.07 a 0.85 + 004 ¢ 096 + 0.10 abc 1.04 = 013 a 0.92 * 0.05 bc 097 + 006 ab 0.88 + 0.09 bc
Kitasatospora 0.07 £ 0.02 abcd 0.09 + 0.01 a 0.06 £ 0.01 bc 0.07 + 0.01 abc 0.08 + 0.02 ab 0.06 £ 0.01 c¢ 0.08 * 0.01 a
Tepidisphaera 035 £ 004 a 033 £001 a 033 £003 a 034 +008 a 031 +£0.02 ab 027 £+ 001 b 031 + 001 ab
Conexibacter 1.07 £ 011 ¢ 116 %= 0.09 abc 115 + 0.07 bc 114 + 016 bc 120 * 0.06 abc 129 + 0.08 a 124 + 0.04 ab
Allocatelliglobosispora 003 + 001 b 004 £000 a 003 £001 ab 005 +* 0.02 a 0.04 =000 ab 0.04 £ 001 ab 0.04 £ 000 a
Sorangium 002 + 001 ¢ 0.03 + 001 bc 006 + 003 ab 004 + 0.01 abc 0.03 + 0.01 bc 0.07 £+ 004 a 0.04 + 0.01 bc
Gp7 1.03 £ 0.07 bc 111 + 006 ab 096 + 009 c¢ 120 + 013 a 112 + 005 ab 113 + 0.10 ab 1.19 + 012 a
Table S10: Fungal genera relative abundance expressed as percentages of total sequences
obtained by Illumina sequencing. Only genera showing significant differences among the
different treatments are showed here. Letters indicate significant differences obtained by post-
hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package “agricolae” (p-value <
0.05).
PO P100 P50 P25
Ctrl F23 Ctrl Ctrl F23 Ctrl F23
(mean =+ sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd) (mean + sd)
Cladosporium 089 £ 027 ab 235 + 249 a 102 + 033 ab 119 + 049 ab 070 £ 007 b 079 + 019 ab 064 £ 018 b
Monodictys 005 £ 0.09 ab 006 + 009 b 002 + 004 b 020 * 017 a 015 * 018 ab 002 = 002 b 001 £ 001 b
Myrothecium 004 + 002 b 009 £ 007 ab 012 + 014 b 006 + 006 b 008 £ 005 b 003 £ 002 b 024 + 022 a
Penicillium 079 £+ 008 a 088 + 011 a 064 + 010 ab 064 + 038 ab 083 £ 015 a 045 + 022 b 045 £ 0.06 b
Podospora 3.07 £ 022 ab 290 + 039 ab 260 + 071 bc 259 + 062 bc 239 + 063 bc 168 £ 055 c 398 + 170 a
Pyrenochaeta 016 £+ 0.05 b 022 + 005 ab 014 + 003 b 045 + 043 a 014 £ 001 b 025 + 021 ab 021 + 0.10 ab
Rhynchogastrema 0.12 £ 0.07 bc 0.07 * 004 bc 007 + 003 c¢ 013 *+ 001 b 024 £ 008 a 010 = 0.05 bc 0.10 * 0.04 bc
Stachybotrys 1143 + 210 a 1113+ 077 a 956 * 131 ab 937 + 355 ab 1140 + 168 a 679 + 400 b 1097 + 193 a
Unidentified_Agaricales 004 £ 003 b 005 +001 b 006 +005 b 011 £ 003 b 005 %+ 003 b 111 + 118 a 008 £ 0.06 b
Unidentified_Pucciniomycetes 326 + 375 a 257 +408 b 060 +042 b 036 + 015 b 039 + 016 b 230 £ 055 ab 034 + 013 b
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Figure S2: Principal Component Analysis of global plants profiles according to their
morphometric characteristics and elemental contents obtained on four replicates. PO = Zero P
fertilization, P100 = Total P fertilization, P50 = Half fertilization. Ns = Nitrogen amount in
shoots, Ps = Phosphorus amount in shoots, Cs = Carbon amount in shoots, Pr = P amount in
roots, Cr = C amount in roots, Nr = N amount in roots.
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Figure S4: Heatmap of bacterial classes relative abundance obtained by Illumina sequencing
realized on four replicates of soils samples, and performed following Z-score centered on the
median.OP:No fertilization ; OPF: no fertilization + F23; PQ : quarter fertilization ; PQF : quarter
fertilization + F23 ; PD : half fertilization ; PDF : half fertilization + F23 ; P : total fertilization.
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Figure S5: Heatmap of fungal phyla relative abundance obtained by Illumina sequencing
realized on four replicates of soils samples, and performed following Z-score centered on the
median. OP: No fertilization; OPF: no fertilization + F23; PQ: quarter fertilization; PQF: quarter
fertilization + F23; PD: half fertilization; PDF: half fertilization + F23; P: total fertilization.
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Hypothese : La souche ayant montré les meilleurs résultats dans 1’étude précédente présente
une activité PSB permettant une solubilisation de P apporté a la plante sous forme complexée.
De plus, grace a sa capacité de produire de I’auxine, la souche étudiée est aussi capable d’agir

directement sur la biomasse racinaire et/ou les traits racinaires du colza.

Obijectifs : Nos objectifs ici sont de confirmer les effets de la souche seule sur la croissance et
I’acquisition de N et P par le colza, tout en explorant les effets potentiellement induits sur les
traits racinaires, pouvant expliquer I’augmentation de la biomasse précédemment observée en

sol.

Méthodologie : Une culture de colza de 10 semaines a été réalisée en serre dans des rhizotrons
remplis de sable autoclavé. Les plantes ont alors recu deux niveaux de fertilisation N (N160 et
N8O correspondant a 160 et 80 mg de N par plante, respectivement) et une méme quantité de P
(56 mg par plante) apportée soit sous forme labile (KH2PO4) soit sous forme complexée (10%
KH2POy4, 2% InsP6, 55% Caz(PO4)2, 23% FeP et 10% AIP) qui sera peu voire pas accessible
pour la plante. A 1’issue de ces 10 semaines de culture, les plantes ont été récoltées. Le systeme
racinaire a été séparé en 2 sous-échantillons d’une part pour 1’analyse élémentaire N et P et
d’autre part pour 1’analyse des traits racinaires en utilisant Winrhizo. Enfin, les biomasses

seches ont été déterminées.

Principaux résultats :Le potentiel intrinséque de la souche F23 a pu étre confirmé a nouveau in

planta par une augmentation de la biomasse racinaire et du statut en P. En conditions de P
complexé, I’application de F23 a permis la restauration d’un phénotype d’architecture racinaire
comparable aux plantes ayant recu le P sous forme labile. Néanmoins I’application d’un faible

niveau de fertilisation N n’a pas permis I’expression du potentiel bénéfique de F23.

Les résultats de cette étude sont présentés sous forme d’article et seront prochainement
soumis au journal Rhizosphere sous le titre « Are native soil-borne Phosphate-Solubilizing
Bacteria a relevant alternative to classical mineral fertilization in order to sustain plant
growth ? Part 11l : The importance of considering the holobiont in order to optimize P and N

fertilization in rapeseed”.
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Abstract: Rapeseed is a crop of major importance, characterized by appliance of large amounts
of mineral fertilizers due to high nitrogen (N) and phosphorus (P) requirements. Improvement
of the ecological balance of rapeseed crops using biointrants constitute a promising perspective.
As bio-inoculants, Phosphate Solubilizing Bacteria (PSB) could (i) act on complexed-P pool in
soils to increase P amount in soil solution, thus becoming available for plant nutrition, and (ii)
show interesting traits of Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) strains. Moreover, as
the use of bio-inoculants encounters general failures when applied at field, disentangling the
factors conditioning the reliability of these solutions is necessary. Because microorganisms'
activities are supposed to be particularly subjected to C:N:P ratio, we hypothesize here that N
fertilization level constitute a key-factor of success of PSB inoculation in early stages of
rapeseed growth. In this study, F23, a promising PGPR strain belonging to Pseudomonas genus
was inoculated on rapeseed grown in rhizotrons. F23 confirmed its PSB potential to
interestingly solubilize recalcitrant P-complexed forms at the benefit of plant growth, but only
when N supply is as recommended level in fields. In P-complexed environment, F23 tended to
increase roots and shoots biomass, P and N contents in roots, and restored root length at a
comparable level than plants fed with labile P. Conversely, a decrease in N fertilization
inhibited these positive effects, except on root length. Our results highlight the importance to

take into account availability of all nutrient types to ensure functioning of microbial biointrants.

Keywords: Rapeseed, PGPR, PSB, nitrogen, phosphate, fertilization
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1. Introduction

Rapeseed is a major oleoproteaginous crop, worldwide spread and characterized by high
phosphorus (P) and nitrogen (N) requirements (Oztiirk, 2010; Rashid and Bughio, 1993) leading
to the appliance of high amounts of fertilizers, often in mineral forms. These inputs are
responsible of numerous environment degradation through leaching or volatilization (Grizzetti
et al., 2020). Moreover, P is generally quickly complexed to soils organomineral particles after
application, and so stays unavailable for plants (Helfenstein et al., 2018).

Numerous studies have focused on the use of Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
as biointrants (Kumar et al., 2012; Peix et al., 2009; Zaidi et al., 2006; Zhang et al., 2019).
Among those PGPR, Phosphate Solubilizing Bacteria (PSB) can turn complexed P into an
available form for plants in soil solution. The range of microbial strategies to access P
recalcitrant forms is wide. Indeed, P can be solubilized by soil acidification through direct
proton release due to NH4 acquisition, or secretion of organic acids. P complexed to iron can
be solubilized through siderophore production (Alori et al., 2017; Ilimer and Schinner, 1995).
Regarding this latter mechanism, bacteria aim at acquiring iron, as free iron is scarce in
environment (Guerinot and Yi, 1994). Finally, organic P can also represent a variable but non
neglectable proportion of total P in soils (between 20 and 80 %(Menezes-Blackburn et al.,
2017). So, phosphatase and phytase activities can represent a desirable trait for efficient PSB.
Independently to phosphate solubilization, other PGPR traits can also be helpful to face plant P
starvation, such as enhancement of root growth. Indeed, some strains can synthetize Indole-3-
acetic Acid (IAA, or auxin, key promotor of plant growth). Furthermore, some PGPR are able
to degrade ACC, a precursor of ethylene (Glick et al., 2007; Spaepen et al., 2007) that is able
to increase root length and allow plants to explore a higher soil volume, maximizing P

prospection (Isidra-Arellano et al., 2021).
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Despite this interesting arsenal to sustain plant nutrition, PGPR inoculation often encounter
failures when applied in field (Basu et al., 2021). Indeed, as a prerequisite, microbial inoculants
have to survive, colonize roots surface, and express their potential to actually sustain plant
health and growth. Dialogue between plants and microorganisms inhabiting the rhizosphere is
also primordial to act synergistically as a functional holobiont i.e. considering plant host and
microorganism as a super-individual (Trivifio and Suarez, 2020). Unravelling the factor of
success to PGPR application thus represent a challenge to improve the ecological performance
of rapeseed.

In this study we aimed at evaluating the proper effects of a promising PSB strain on early stages
of rapeseed growth in rhizotron system, confronted to two levels of N fertilization and two
forms of P (P applied in labile or complexed form). As bacteria can modulate their metabolism
to nutrient availability following microbial economics (Cleveland and Liptzin, 2007), we
hypothesize that N supply also plays a key-role in the expression of desirable traits of inoculated

PSB.

2. Materials and methods

2.1 PSB screening and application in plants

In a previous study (Amy et al., submitted-a, Chapter 1V-B), we have performed a PSB
screening from soils of three crops : rapeseed, winter pea and faba bean. Several classical PSB
and PGPR traits of interest were determined : solubilization on Pikovskaya and NBRIP media
(Nautiyal, 1999; Pikovskaya, 1948), phytate utilization, siderophore, HCN and IAA production,
ACC deaminase activity as described in Amy et al., submitted-a (Chapter 1\VV-B). Three of these
PSB strains, showing higher in vitro performances, were also previously tested on rapeseed
growth in a first greenhouse experiment (Amy et al., submitted-b, Chapter IV-C1). Based on

this previous in planta screening, we have selected the F23 strain, isolated from soil under the
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Figure 1 : Experimental design of the rhizotrons experiments. Two N fertilization levels were
applied : a high (N160 : 160 mg per plant) and a lower (N80 : 80 mg per plant) N fertilization.
For each N fertilization level, P (56 mg per plant) was applied in a complexed or a labile form.
Every combination of N and P fertilizations was inoculated with the F23 strain or received NaCl
0.9% as control treatment.
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influence of a Faba bean culture that belongs to the Pseudomonas genus. for further analysis of
its effects on root traits and rapeseed growth in axenic conditions. For plant application, F23
was cultured 24 h at 30°C in Luria Broth. Bacterial concentration was evaluated by optical
density measure at 580 nm. Bacterial culture was then centrifuged, and pellet was resuspended
in NaCl 0.9 % in order to inoculate 1x10° bacteria in 1 mL directly around the crown of plants.
Control plants received 1 mL NaCl 0.9 %.

2.2 Greenhouse experiment

Rapeseeds (Brassica napus L. cv Aviso) were sown directly in rhizotrons (30 x 20 x 1 cm)
filled with autoclaved sand previously sieved at 200 um and moisturized at 10 % with distilled
water. Rhizotrons were placed in bins with top apertures allowing to keep them inclined at 30°.
Details about the fertilization modalities are summarized in the experimental design given in
Figure 1. Plants received two different levels of NH4NOs: a high N fertilization (N160: 160 mg
N per plant) or a limited N fertilization (N80 : 80 mg N per plant). Plants also received 56 mg
of P in a labile form (LP : KH2PO4) or in a complexed form (CP : 10 % KH2PO4 , 2 % phytate,
55 % Caz(POs)2 , 23 % FeP and 10 % AIP). Half of plants received 1 mL of a suspension of
1x10° bacteria mL? of the PSB strain F23. The control plants received 1 mL of NaCl 0.9 %.
Additionally, a total of 3.6 L of modified Hoagland solution, containing neither N nor P was
brought per rhizotrons in bins (0.5 mM MgSQO4, 0.2 MM EDTA+ 2 NaFe, 1.25 mM CaCly, 1.5
mM KCI, 14 uM H3BO3, 5 pM MnSOg4, 0.765 UM ZnS0O4, 0.316 uM CuSOs and 0.5 pM
(NH4)6M07024, 0.1 uM CoCly). Thirty milliliters of nutritive solution were distributed from
bins to the top of rhizotrons in a closed circuit three times / day. The surface of rhizotrons was
covered with a strip of Whatman paper in order to ensure a homogenous horizontal distribution
of the solution. Natural light was complemented, if necessary, to maintain a PAR
(Photosynthetically Active Radiation) of 400 umol s* m™ at the canopy by high-pressure

sodium lamps.
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After 2 months of culture, plants were harvested. Aerial biomass and roots were separated. Half
of the rooting system was conserved in a solution composed of 100 mL 95° ethanol, 50 mL
acetic acid and 850 mL distilled water, at +4°C for further root traits analysis. Leaf area was
determined using a Li-Cor3100 area meter (Li-Cor inc. Lincoln, NA, USA). Aerial parts and
roots were dried in an oven at 60°C, weighed and ground using the system Retsch MM200

(Eragny sur Oise, France) to fine powder for further elemental analyses.

2.3 Elemental analyses in plants

Phosphorus content in shoots and roots was directly measured on powders using X-Ray
Fluorescence (XRF, S1 Titan, Bruker, Billerica, MA, USA). To determine carbon and nitrogen
content, powdered root and shoot samples were weighed, placed into tin capsules and then
assayed by elemental spectroscopy (FlashSmart CHN, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,

USA).

2.4 Determination of root traits using Winrhizo™

Previously conserved roots were placed in transparent tanks fulled with distilled water and were
disentangled before analyses. Tanks were placed in a scanner (Epson Expression 10000 XL)
coupled to the WinRhizo™ software (Regent Instruments Inc., Quebec, Canada) to obtain roots

length, average roots diameter, roots area and roots length per volume.

2.5 Statistical analyses

All data were analyzed using Rx64 software (4.0.2 version). One-way analysis of variance
(ANOVA) of the “multcomp” package was performed for every assay and plant measurements,
followed by post-hoc LSD Fisher test using the function LSD.test from the R package
“agricolac”. Two-ways ANOVA were performed to assess effects of PSB application, N

fertilization level, P fertilization form and interaction of these three parameters using aov
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Figure 2 : Shoots (A) and roots (B) dry biomasses according to the high (N160, red) or low
(N80, blue) N fertilization with P fertilization added in complexed or labile form. Letters
indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fischer test from the R package
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function of the “multcomp” package. P values < 0.05 were considered as significant. Principal
Component Analysis of plant profiles were obtained using the Factoshiny package. Missing
data were imputed through a 2 dimensions PCA model.
3. Results
3.1 Characterization of PGPR and PSB traits of the strain F23
In vitro solubilization abilities of F23 strain (Table S1) on Pikovskaya medium showed a
solubilization index (SI) at 2.3 and 1.4 on NBRIP medium. Quantification of solubilization
performance were 152.1 ug P mL in liquid Pikovskaya medium, associated to a pH at 6.7 +0.1
and 49.3 ug P mLtin liquid NBRIP medium associated to a wide pH decrease (3.8 + 0.2). The
F23 strain was able to produce gluconic acid in both media (11.0 umol. mL * in Pikovskaya
medium and 8.3 + 0.1 umol. mL? in NBRIP medium). F23 was also able to solubilize phytate
and showed a Sl of 3.5 on PSM medium. Moreover, this strain produced siderophores on CAS
medium, IAA (in average 18.8 + 3.7 ng pL™) and showed an ACC deaminase activity. In
contrast, no HCN production could be highlighted.
3.2 Morphometric traits of rapeseed plants according to N fertilization, P forms and F23
inoculation
After two months, significant differences were found regarding shoots and roots dry biomasses
(Figure 2). These differences were mainly strongly influenced by N fertilization (Table S2),
and despite not significant through two-ways ANOVA, tended to be reinforced by F23
inoculation. As expected, shoot dry biomass was globally lower for N80 (in average 4.29 + 1.40
g, Figure 2-A) compared to N160. Moreover, F23 adjunction combined with N160 showed
significantly higher shoot dry biomass compared to all N80 modalities, whatever the P forms
of P applied (in average 7.61 = 2.02 g). Interestingly, considering F23 addition combined with
N160 treatments, shoot dry biomass tended to be higher than without F23 strain, and

particularly in the case of complexed P-forms (Figure 2A). Similarly, root dry biomass was
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globally lower for all N80 modalities (in average 1.47 £+ 0.53 g, Figure 2-B) compared to N160
modalities, particularly with F23 addition. As previously described, considering F23
application combined with N160 treatments, root dry biomass tended to be higher than without
F23, and particularly when P was added in a complexed form (2.88 + 0.85 g, Table S3) (Figure
2-B). Leaf areas were lower for N80 modalities compared to N160 (253.89 cm? and 418.39 cm?
respectively, supplemental Figure S1). No difference could be observed for plants inoculated
with F23 strain.

3.3 P and N status of rapeseed plants according to N fertilization, P forms and F23 inoculation

P content and amount in shoots were obviously impacted by the form of applied P (Figure 3,
Table S2). P content in shoots was widely lower when P was applied in a complex form (in
average 0.16 £ 0.15 %) compared to the labile P form (0.61 £ 0.22 %) (Figure 3-A). This effect
was also observed even when the PSB strain is applied (Figure 3-A). In the same way, P amount
in shoots was lower when P was in complexed forms (in average 0.79 + 0.49 mg versus 2.98 +
0.85 mg for the labile P, Figure 3-B). Nevertheless, in N160 fertilization, addition of F23 tended
to promisingly increase P amount in shoots, slightly in labile P condition (2.88 + 0.67 mg for
control compared to 3.42 £+ 0.54 mg with F23, Table S3) and more widely in complexed P (0.47
+ 0.10 mg for control compared to 1.28 £ 0.71 mg with F23, Table S3). No such tendencies
were found for N80. Roots responded differently than shoots in their P content and amounts.
As previously described in shoots, P content was mainly influenced by P form but also in
interaction with PSB application and N fertilization (Table S2). The highest P content in roots
was found for the control labile P + N80 (0.28 + 0.06 %, Figure 4-A and Table S3) and the
lowest one was found in plants receiving N160, combined with P in complexed form and no
PSB (0.07 + 0.04 %). Whatever the level of N fertilization and the P form, F23 application

allowed plants to restore a P content in roots similar to P-labile control plants (Figure 4-A).
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Regarding roots P amounts, for N160 treatments, higher values were observed when P was
supplied in labile form, with in average 0.52 £ 0.14 mg (Figure 4-B) compared with those
observed with complexed P with no PSB inoculation (0.15 £+ 0.09 mg) (Table S3). Interestingly,
when plants were subjected to N160 and complexed P form, F23 adjunction increased more
than 4-fold the P amount in roots compared to control and allowed to reach the same values
than with labile P (in average 0.59 mg, Figure 4-B).

Relative N content in shoots was similar across all N and P fertilizations (around 0.93 + 0.09
%), except in N160-Labile P control which shows the highest value (1.31 = 0.33 %, Figure 5-
A, Table S3). As expected, a clear effect of N fertilization level was found on N amount in
shoots (Table S2). Indeed, N amount was significantly higher in N160 compared to N80 (73.48
+ 19.80 mg and 36.71 + 13.14 mg respectively, Figure 5-B). No impact of F23 addition could
be noticeably highlighted. On the contrary, N content in roots (Figure 6-A) tended to be slightly
influenced by PSB application (Table S2). Indeed, in N160 modalities, F23 inoculation led to
a decreased of N content compared to control treatments, and even in a significant way for
labile P (control: 2.06 + 0.54 % and F23: 1.48 + 0.42 %). When comparing N amounts in roots,
as observed in shoots, N fertilization effect was predominant (Table S2). Roots N amount was
significantly higher in N160 compared to N80 (39.78 + 12.07 mg and 24.59 + 8.92 mg
respectively, Figure 6-B).

3.4 N,P fertilization and PSB effects on rapeseed root traits

Root length was significantly influenced by PSB application (Table S2). In either N160 or N80
fertilization, PSB application led to lowered root lengths, reaching similar values than the P-
labile control (Figure 7-A). In complexed P-forms without F23 inoculant, an increase of root
length was observed for both N fertilization levels, (Figure 7-A, Table S4).

Roots average diameter varied according to the level of N fertilization (Table S2). Indeed, roots

diameter decreased when N8O fertilization was applied (0.41 + 0.05 mm versus 0.50 = 0.08 mm
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for N160, Figure 7-B). For N80 treatments, F23 inoculation tended to decrease roots diameter
when P was supplied in a complexed form, (0.36 + 0.02 mm) compared to other N80 treatments
with labile P (0.43 mm in average).

Root area was influenced by both PSB application and N fertilization independently (Table S2).
N8O fertilization decreased root area (511.00 + 155.38 cm?) compared to N160 (670.38 £ 112.25
cm?, Figure 8). For N80, F23 application significantly decreased root surface when P is in its
unavailable complexed form (412.12 versus 749.73 cm? for the control), reaching a similar
value as plants grown with labile P (Table S4, Figure 8).

3.5 General plants profiles

PCA of overall mentioned plant measurements (Figure 9) showed that plants grown in labile P
conditions are grouped in the top of individual topology (Figure 9-A). As expected, these plants
were characterized by high values in P contents and amounts in both belowground and
aboveground parts. On the contrary, plants grown in complexed P conditions showed low
values in these variables and were characterized by higher values in root length and area. No
clear separation between controls plants and those with F23 inoculation could be found.
However, interestingly, when P was supplied in complexed forms, plants tended to reach a
similar profile than plants grown in labile P conditions, particularly for N160.
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Figure 9 : Pricincipal Component Analysis of (A) plant profiles, obtained with two N
fertilization levels (N160 or N80) and two P forms (labile or complexed) with PSB application
(F23) or not (Ctrl : control). Dimension 1 = 36.95 %, dimension 2 = 20,85 %. (B) Correlation
circle of studied variables. DB : Dry Biomass, FA : Foliar Area.
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4. Discussion

4.1 Effects of PSB application on rapeseed growth and nutrient uptake

In this study, F23 inoculation confirmed its PGPR potential on rapeseed growth, and more
particularly its PSB ability, by providing access to non-available phosphate to plants. Evidence
of phosphate solubilization were found considering the higher P content and P amount in roots
for F23 treatments compared to uninoculated control (Figure 4). Furthermore, for both level of
N fertilizations, root length was reduced similarly to those obtained for labile P condition.
Indeed, P starvation is known to lead to root traits remodeling, and particularly root elongation
allowing the plant to prospect a wider soil volume (Dissanayaka et al., 2021). This phenotype
(root elongation) was observed in both uninoculated controls when P was supplied in
complexed form but returned to a phenotype closed to the one observed for roots receiving a

labile P source when F23 was inoculated (Figure 4).

Regarding N uptake, the benefit of deploying F23 appeared to be more tenuous. As N content
was quite similar between all modalities, the principal observed effect to explain higher N
amount in presence of F23 rests a higher shoot biomass. Similarly, root biomass decreases
combined with stable N amount, per level of N fertilization, led to an apparent decrease in N
content with F23 inoculation. But this decrease in N content is probably only due to a dilution
phenomenon and not to an adverse effect of the PSB strain or to competition for N uptake.
Indirectly, by helping adequate P uptake in non-available P situation, inoculation with F23

allowed also to maintain N uptake and so the equilibrium of the ratio N:P (de Groot et al., 2003).

These overall results thus confirm the promising potential of F23 as a PGPR and more

interestingly PSB strain, as previously observed in Amy et al., submitted-b (Chapter 1\VV-C1).
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These results are consistent with previous studies concerning the deployment of such microbial
biointrants, on numerous plants species (Asaf et al., 2017; Islam et al., 2016; Ma et al., 2009;
Makarova et al., 2016; Tajini etal., 2012; Wang et al., 2017), confirming the powerfull potential
of PGPR/PSB utilization. This study also demonstrates that beneficial effects observed on
plants are directly due to F23 inoculation, as rapeseed were grown in axenic conditions, and

here independent of associated soil microbial community structure in soil surrounding roots.

F23 was also described as able of synthesize IAA and degrade ACC. These PGPR traits,
probably expressed here, could modify 1AA : ethylene ratio in favor to auxin, which sustain
increase of biomass of inoculated plants. Nevertheless, this increase of biomass is neither
explained by a higher number of leaves, nor by longer or thicker roots. So, besides the real
direct effect of F23 strain on P uptake, a possible positive effect linked to classical PGPR traits
on inherent P acquisition mechanisms could not be totally excluded. For example, plants are
able to exude organic acids to access insoluble P pool or to increase phosphatase activity
(Gerke, 2015; Plaxton and Tran, 2011), abilities which could be promoted through simple
PGPR action.

4.2 N effects as a key factor of success of plant-PSB association

In this study, effects of N fertilization level on rapeseed growth and N uptake were observed.
A decrease in N fertilization was frequently described as leading to smaller plants with lower
N amounts (Christensen et al., 1985; Khan et al., 2018; Leleu et al., 2000).

Interesting results were observed regarding F23 performances to sustain growth of rapeseed.
However, all positive effects on plant biomass, N and P uptake were observed only at N160 but
not observed in N-deprived condition. However, F23 inoculation allowed to modify root
architecture with a reduction of root diameter, length, and surface. In the same way to P
starvation, N limitation leads rather to an increase of roots length, thickness and volume (Qin

et al., 2019), which was mitigated here with F23 adjunction, or with labile P.
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Several assumptions could be put forward to explain these differences of plant growth
promotion linked to N level. Low N fertilization could have directly impeded the multiplication
of F23 in culture substrate. Indeed, N limitation constitute a substantial factor that could restrict
bacterial growth in soil (Aldén et al., 2001; Kamble and Baath, 2016). Colonization of the
rhizosphere by the beneficial bacterial agent constitutes a critical pre-requisite conditioning the
success of biointrant inoculation (Dutta and Podile, 2010). The possible low resulting density
of F23 would not lead to enough P solubilization allowing beneficial effect of plant P nutrition.
Observed effect on plant growth could also result from an indirect impact on bacterial density
and/or the expression of their functional PSB/ PGPR traits through the modification of rapeseed
root exudation, principally carbon and nitrogen compounds. In P-complexed condition, N level

appears essential for positive interaction between plant and microorganism.

Indeed, N availability could play a critical role for an efficient expression of the PGPR/PSB
arsenal of F23 strain, resulting in the pursued synergy with the plant. Most of PGPR
mechanisms rely on amino acids transformation and depend on N availability. More precisely,
IAA can be synthetized from tryptophan or its precursors by microorganisms (Spaepen et al.,
2007). Tryptophan can be exuded by plants (Badri and Vivanco, 2009) or directly synthetized
by Pseudomonas (Crawford and Gunsalus, 1966). In the same way, pyoverdine, a common
siderophore in Pseudomonas, is composed of a chromophore derived from 2,3 di-amino
dihydroxyquinoline, on which is attached a peptidic functional group containing from 6 to 12
amino acids. In Pseudomonas, pyoverdin production is a multistep process implying more than
11 different proteins (Gasser et al., 2015). Finally, ACC exuded by plants in the rhizosphere is
synthetized from S-adenosyl methionin (SAM) derived to methionin, a sulfur (S) amino acid

(Glick et al., 2007).
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As access to N is more limited in N80, its use by both plants and microorganisms could be
preferentially oriented in protein synthesis, plant growth and maintenance of bacterial
multiplication rather than in plant exudation and expression of PGPR traits. As exudation
reflects the nutritional status of plants (Nguyen, 2003), cooperation and establishment of
beneficial interaction between rapeseed and beneficial microorganisms could have been
prevented in N-limiting condition. Carvalhais et al. (2011) showed a decrease in amino acids
exudation in maize in N deprivation conditions. As amino acids provide a N, C and S source to
microorganisms, an additional repression of PGPR / PSB traits could be due to a C allocation

to growth or survival mechanisms.

Moreover, a N effect has been demonstrated on some enzymatic activities, such as phytase in
lichens (Higgins and Crittenden, 2015). Authors have found a decrease in phytase activity along
with N availability in these complex microorganisms, for which phytate degradation is
generally attributed to the fungal part of lichens. We can hypothesize here that this result could
be transposable to bacterial phytase activity. Taken together, these results highlighted the
primordial role of N on the interaction between plants and bacteria. Indeed, lower N availability

could have turn plant-bacteria mutualism into individual behaviors for both protagonists.

More generally, obtained results highlighted the necessity to consider the effects of fertilization
practices at the field scale to ensure the success of PGPR/PSB deployment, rhizosphere
colonization but also more globally on the perenity of plants-microorganisms dialogue. These
observations pointed out the importance to consider crop production and so fertilization
practices not just through only the classically considered plant needs but more with an holistic

point of view, targeting holobiont’s functioning.
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For example, considering that one of the several proposed solubilization mechanism relies on
proton excretion accompanying ammonia respiration of some PGPR, including Pseudomonas
strains (Illmer and Schinner, 1995), and that rapeseed preferentially absorb nitrate (Schjoerring,
1986), the use of ammonitrate can be a relevant fertilization practice for the global
holobiont.Further works are now needed to focus on the comprehension of in-situ mechanisms
that sustain plants-microorganisms cooperation through the exploration of rapeseed exudates,
by tracing F23 strain and in situ evaluation of relevant microbial activities, such as siderophore
production or determination of phosphatase activity by zymography (Heitkétter and Marschner,

2018; Razavi et al., 2019; Spohn and Kuzyakov, 2014).

5. Conclusion

In this study, F23 strain, a previously tested PSB was inoculated on rapeseed grown in
rhizotrons with contrasted N fertilization levels and P applied under labile or complexed forms.
When combined with higher N fertilization level, F23 confirmed its potential as PGPR and PSB
strain by enhancing biomass and root P content, combined with a return to a non-P-starved roots
phenotype (i.e. to lower root length, similar to plants fed with labile P). Reverse results were
obtained with a lower level of N fertilization. N limitation could have been a determining factor
avoiding resources sharing between plants and microorganisms, and establishment of beneficial
interaction. Moreover, most of PGPR traits, including auxin, siderophore productions and ACC
deaminase activity are highly dependent of amino acids transformation. Similarly, phytase
activity could also have been decreased in a context of N limitation. So, these results suggest
that soil nutritional potential, especially the N/P balance, is a key factor for the full expression

of PGPR/PSB potentialities as well as plants-microorganism beneficial cooperation.
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Supplementary data

Table S1 : In vitro characterization of PGPR traits for the tested PSB isolate: P solubilization
and pH on Pikovskaya and NBRIP media; production of gluconic acid on both media; phytate
solubilization; siderophores, HCN (Hydrogen cyanide) and IAA (indole-3-acetic acid)
productions. Results are expressed as the mean value + standard deviation. Sl : Solubilization

Index
Pikovskaya medium NBRIP
. - Gluconic acid - Gluconic acid . IAA .
dessitrr?;?ion SOI(UD%ZE(; P medium pH  production Sl SOI(Ub'/I'EE()j P medium pH  production Phytates SI SI?:JSEEELE rotifc'\tlion production ACCagg\a;?twmase
g HO (umol/mL) HE (umol/mL) P P (ng/uL) Y
F23 23 1521+ 09 67+ 01 11.0+0.7 14 493+21 38x0.2 83 + 0.1 3.5 + - 188+ 3.7 +
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Table S2: Two ways ANOVA p-values of plant traits according to their N fertilization, P form
and PSB application. AVONA were performed using the aov function of the « multcomp »
package of R (4.0.2) software.

PSB P form N fertilization PformxPSB  PxN N x PSB N x Px PSB P value
Aerial DB 0.142 0.507 . 0.689 0.300 0.383 0.050
Aerial P content 0.420 0.600 1.000 0.929
Aerial P amount 0.100 0.703 0.166 0.753
Aerial N content 0.367 0.197 0.083 0.310 0.613
Aerial N amount 0.412 0.777 0.469 0.685 0.142
Aerial C content 0.641 0.154 0.150 0.289 0.503
Aerial C amount 0.185 0.660 0.865 0.405 0.422
Roots DB 0.145 0.531 . 0.490 0.474 0.557
Roots P content 0.394 0.254 0.154 0.413
Roots P amount 0.124 0.082 0.661 0.120 0.142
Roots N content 0.037 0.728 0.334 0.204 0.521
Roots N amount 0.703 0.831 0.891 0.778 0.449
Roots C content 0.712 0.138 0.554 0.750 0.027
Roots C amount 0.135 0.323 0.332 0.446 0.204
Roots length 0.043 0.063 0.634 0.246 0.546
Roots area oo o.171 0.407 0.088 0.137
Roots diameter 0.052 0.536 0.958 0.621 0.254
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Table S3: Morphometric and elemental CNP plants profiles, according to the level of N fertilization (N160 or N80) and P added in complexed or
labile form. Results are expressed as mean + SD (n=4). Letters indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fischer test from the
R package “agricolae” (p-value < 0.05).

High N fertilization (N160)

Low N fertilization (N80)

Complexed P Labile P Complexed P Labile P
ctrl F23 ctrl F23 ctrl F23 ctrl F23
Shoots ~ Foliararea (cm?)  629.77+£101.54 a  71690£7253 a  637.18+169.69 ab 680.37+12680 a 41212+9457 ¢ 7497316875 hc 45385+105.93 ¢  512.69+129.50 hc
Dry biomass (g) 606+167 ab  833+170 a 627+242 ab  690+225 a 4331062 b 440£219 b 399+105 b 443+£169 b
P content (%) 008001 b 016+008 b 0521022 a 0541019 a 016010 b 014£010 b 068+022 a 069£0.27 a
P amount (mg) 0474010 b 128+071 b 2881067 a 3424054 a 067032 b 063025 b 277+125 a 2831089 a
N content (%) 1.00£008 b 098+0.12 b 1314033 a 108+023 ab 086017 b 0914020 b 087024 b 084+0.16 b
N amount (mg) 6024+1459 a  8124+1501 a  80.04+2675 a  72.38+1891 a  37.72+1173 b  3BI11+1787 b 33441875 b 375811640 b
Roots  Dry biomass (g) 217+£047 abc 2881085 a 2174039 abc 235086 ab  138:024 ¢ 1564066 bc  142£053 ¢ 154£0.73 e
P content (%) 007004 ¢ 023010 b 024005 ab  022+005 ab  019+006 ab  021+009 ab 0282006 a 023004 ab
P amount (mg) 015£009 d 070051 a 053£015 ab  051%015 abc 026+008 «cd  029+007 bed 038010 abcd 035+0.13 abed
N content (%) 1764040 ab 145035 b 206+054 a 148+042 b 180£038 ab 166045 ab 169030 ab 1614031 ab
N amount (mg) 3790+1109 ab 4134+1416 a  4345+8.04 3524+1596 ab 26.22+914 b 252241126 b  2431£1056 b 2361732 b
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Table S4: Root traits according to the level of N fertilization (N160 or N80) and P added in complexed or labile form. Results are expressed as
mean + SD (n=4). Letters indicate significant differences obtained by post-hoc LSD Fischer test from the R package “agricolae” (p-value < 0.05).

N fertilization P form

PSM

Root length (cm)

Roots surface (cm?)

Roots average diameter (mm)

Length per volume (cm, m-3)

mean + sd mean sd mean  * sd mean  * sd

N160 complexed Ctrl 4797.00 £ 113422 ab 716.90 £ 7253 a 050 + 012 ab 4797.00 £+ 113422 ab
F23 4141.75 + 789.36 abc 629.77 + 101.54 ab 0.49 + 002 ab 414175 % 789.36 abc

labile Citrl 4109.57 £ 323.06 abc 680.37 126.80 a 0.53 + 009 a 4109.57 £ 323.06 abc

F23 4142.07 £ 872.84 abc 637.18 169.69 ab 049 + 009 ab 414207 % 872.84 abc

N80 complexed Ctrl 522235 + 34248 a 749.73 £ 68.75 a 0.46 + 0.05 abc 522235 % 34248 a
F23 3576.18 + 646.20 ¢ 412,12 + 9457 ¢ 0.36 + 002 c 3576.18 + 646.20 ¢

labile Ctrl 3830.52 £ 688.11 bc 512.69 + 129.50 bc 042 + 0.03 bc 383052 % 688.11 bc

F23 3551.02 + 129269 ¢ 453.85 + 10593 ¢ 042 + 0.07 bc 3551.02 + 129269 ¢
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a
ab
bc bc
c C e
N Fertilization
N160
N80

Ctrl  F23 Ctrl F23 Ctrl F23 Ctrl F23

a a

Leaf Area (cm?)

Complexed P Labile P  Complexed P  Labile P

Figure S1 : Leaf area of plants subjected to high (N160, red) or low (N8O, blue) N fertilization,
with P fertilization added in complexed or labile form. Letters indicate significant differences
obtained by post-hoc LSD Fischer test from the R package « agricolae » (p.value < 0.05)
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Figure 44 : Partage du marché des biointrants (tous microorganismes confondus) par typologie

de produits proposes (Basu et al., 2021).
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Le colza, en tant que 2"% oléo-protéagineuse cultivée dans le monde aprés le soja
(USDA, 2021) est caractérisé par ses fortes exigences en azote et en phosphore. Celles-ci
conduisent a [I’utilisation importante d’engrais, souvent apportés sous forme minérale,
responsables de dommages environnementaux (Grizzetti et al., 2020). Pour faire face a la
pollution engendrée par ’utilisation de ces engrais, de nombreuses études se sont penchées sur
le raisonnement de la fertilisation, notamment azotée en travaillant sur les formes apportées, les
doses et/ou le fractionnement (Brennan et al., 2000; Christensen et al., 1985; Morel et al., 2011;
Oztiirk, 2010; Rathke et al., 2005; Seepaul et al., 2016). Depuis plusieurs années, des solutions
de type biointrants ont été commercialisées en tant qu’alternatives prometteuses, bien que
représentant seulement une trés faible part du marché des fertilisants. Les biointrants, d’origine
microbienne, proposés actuellement sont en grande majorité des microorganismes fixateurs
d’azote, suivis par des microorganismes solubilisateurs de phosphates (Figure 44, Basu et al.,
2021). Ces solutions, une fois appliquées au champ, présentent souvent des efficacités variables
ou insuffisants, limitant leur utilisation ultérieure par défiance de la part des agriculteurs. En
effet, une souche apportée dans un nouvel environnement doit pouvoir s’implanter, se
multiplier, étre recrutée par la plante pour pouvoir coloniser I’espace rhizosphérique et aussi
exprimer son potentiel PGPR (Podile et al., 2014). Chacune de ces étapes peut étre entravée par
de nombreux facteurs environnementaux tels que les variations climatiques, la salinité du sol,
son acidification ou alcalinisation mais également la disponibilit¢é des nutriments.
L’introduction de microorganismes exogénes est conditionnée par la compétition existante
entre I’ensemble des organismes héberges par les sols et leurs interactions trophiques (Dutta
and Podile, 2010; Riah et al., 2014; Strigul and Kravchenko, 2006). Améliorer le bilan agro-
environnemental du colza par I’utilisation de biointrants de type PSM, semble étre une stratégie
prometteuse mais pour I’instant peu efficiente en 1’état actuel des connaissances (Dutta et Polti,

2010).
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Plusieurs études ont démontré 1I’impact de carence en phosphore dans le sol sur
I’absorption de 1’azote ainsi que de déficience en azote sur I’efficience d’usage du phosphore
par les plantes (de Groot et al., 2003). Le rble des éléments minéraux essentiels et leurs
interactions sur la croissance, I’efficience d’usage des nutriments et in fine I’¢laboration du
rendement et de la qualité des graines de colza demeurent une question scientifique d’intérét

majeur.

Dans ce travail, des expériences ont été conduites dans I’objectif de déterminer 1’effet
de différentes modalités de fertilisations N : P sur le cycle complet de culture du colza et
caractériser ainsi leurs interactions sur I’efficience d’usage de ces nutriments, les composantes
du rendement et la qualité oléique et protéique des graines. Parallélement, afin d’estimer le role
des microorganismes dans la nutrition du colza et d’identifier d’éventuels organismes
bénéfiques présentant in vitro des phénotypes d’intérét, la diversité bactérienne associée a
différents couverts (colza, pois, féverole) a été explorée et caractérisée. Ce travail a permis
I’identification de 3 souches prometteuses (C12, F23 et P2, respectivement isolées sous couvert
de colza, féverole et pois d’hiver). La mise en ceuvre de ces souches in planta a démontré la
capacité de la souche F23 a promouvoir la croissance du colza en conditions variées de

fertilisation N et P, en condition non limitante équivalente en carbone.

A.  Impacts de la fertilisation N et P sur les composantes du rendement

et la qualité grainiére du colza

Les travaux réalisés en conditions contr6lées (Chapitre 1VV-A), ont permis de suivre le
comportement de la variété Aviso, génotype de colza d’hiver caractérisé par sa capacité a
optimiser sa NUE et a maintenir son rendement en cas de limitation en N (Girondé et al., 2015a,

2015b), face a 12 niveaux de fertilisations contrastées en N et P.
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Un résultat inattendu de cette expérimentation réside dans le fait que les différentes
modalités de fertilisations (ratio N:P dans la matrice sable) testées ont conduit a des
modifications des statuts N:P dans la plante au cours du cycle de culture et ont in fine impacté
I’élaboration du potentiel de rendement et la qualité grainiére. En particulier, le statut
nutritionnel en N des colzas observés a la sortie de la vernalisation et de la phase végétative a

impacté :

- le niveau d’accumulation en huile et en protéines des graines. En effet, les graines
obtenues a partir de colzas ayant un faible statut azoté au début de la phase
reproductive (a cause d’un niveau de nutrition en N insuffisant au cours de la phase
végétative) étaient caractérisées par une plus grande teneur en huile. A I’inverse, les
graines produites par des colzas caractérisés par un fort statut azoté au début de la
phase reproductive étaient plus riches en protéines. Dans la mesure ou 1’azote est
principalement stocké et exporté sous forme d’acides aminés, une augmentation de
la fertilisation azoté conduit fréqguemment a une augmentation de la teneur en
protéines dans les graines (Aminpanah, 2013), ainsi qu’a une diminution de la
synthése des acides gras, due a ’utilisation du carbone des photosynthétats pour la
synthese des acides aminés (Rathke et al., 2005).

- la qualité grainiére (ratio de certains acides gras insaturés et niveau de phytate). En
effet, les graines obtenues des plantes a faible statut N, non seulement contenaient
plus d’huile, mais également présentaient un ratio ®6 : ®3 plus intéressant du point
de vue nutritionnel pour la santé humaine (Simopoulos, 2016, 2010) et donc pour la
consommation en tant qu’huile de table. La production de ces acides gras dépend de
I’activité de désaturases qui sont ATP-dépendantes (Ohlrogge and Browse, 1995;
Suresha et al., 2013). Dans la mesure ou le N est un facteur limitant de

la photosynthese (Gao et al., 2018), la modification du ratio des acides gras
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polyinsaturés peut étre expliquée par un changement dans les activités des
désaturases spécifiques de la synthése des @3 et 6. Une augmentation de la quantité
de phytate était attendue avec 1’augmentation de la fertilisation P, ce qui n’a pas été
observé ici. En revanche 1’augmentation de la fertilisation N tend a diminuer la
teneur en phytate, probablement en relation avec un effet de dilution déja observé

par Raboy et al. (1991).

L’ensemble de ces travaux, qui devront étre confirmés en conditions de plein champ et
chez d’autres variétés de colza, suggerent qu’il serait possible de mettre en place des schémas
de fertilisation N et P qui pourraient orienter la culture vers les filiéres industrielles de
valorisation des huiles ou des protéines vegétales du colza. Outre I’implication de ces résultats
dans les débouches industriels du colza, ceux-ci soulignent également I’importance de la
nutrition et du suivi de la vigueur des plantules avant la période hivernale. En effet, Bouchet et
al. (2016) ont montré que 1’élaboration du potentiel de rendement, qui comprend les stades
phénologiques de la germination au début de la floraison, regroupe de maniere logique les flux
d’azote provenant du pic de minéralisation automnale, et des apports effectués a la reprise de
croissance post-vernalisation. L’acquisition de nutriments provenant de ces apports au sol est
primordial dans la mesure ou la floraison va ombrager les feuilles, et donc diminuer
drastiquement Iactivit¢ photosynthétique. Cette baisse des capacités photosynthétiques
pourrait limiter 1’absorption du N en affectant I’activité des transporteurs de nitrate ainsi que le
fonctionnement du complexe Nitrate Réductase (NR), Glutamine Synthase et Glutamine
Oxoglutarate AminoTransférase (GS/GOGAT), et ce jusqu’a I’apparition des siliques (Bouchet
et al., 2016; de Groot et al., 2003; Gniazdowska and Rychter, 2000). Nos résultats renforcent
I’idée que 1’acquisition de nutriments a 1’automne serait déterminante pour la vigueur du colza

au cours de la phase végétative et ses performances a la reprise de croissance au printemps.
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Dans la mesure ou la fertilisation automnale est trés limitée par la directive Nitrates
(Directive nitrates, 1991), I’enfouissement de résidus de culture riches en azote, par exemple
issus d’une culture de légumineuses, et/ou une meilleure disponibilité du N et du P minéral dans
le sol (via P’activit¢é du microbiome du sol) constituent un apport essentiel au bon
développement de la culture et de son statut nutritionnel. Ces résultats mettent donc en avant
I’importance de la vigueur de colza qui va définir en grande partie son statut nutritionnel au

cours de la phase végétative.

Suite a ces observations, une des perspectives a envisager serait de vérifier si la prise en
compte du statut nutritionnel du colza a I’entrée d’hiver et/ou a la sortie d’hiver pourrait étre
ainsi un indicateur idoine du pilotage de la fertilisation a la reprise de croissance printaniére

afin de pouvoir orienter la culture vers une production accrue en huile ou en protéines.

Compte tenu de ces résultats, I’ensemble des travaux a été focalisé sur des
expérimentations menées aux stades jeunes, afin de déterminer si 1’'usage de biointrants par la
valorisation du potentiel microbien des sols pouvait étre bénéfique a la culture du colza,
notamment en promouvant 1’acquisition de P par la plante et en lui permettant d’atteindre un

ratio optimal de nutrition N et P.

B.  Impact du ratio de fertilisation N :P sur efficience d"usage du N et
du P, les relations plantes-microorganismes et [expression de traits PGPR,
d’intéréts

L’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit peut étre discuté au travers du

prisme des différents ratios N : P de fertilisation testés et de 1’augmentation progressive de la

complexité du compartiment biologique étudié.
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Trois expérimentations ont été menées : 1) la plante seule a été soumise a 12 niveaux de
fertilisation N et P (en matrice de culture sable) afin de mettre en évidence la résultante sur les
composantes du rendement ; 2) la plante inoculée par la souche F23 a été cultivée sous deux
ratios N : P, avec une source P appliquée soit sous forme labile soit sous forme complexée (en
matrice de culture sable), dans I’objectif d’évaluer 1’expression d’une coopération directe entre
une souche PSM et les jeunes plantules de colza ; et 3) & un ultime niveau de complexité, quatre
ratios N: P ont été mis en ceuvre en combinaison avec I’inoculation de trois souches
potentiellement PSM en sol et ont permis d’observer les effets conjoints sur la croissance du
colza et sur la structuration des communautés microbiennes natives associées. Les effets de la
fertilisation vont donc étre décrits ci-apres en fonction de la complexité croissante du systeme,
intégrant le réle de la microbiodiversité rhizosphérique depuis le fonctionnement individuel

jusqu’a une vision plus holistique.

Au cours de deux expériences en serre (Chapitre 1V-A), distinctes par deux niveaux
d’azote apportés aux stades végétatifs du colza (N+ et N-), six niveaux de fertilisation N et P
ont été apportés (deux niveaux d’azote : LN et HN et trois niveaux de phosphore : LP, MP et
HP). Ces cultures ont permis de générer des plantules de ratios N : P variés. Des corrélations
fortes (Chapitre 1V-A Annexe, Tableau 3) entre ces ratios et diverses composantes
agronomiques d’usage du N et P ont été trouvees. En effet, ces ratios ont montré de fortes
corrélations positives avec les efficiences d’absorption du N et du P, et également avec

I’efficience d’usage du P.
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La relation de causalité entre 1’absorption de 1’azote et le ratio N : P de la plante semble
évidente dans la mesure ou lorsque davantage d’azote est absorbé, ce ratio sera plus elevé. Le
role du P dans cette efficience semble étre trés réduit, ce qui a été confirme par les analyses
statistiques d’ANOVA. Ces résultats confirment le statut de « pompe a nitrate » du colza, qui

présentent une forte capacité a prélever de 1’azote dans son environnement, (Sausse et al., 2012).

Inversement, une méme corrélation positive entre 1’efficience d’absorption du P et le
ratio N : P des colzas semble moins évidente dans la mesure ou I’absorption d’une plus grande
quantité de P est censée diminuer ce ratio. Le niveau en P des racines a révélé un effet lié a la
nutrition azotée. En effet, une teneur plus élevée en P a été observée en conditions de faible N.
L’azote est généralement considéré comme impactant peu I’absorption du P du fait que ces
deux éléments n’interviennent pas dans la composition des mémes macromolécules (de Groot
et al., 2003). Cependant Medici et al., (2019) ont montré chez Arabidopsis thaliana, chez le riz
et chez le blé un effet inhibiteur de la limitation en N sur I’activité des transporteurs de
phosphate, ce qui pourrait expliquer un défaut de translocation du P dans les autres organes de
la plante. Ainsi une accumulation racinaire du P pourrait avoir inhibé a son tour 1’absorption de
cet élément pourtant disponible dans I’environnement racinaire. Cependant les analyses
ANOVA ne mettent pas en évidence un effet significatif de la fertilisation N sur cette
composante de la PUE.

Enfin, I’efficience d’usage du P est positivement corrélée au ratio N : P de la plante.
Cela peut s’expliquer par un effet du niveau de la fertilisation en P sur la proportion du P
représenté par le compartiment graines. En effet, nos résultats ont montré que malgré une
quantité croissante de P dans les graines selon le niveau de fertilisation P, le PHI reste constant
quel que soit le niveau de fertilisation apportée. Cela se traduit par une PUE inversement
proportionnelle au P apporté. Ainsi plus la quantité de P dans la plante augmente, plus le ratio

N : P diminue et moins la PUE est élevée.
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Ce lien entre ratio N : P et PUE a deja éte observé chez le cynodon, le lierre, la potentille et la

canne a sucre, sans pour autant avoir été explicités (He et al., 2010; Teixeira et al., 2020).

Inversement, le statut N : P des plantes se révele étre anti-corrélé avec I’indice de récolte
azoté (NHI), phosphaté (PHI) et I’efficience d’utilisation de I’azote (NUtE). Les indices de
récoltes ont, dans nos expérimentations, variés en fonction de la fertilisation apportée avant
vernalisation. En effet, I’expérimentation conduite en fort azote (plantes N+) a généré des plants
de statut N :P élevés et celle conduite en faible azote (plantes N-) a généré des plants de statut
N : P plus faibles. Les valeurs de PHI et de NHI les plus faibles ont été trouvées pour les plantes
N+. Cette culture est également caractérisée par une utilisation des nutriments pouvant étre
considérée comme une « consommation de luxe » dans la mesure ou I’apport de nutriments n’a
pas engendré d’augmentation ni du rendement, ni de la quantité de N ou de P exportés. Le reste
des nutriments absorbés est principalement resté dans les péricarpes, les feuilles chutées, et,

dans une moindre mesure, les tiges.

Ces résultats semblent donc indiquer qu’une limitation des apports en N et P sans
affecter le rendement est possible via I’ajustement des fertilisations N et P. Méme si ces
limitations conduisent a des plantes présentant de faible statut N : P, le rendement peut étre
maintenu via 1’augmentation des performances agroenvironnementales en termes de NUE et
PUE. Ces résultats soulignent la plasticité de la physiologie de cette espéce végétale pour

assurer un rendement constant méme en conditions de faibles intrants.
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Plusieurs perspectives peuvent étre envisagées suite a ces observations :

1.

3.

L’exploration des données obtenues au cours du marquage au N pourrait apporter des
informations complémentaires sur les dynamiques de 1’azote au cours des stades
reproducteurs du colza.

Ces données mériteraient d’étre vérifiées au champ afin de confirmer dans des
conditions non contrblées les observations faites en serre. En effet, la croissance de
plants en sol, en présence d’une communauté microbienne native associée, en
conditions pédoclimatiques variées et en fonction du contenu des autres éléments
minéraux (soufre, magnésium, etc.) pourrait largement impacter I’efficience d’usage de
N et P.

Dans la mesure ou 1’¢laboration du potentiel de rendement prend fin avec la floraison
de la plante, rechercher un statut N : P cible a atteindre a ce stade semble étre pertinent

pour aider a raisonner la fertilisation.

Au cours de I’expérimentation menée en rhizotrons (Chapitre 1VV-C2), les effets de la

souche PSB F23 (Pseudomonas sp.) ont été testés sur la croissance du colza au stade rosette.

Cette étude a été réalisée en conditions axéniques (matrice de culture sable stérile), en milieu

Hoagland modifié, sans apport de sources carbonées externes et en présence de différentes

sources de P, sous forme labile ou complexée. A la lumiére des résultats précédents obtenus sur

la croissance du colza seul, la fertilisation N et P a été congue en suivant deux ratios

correspondant aux recommandations habituelles de fertilisation en N et P (quantités non

limitantes) de la culture de colza, et a une diminution de 50 % de la fertilisation en N. Ces

recommandations induisent des ratio N:P évalués respectivement a 6,32 et 3,20.
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Comme attendu, I’application de ces deux ratios de fertilisation a montré des effets sur
la croissance du colza. De la méme facon, des effets de la souche PSB F23 ont également pu
étre révélés. En effet, avec le ratio de fertilisation N : P le plus élevé, dans le cas d’un apport de
P complexé, I’application de F23 permet une augmentation de la biomasse racinaire, ainsi que
de la teneur et de la quantité de P dans la plante entiére (particulierement significatif au niveau
racinaire) et la restauration des traits racinaires. Les profils obtenus sont alors comparables aux
plantes ayant recu du P sous forme labile. En revanche les résultats obtenus en diminuant de
moitié I’apport de N ne montrent aucun effet de la souche sur les parametres morphométriques

et le statut N ou P de la plante.

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées : 1) les effets observés sont la résultante
directe d’un impact de la limitation en azote sur la biomasse de la souche F23, comme
précédemment observés dans les sols (Aldén et al., 2001; Kamble and Baath, 2016). Dans ces
conditions, la quantité de phosphore complexé solubilisé est donc moindre, sans effet bénéfique
sur la croissance de la plante ; 2) les effets observés sont la résultante d’un impact indirect sur
la biomasse de la souche F23 et/ou I’expression de ses traits fonctionnels PSB/PGPR via la
modification des exsudats racinaires de la plante (composés carbonés, azotés, etc.). Lorsque le
phosphore est complexé, 1’azote joue un rdle primordial dans les interactions entre la plante et
la souche F23. Lorsque qu’il est présent en condition limitante, les deux protagonistes
pourraient alors avoir un mode de vie apparemment plus «individuel » que synergique

concernant I’absorption du phosphore.

Dans la mesure ou les exsudats refletent la composition des tissus végétaux, une
limitation en N pourrait alors entrainer une diminution de I’exsudation des composés azotés, et
par la méme des acides aminés (Badri and Vivanco, 2009), précurseurs majeurs dans la synthése

de nombreuses molécules a effet PGPR.
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Figure 45 : Voies de synthése de I'TAA a partir de tryptophane chez des souches bactériennes
possédant des caractéristiques PGPR (Goswami et al., 2016).
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Parmi ces molécules, nous retrouvons I'TAA (Figure 45) synthétisée a partir de
tryptophane (Spaepen et al., 2007), ou la pyoverdine, sidérophore majeur des Pseudomonas,
dont la synthése implique 11 protéines différentes (Gasser et al., 2015). De méme, la plante
pourrait exsuder moins d’ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid), dont la synthése
nécessite de la SAM (S-adénosyl methionine) étant un dérivé de la méthionine. Or I’ACC est
le substrat de I’ACC déaminase bactérienne des microorganismes PGPR (Glick et al., 2007).
Ces réductions potentielles de synthése d’auxine, combinées avec une réduction de 1’activité
ACC déaminase pourraient expliquer la diminution de longueur racinaire observée en
conditions de faible N avec I’inoculation de F23. Le métabolisme de la souche étant dédié a son
maintien dans le milieu, les interactions avec la plante deviennent limitées, expliquant la non-

démonstration de sa potentialité PGPR.

L’implication des acides aminés dans les relations plantes-microorganismes a par
ailleurs été déja observée chez les Poacées. Zhalnina et al. (2018) ont en effet montré un fort
effet de sélection de microorganismes rhizosphériques dont le génome comporte une grande
proportion de transporteurs dédiés a I’acquisition d’acides aminés et d’acides organiques. Par
ailleurs cette étude montre également que ces microorganismes représentent un véritable
compartiment « puits » pour ces macro-molécules puisqu’elles sont réellement davantage
consommées. De plus, I’étude temporelle de I’exsudation des Poacées montre une réelle
dynamique des molécules impliquées dans la communication entre la plante et son microbiote.
En effet, le recrutement des microorganismes débuterait par 1’émission d’homosérines
(impliquees dans le quorum-sensing), puis par une exsudation plus importante d’acides aminés

et organiques, pour enfin privilégier I’exsudation d’TAA.

La modification de 1’exsudation racinaire peut également induire d’autres impacts sur
les interactions plante-microorganismes. A titre d’exemple, la colonisation racinaire efficiente,

a travers la constitution d’un biofilm bactérien, peut étre impacté par des conditions de stress
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abiotiques pour la plante. 1l a été montré chez Arabidopsis thaliana que ces conditions de stress
peuvent provoquer une accumulation de y-hydroxybutyrate (GHB) (Allan, 2010). Lorsqu’il est
exsudé, le GHB peut inhiber le quorum sensing d’Agrobacterium tumefaciens. Dans la mesure
ou la proportion des composés exsudés reflete les proportions observées dans les tissus
végetaux (Nguyen, 2003), I’exsudation de GHB pourrait augmenter en conditions limitantes en
N. Le quorum sensing étant la premiére étape incontournable de la formation de biofilms
(O’Loughlin et al., 2013), la souche F23 pourrait ne pas avoir été en mesure de coloniser

I’environnement racinaire du colza.

L’ensemble de ces hypothéses ne s’excluent pas nécessairement et peuvent expliquer
certains mécanismes du basculement entre un mode de vie coopératif et un mode de vie
individuel, ou chacun des deux protagonistes préfére utiliser les nutriments a disposition pour
sa propre croissance (synthése protéique, réplication chromosomique, production de biomasse)
plutot qu’opter pour un partage des ressources mutualiste et I’expression de fonctions non-liées

a la production de biomasse et au maintien dans le milieu (Manzoni et al., 2017).

L’ensemble de ces résultats ouvre de nombreuses perspectives :

1. Etudier le rdle des exsudats qui pourraient étre impliqués dans les interactions colza-
F23. L’état des connaissances actuelles sur 1’exsudation du colza, et les difficultés
techniques pour I’étude des exsudats plus genéralement représentent cependant un frein
pour mieux comprendre le dialogue plantes-microorganismes. Ce travail pourrait étre
envisagé au sein de I'unité Aghyle, en partenariat avec les laboratoires de la SFR
Normandie Végétale.

2. Etudier in situ des activités enzymatiques d’intérét (phosphatase alcaline, arylamidase)

par zymographie (Spohn et al., 2018) dans I’ensemble des conditions de 1’expérience.
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Des mises au point sont en cours mais n’ont pas permis a ce jour de réaliser ces analyses
dans les temps de 1’expérience. Ce travail pourrait étre poursuivi en collaboration avec
le Dr Yakov Kuzyakov, de I'université de Gottingen.

Suivre le développement de la biomasse de F23 par mesure de son abondance dans la
matrice de culture (approche microbiologique classique, de biologie moléculaire de
microscopie par la mise en ceuvre d’une souche transformée) pour la compréhension du
mécanisme en lien avec la dynamique de la solubilisation du phosphore complexé dans
le milieu et selon le stade de développement de la plante.

Suivre I’expression de génes de fonction liés a I’acquisition et la solubilisation du P par
analyses de biologie moléculaire (RT-PCR suivi de PCR en temps réel). Il s’agit ici de

pouvoir explorer les conditions nécessaires a I’expression de traits PSB et PGPR.

L’ expérience en serre (Chapitre 1VV-C1) mise en ceuvre avait pour objectif de mesurer

I’effet de ’inoculation de la souche F23 sur la croissance du colza mais également la résultante

sur les communautés microbiennes autochtones. Pour cela, un gradient de fertilisation P

décroissant par rapport a la dose recommandée par le COMIFER (COMIFER, 1995) a été

appliqueé sur un sol présentant a 1’origine une faible disponibilit¢ en P. Ce gradient de

fertilisation P a permis de générer des ratios de fertilisation pour N et P non limitant, de 4,4, 2,2

et 1,1 (pour respectivement une fertilisation en P optimale, réduite de 50 % ou de 75 %, mais

également sans fertilisation P). Les effets positifs de 1’apport de la souche PSB F23 sur le colza

n’ont été observés que pour les plantes recevant une fertilisation en P réduite de 50 % (en

condition non limitante en N et en C).
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En effet, dans ces conditions, les propriétés physico-chimiques résultantes du sol se
révélent alors semblables a celles d’une fertilisation optimale, et les plantes se caractérisent par
une plus grande biomasse et une plus grande quantité de P racinaire. L’analyse de la structure
des communautés microbiennes du sol, obtenue par séquencage Illumina montre que
I’adjonction de la souche F23 entraine une modification des communautés bactériennes
comparées aux modalités témoin. Un facteur explicatif de ces modifications semble pouvoir
étre attribué directement ou indirectement a la présence de F23 et/ou ses effets induits sur les
caractéristiques du sol et de la plante. Ces résultats mis au regard des résultats obtenus sur la
croissance de la plante illustrent la constance des effets de F23 sur les communautés
bactériennes associées au colza et I’importance du ratio de fertilisation N : P dans I’expression
du potentiel bénéfique de ces microorganismes. Nous pouvons émettre I’hypothése que les
effets positifs de telles réorientations dans la rhizosphére sont conditionnés par un seuil
minimum de P disponible dans la solution de sol, comme observé dans une méta-analyse
regroupant les effets de différents parameétres abiotiques sur 1’efficacité de souches PSM

(Schiitz et al., 2018).

Par ailleurs, I’analyse fine des populations bactériennes présentes dans la rhizosphére
suite a I’inoculation de F23 chez les plantes recevant 50 % de fertilisation P permet d’observer
une décroissance d’abondance de genres bactériens liés a un potentiel biocontrole (et d’un genre
fongique pathogéne) et en paralléle 1’augmentation de genres bactériens liés a la nutrition
(notamment soufrée) et la promotion de la croissance végétale. Ce constat permet d’émettre
I’hypothése d’un changement de spécialisation du microbiote associé¢. Dans cette configuration,
I’immunité de la partie végétale de I’holobionte pourrait alors ne plus reposer que sur ses
propres moyens, notamment par la production de glucosinolates, en lien avec le métabolisme
du soufre (Siebersetal., 2018; Zhao et al., 1997), et non plus par le recrutement d’un microbiote

protecteur.
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Les Brassicacees expriment une forte pression de sélection sur les microorganismes de
leur rhizosphére par I’intermédiaire des glucosinolates et des isothiocyanates résultants de leurs
dégradations (Bressan et al. 2009). Il a déja été démontré que ces molécules sont un facteur clé
de I’augmentation de la quantité de PGPR, mais également de la diminution de 1’abondance de
Pseudomonas (Siebers et al., 2018). Néanmoins, Gkarmiri et al. (2017) ont montré que les
Pseudomonas représentaient la majorité des ARN bactériens de la rhizosphére, indiquant la trés
grande activité de cette communauté. Ainsi, la souche F23 pourrait avoir franchi cette barriere
de sélection, puis son activité pourrait avoir été favorisée par I’influence du colza lorsque les
conditions de fertilisation P étaient favorables. Cette activité a alors provoqué une réorientation
dans le profil des microorganismes PGPR recrutés.

Ces premiers travaux sur les effets de I’inoculation de F23 sur la croissance du colza et
les modifications des communautés microbiennes autochtones en réponse a un gradient de
fertilisation P soulévent de nouvelles questions et permettent d’envisager les perspectives
suivantes :

1. Evaluer l’effet de la souche F23 dans d’autres contextes pédologiques, sols avec des
caractéristiques physico-chimiques contrastées, en écosystémes miniaturisés en serre et
en conditions de plein champ.

2. Tester d’autres génotypes de colza ayant des comportements différents en terme (i)
d’efficience d’usage du N et/ou du P, ou (ii) de réponse a une limitation de la
disponibilité en P que le génotype Aviso.

3. Reéaliser des analyses transcriptomiques et/ou protéomiques ciblées sur les génes ou les
protéines impliqués dans la solubilisation du P et I’expression de traits PGPR dans
’objectif de mieux comprendre les mécanismes d’action de la souche F23

4. Révéler les effets de I’ajout de la souche F23 sur les interactions entre les populations
microbiennes au sein de 1’écosystéme rhizosphériques, notamment au travers d’analyses

en réseau de co-occurrence (« network analysis », Barberan et al., 2012).
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Figure 46 : Ratios de fertilisation N : P testés a 1’échelle de I’individu, du couple colza-F23
ainsi que du phytobiome. En vert, les ratios pour lesquels les meilleures performances
agronomiques et de coopération plante-microorganismes ont été trouvees.
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Au cours de I’ensemble de ces expériences, différents ratios de fertilisation N : P ont
donc été testés sur la croissance du colza et la qualité des relations que cette culture entretient
avec les microorganismes rhizosphériques (Figure 46). Les meilleures performances
agronomiques pour le colza, seul, ont été obtenus pour les ratios les moins élevés. En effet, bien
que les plantes soient capables d’absorber plus de nutriments pour des ratios de fertilisation N
: P plus éleves, les performances agronomiques de la variété étudiée (cv. Aviso) n’en sont pas
pour autant améliorées. Néanmoins, les autres expériences incluant 1’'usage de biointrants et le
recrutement d’un microbiote rhizosphérique d’intérét ont permis d'affiner les niveaux de
fertilisation N et P pour définir un ratio permettant un fonctionnement optimal de I’holobionte
colza-microorganismes rhizosphérique. En effet, un ratio de fertilisation N : P trop faible serait
soit le signe d’une quantité de P disponible ne nécessitant pas le recrutement de PSM, soit le
signe d’une carence en azote, qui serait susceptible de rompre le dialogue entre les deux
compartiments de 1’holobionte. Au contraire, un ratio de fertilisation N : P trop élevé, signe
d’une limitation possible en P disponible, pourraient entrainer des phénomeénes de compétition.
Les ratios de fertilisation N : P obtenus lors des cultures sur sable (a I’échelle de I’individu
(Chapitre IV-A) et de la coopération plante-PSM (Chapitre 1V-C2), Figure 46) différent de ceux
obtenus en sol dans la mesure ou la fertilisation P apportée peut avoir été rapidement adsorbée
aux particules de sol et ne refletent pas les conditions observées en sable. De plus, la présence
d’une abondante communauté microbienne native modifie intrinséquement le fonctionnement
général du systéeme. En condition axénique, un ratio de fertilisation N : P aux alentours de 6
semble étre idéal, et pourrait de fait plutot correspondre a un ratio de fertilisation aux alentours

de 2 en culture sur sol.
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Cette hypothése nécessite d’étre vérifiée par la répétition de 1’expérience en utilisant

des sols présentant des parametres physicochimiques variés, mais aussi étre testée au champ.

Ces considérations pourraient étre la base d’une réflexion pour de nouvelles
recommandations de fertilisation basées sur la prise en compte de I’holobionte du colza, et non
plus en considérant la plante seule. En effet, pour un rendement de 35 quintaux par hectare, il
est aujourd’hui évalué que le colza doit absorber 245 unités d’azote (a raison de 7 U par quintal
de rendement, Terres Inovia, 2019a) et 90 unités de P2Os (Terres Inovia, 2019b), ce qui
correspond a un ratio de fertilisation N : P de 13,8. Dans une perspective de production de colza
plus durable, 1'usage de PSM en tant que biointrant d’avenir pourraient permettre un
abaissement de ce ratio et conduire & une réduction concomitante des niveaux de fertilisations

N et P, en augmentant la proportion de P disponible dans la solution de sol.
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C.  Le pilotage de la culture de colza par ingénierie écologique : de la

souche a la graine
C-1  Impacts de [exigence en P sur la sélection de PSM de profils distincts

Un screening de souches PSM a été réalisé a partir de sols préleves sous trois couverts
distincts : une culture de colza, de pois d’hiver et de féverole. Alors que le colza est connu
comme exigent vis-a-vis du phosphore, les légumineuses ont quant a elles des exigences plus
modérées (Bolland et al., 1999; Bolland and Brennan, 2008). De maniére intéressante, la culture
du colza semble avoir conduit a la mise en place d’un micro-environnement caractérise par une
plus grande proportion de souches de plus grande efficience de solubilisation du P. Des travaux
précédents menés sur la culture d’aubergine (Li et al., 2019), ont démontré de la méme fagon
la plasticité et la modulation du recrutement de souches PSM au cours du développement de
cette espece végétale, pour atteindre un potentiel maximal au stade phénologique nécessitant le
plus de P.

De plus, deux profils distincts d’action des souches PSM ont pu étre mis en évidences.
Un profil dit de solubilisation directe, caractérisé par de plus grands indices de solubilisation
sur milieu Pikovskaya, et par la production d’acide gluconique a été principalement trouvé
parmi les souches isolé€es sous colza. A I'inverse, les souches trouvées sous les I€égumineuses,
de profil plus indirect, sont caractérisées par une plus grande proportion de souches produisant
des sidérophores et de ’auxine. Les souches présentant les efficiences les plus élevées en
conditions de N et P plus stringentes se sont révelées avoir un métabolisme plus large, mais
aussi une plus grande capacité d’utilisation du phytate et de I’ACC en tant que source d’azote.

En réponse a une carence en P, le colza va généralement miser sur une élongation
racinaire, tandis que les legumineuses auront davantage tendance a sécreter des phosphatases

et a acidifier le milieu dans le but d’accéder aux ressources P du sol (Honvault et al., 2020).
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Nos résultats suggérent que les plantes auraient ainsi tendance a sélectionner des
microorganismes PSM déployant des fonctionnements complémentaires a leur propre stratégie
intrinséque, ce qui pourrait constituer une opportunité a saisir pour modeler une communauté
microbienne des sols, potentiellement transmise a la culture suivante (Bakker et al., 2018). Cet
héritage microbien serait alors remobilisable au fil des cycles de culture, permettant une
diminution des intrants et contribuant a améliorer la performance environnementale des grandes
cultures.

Dans la continuité de ces travaux, plusieurs perspectives sont a envisager :

1. Elargir ces observations a I’ensemble de la communauté rhizosphérique par une
approche génomique (PCR quantitative ciblée) permettant de suivre I’expression de
fonctions d’intéréts dans la rhizosphére de plantes dont les besoins en N et P sont
variables.

2. Obtenir des profils d’exsudats racinaires de multiples especes végétales et variétés dans
des conditions nutritionnelles contrastées afin de mieux comprendre les facteurs
explicatifs de la composition des exsudats et I’impact sur le recrutement de

microorganismes.

L’un des principaux écueils rencontrés lors de 1’usage de biointrants repose sur la
capacité des souches testées a se maintenir dans un nouveau milieu dans lequel régne une forte
compeétition avec les communautés microbiennes natives, ainsi que I’ensemble de la chaine
trophique (protozoaires, nématodes bactérivores, phages ...). Une fois cette premiére étape
franchie, le microorganisme apporté doit étre capable de reconnaitre les signaux de
recrutements €mis par la plante, se mouvoir par chimiotactisme, coloniser 1’environnement
rhizosphérique et enfin exprimer un phénotype promouvant la croissance végétale (Trivedi et

al., 2020).
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Nos résultats ont souligné le rdéle primordial de la sélection des microorganismes
d’intérét par la plante, afin de subvenir a ses exigences nutritionnelles. Ainsi, prendre en compte
le couvert végetal et son stade de développement dans le but d’isoler des souches PSM pourrait
se révéler étre une alternative prometteuse. Cependant, 1’origine d’une souche ne garantit pas a
elle seule le succes de I’expression de son potentiel sur la croissance végétale lors de son
inoculation sur la méme plante, ni méme sa capacité a pouvoir coloniser un environnement
équivalent a celui dont elle est issue. En effet, ici, la souche isolée sous colza (C12), qui était la
plus prometteuse des trois souches testées, n’a pas montré d’effet sur la croissance de cette

méme espece végétale ou I’acquisition de nutriments.

Les stratégies expéerimentales de recherche de PSM reposant sur 1’isolement de
microorganismes a partir d’environnements adaptés peuvent constituer une voie privilégiée.
Les résultats de nos travaux offrent une perspective différente qui repose sur 1’évaluation des
capacités métaboliques des isolats en temps qu’indicateurs de leur potentiel de réimplantation
dans les sols. La comparaison des résultats obtenus sur la croissance des plantes et les profils
métaboliques potentiels de dégradation de substrats carbonés des PSB testés (plaques GEN 111
Biolog®) suggére un lien entre I’expression de 1’effet bénéfique de ces souches et la capacité a

utiliser certains composés susceptibles d’étre exsudés par le colza.

Seules les souches F23 et P2 (issues respectivement de la féverole et du pois) ont montré
des effets positifs sur la croissance du colza, ayant permis une réduction de la fertilisation
phosphatée de 50 %. Cependant, la souche P2 a montré des effets particulierement délétéeres
lorsque la fertilisation P était insuffisante. Ces deux souches étaient capables d’utiliser le
malate, qui a été démontré comme étant un acide organique jouant un role-clef dans le

recrutement de microorganismes PGPR dans la rhizosphére (Rudrappa et al., 2008).
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F23 se distingue par sa capacité a métaboliser un plus grand nombre de sources de
carbone, dont de nombreux sucres tels que le cellobiose, mais principalement un grand nombre

d’acides carboxyliques et d’acides aminés.

Outre le fait que I’utilisation d’un grand nombre de substrats favorise la compétitivité
d’une souche bactérienne dans la colonisation d’un nouveau milieu, la capacité a utiliser des
acides carboxyliques et des acides aminés pouvant étre exsudés par la plante hote représente
une piste d’intérét pour sélectionner des souches PGPR a haut potentiel. En effet, la souche F23
a montré une forte capacité a se développer en utilisant en particulier le citrate et le succinate,
qui sont susceptibles d’étre exsudés par le colza (Shahbaz et al., 2006). Bien que I’exsudation
d’acides organiques soit treés largement proposée comme un moyen inhérent a la plante de
solubiliser du phosphate (Gerke, 2015), il pourrait également constituer un moyen de recruter

des microorganismes solubilisateurs de phosphates dans les situations de carences.

La dégradation ou I’utilisation des acides aminés est également importante a prendre en
compte dans la recherche de souches PSM dans la mesure ou un grand nombre de traits PSM
et PGPR recherchés utilise des acides aminés comme précurseurs, ou sont dépendant de la
synthése protéique. En effet, la synthése d’auxine est réalisée a partir du tryptophane (Spaepen

et al., 2007) et la production de sidérophores comme la pyoverdine (Gasser et al., 2015).

En conclusion, la prise en compte du métabolisme bactérien dans son ensemble, et la
susceptibilité a répondre a des stimuli d’origine végétale semble étre des indicateurs pertinents
dans la recherche de souches PGPR. Par exemple, de nouveaux milieux de criblage pourraient
étre élabores en ce sens pour évaluer la motilité en réponse aux métabolites secondaires de la
plante qui sont aujourd’hui considérés comme des moyens putatifs de recrutement de
microorganismes d’intérét, comme I’'TAA, 1’éthyléne ou certains acides organiques précités

(Pang et al., 2021).
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L’écueil principal a I’heure actuelle dans la mise au point de tel milieu repose
principalement sur le manque d’informations relative a 1’exsudation des plantes. En effet, les
méthodes existantes pour étudier I’exsudation racinaire impliquent d’obtenir des plantes dont
les racines sont facilement accessibles : cultures en hydroponie, en rhizotrons, techniques de
split-root, de percolation ou de microsuccion ... Ces techniques ne permettent pas encore de
récolter la totalité des composes exsudes, étant donné la variété de ceux-ci. En effet, les exsudats
regroupent des composeés solubles tels que les acides organiques, des sucres, des acides aminés
mais également des gaz et des composés volatiles tels que les flavonoides, de la camalexine ou
de I’éthyléne (Cotton et al., 2019; Nguyen, 2003; Oburger and Jones, 2018). La composition
des exsudats racinaires est particulierement variable dans le temps, en fonction de la texture du
substrat, la présence de microorganismes, ainsi que des facteurs intrinseques a la plante comme
le génotype, le stade phénologique ou son statut nutritionnel (Wichern et al., 2008). De plus,
les microorganismes présents dans I’environnement racinaire vont rapidement consommer une
partie de ces rhizodépots, ou encore ceux-ci vont étre finalement réabsorbés par les racines
(Oburger and Jones, 2018). Les limitations énoncées ci-dessus ne concernent que les composes
€mis par les plantes pour recruter les microorganismes, mais il convient également d’acquérir
de nouvelles connaissances sur la suite de ce dialogue inter-régne. En effet, connaitre la réponse
des microorganismes a ces signaux pourrait également permettre de mieux sélectionner des

souches d’intérét capables d’exprimer des phénotypes promouvant la croissance végétale.

Enfin, prendre en compte 1’ensemble des éléments discutés dans ce chapitre, a savoir :

- le recrutement de microorganismes PSM dont I’efficience de solubilisation répond aux
exigences de la plante

- une meilleure connaissance des composés exsudés pour recruter ces microorganismes

- Laréponse de ces microorganismes a 1’appel de 1’hote permettrait de créer des modalités
de sélection de microorganismes ciblant spécifiguement une espéce végétale, ou a plus

haut potentiel d’implantation une fois utilisé au champ.
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Figure 47 : Approches intégrées pour explorer et exploiter le microbiome associé a la plante
pour de nouvelles stratégies agricoles (Song et al., 2020).
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D.  Conclusion générale : comment modeler les sols et conditionner un état

souhaitable favorable a la croissance du colza ?

Le microbiote du sol constitue un réservoir de genes et de fonctions bénéfiques pour
soutenir la croissance et la santé des plantes. Sa manipulation représente un levier puissant pour
I’amélioration de la performance des cultures (Raghavendra and Santhoshkannada, 2020; Song
et al., 2020, Figure 47) et constitue ainsi une solution écologique pour une production agricole
durable, par la réduction de I’apport de fertilisants d’origine chimique ou miniére. La
perspective de pouvoir fagonner une composition désirable du microbiote racinaire pour une
relation optimale entre les plantes et les microorganismes semble de plus en plus prometteuse

(Verma, 2018). D’un point de vue agronomique, cette approche repose sur (Figure 48):

- La conception de systémes de culture agroécologiques innovant par 1’optimisation des
successions culturales de maniére a prendre en compte 1’héritage du précédent ou encore
I’utilisation d’une culture associée (Génard et al., 2017; Terres Inovia et al., 2019).

- L’application de biointrants, formulés en Syncoms (Synthetic Microbial Community),
apportés sous forme d’enrobage ou pelliculage des semences, permettant d’obtenir des
plantes avec des consortia de microorganismes associés améliorant la vigueur végétale.

- La sélection de nouvelles variétés de colza en prenant en compte les capacités de
communication, de recrutement et de coopération de la plante avec des microorganismes

bénéfiques.
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que le raisonnement des fertilisations N et P. Par le biais des exsudats racinaire permettant de
recruter et d’assembler des communautés microbiennes désirables, et grace a I’application d’un
ratio de fertilisation N : P raisonné, I’instauration et la contribution de la souche F23 permet un
meilleur fonctionnement des microorganismes de la rhizosphére et ainsi optimiser la croissance
du colza.
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L’état souhaitable d’un sol ne se résume pas uniquement a son état biologique mais
également a ses caractéristiques physicochimiques. Nos résultats ont aussi démontré
I’importance de la disponibilité en N et P, outre pour 1’¢laboration du rendement et surtout de
la qualité grainiére, aussi pour la mise en place d’une coopération optimale entre plantes et
microorganismes. En effet, cette disponibilité doit non seulement correspondre aux besoins de
la plante mais également répondre aux regles des « microbial economics » (Cleveland and
Liptzin, 2007) pour assurer 1’expression de fonctions bénéfiques et la coopération de tous les

acteurs de I’holobionte.

A I’heure de I’agriculture de précision et du tournant vers le « smart-farming » (Hartman et
al., 2018), de nouveaux outils de diagnostic et d’aide a la prise de décision au champ pourraient
permettre de piloter en temps réel et d’ajuster la fertilisation en prenant en compte
I’hétérogénéité de la parcelle. L’utilisation d’outils portatifs ou embarqués, voire d’imagerie
satellitaire (Vaudour et al., 2019), et non destructifs permettant d’obtenir instantanément le
statut N et P des plantes en croissance ou encore 1’état bio-physico-chimique des sols pourrait
permettre d’évaluer 1’utilité et la pertinence de nouveaux apports de fertilisants et biointrants.
Parmi ces outils, 1’usage de capteurs basés sur des mesures de réflectance (systeme NIRS), de
capteurs de type fluorimétre (Multiplex©) et d’analyseurs directs des teneurs en éléments
minéraux (par XRF (fluorescence a rayons X) pourraient se révéler particulierement utiles.
Dans cette dynamique, en s’appuyant sur la compréhension des relations sols-plantes-
microorganismes, les avancées scientifiques favoriseront la transition agroécologique de

I’ Agriculture.
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Annexe 1 : Communication affichée au 6™ congreés international Phosphorus in
Plants and Soils (Louvain, Belgique, 2018)

Optimization of phosphorus availability in soil: impact of Phosphate-Solubilizing Microorganisms
on rapeseed growth and nutrient use efficiency.

Charlotte AMY?*2, Mélanie BRESSAN?, Karine LAVAL?, Jean-Christophe AVICE?!

LUMR INRA/UCN 950 Ecophysiologie Végétale et Agronomie (EVA), SFR Normandie-Végétal FED 4277,
Université de Caen Normandie, Esplanade de la paix, F-14032 Caen, France
2UnilLaSalle, unité de recherche AGHYLE, UP 2018.C101, SFR Normandie-Végétal FED 4277, 3 Rue du
Tronquet - CS 40118, F-76134 Mont-Saint- Aignan, France

Phosphorus (P) is an essential element that is necessary for plant and soil microbial
development and growth, but limiting because of its low availability and mobility in soil*. Phosphate,
the only form that plants can absorb, is largely complexed in organomineral particles?. The pool of
soil available P is mainly supplied from organic matter mineralization and dissolution of clay-P, Fe-P
and Al-P complexes. Moreover, the majority of the applied inorganic P fertilizer in soil is not available
to plants. This low availability is generally balanced by excessive addition of P fertilizers, leading to
environmental problems3.

Rapeseed, an oleoproteaginous crop of interest in France and Normandy, is characterized by
high requirements in P and also nitrogen (N). This specific requirement is partially due to low nutrient
use efficiency in this crop. During leaf senescence, incomplete proteolysis leads to low remobilization
of endogenous nutrients. To promote access to poorly available nutrients, like P, rapeseed is likely to
recruit soil microorganisms through root exudation®. These specific microorganisms called « PSM »
(Phosphate-Solubilizing Microorganisms) can improve plant nutrition by increasing organic P
mineralization or with efflux of molecules directly acting on complex P forms®. These microorganisms
of interest represent a possible efficient alternative to mineral fertilization®.

In this context, the aim of this work is to evaluate the agronomic effect of efficient
biofertilizers composed of beneficial microorganisms on rapeseed growth. Besides agronomic
performance, the objective is also to apprehend direct or indirect processes implicated in P and N
uptake. More particularly, the impact of microbial consortium and individual PSM, isolated from
rapeseed rhizosphere, will be evaluated on plant growth and microbial dynamics linked to P and N
cycles. Indeed, known reciprocal synergy between P availability and N cycle functioning, little
studied, and the strong link between P and N metabolisms highlights the interest to consider the
nutritional interactions P x N to improve use efficiency of these two elements.

Key words
Rapeseed, biofertilizers, nutrient use efficiency
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Context and Hypotheses :

Available Phosphorus (P) is a scarce element in soils for plants and micro-organisms growth due to its quick Nutrients required for a yield of 35 g/hall :
complexation in soils to organomineral particles such as clay, Iron or Aluminiuml'l. P-Solubilizing ExpormdMResiitedRom
Microorganisms (PSM) are able to solubilize complexed P. To face nutrient limitations, plants and micro- ko NN 350
organisms interact through rhizodeposition for instance to enhance availability of limiting elementsl?l. N o I 244
Rapeseed (Brassica napus L.) is a major oleoproteaginous crop which requires high Nitrogen (N) ! and P cco v 174
inputs and presents a low N and P use efficiencies. Furthermore, little is known concerning rapeseed vo [l &7
interactions with soil micro-organisms in relation with P and N availabilities in soils. :003 ~ - 21

Our hypotheses are : i) Optimisation of P nutrition in rapeseed can enhance P and N use efficiency, ii) Unit: kg / ha
Rapeseed can recruit PSM through rhizodeposition iii) Changes in P availability in soils can modify N cycle

dynamics. 4 :
. . e e £~
g G g ﬁgﬁ' \ *’
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Objectives, experimental design and preliminary results 9 3

Objective 1: Interactions of N x P nutrition in rapeseed Objective 2: Crop effect on potential beneficial soil microorganisms <,‘ ;

Several N and P treatments are applied after Plot 1 ’ Plot 2, A
vernalization to mimic conventional
fertilization inputs. i

N treatments correspond to 100% and 66% = batad L
of optimal N fertilization Pisum sativum Brassica napus Vicia faba

P 10% \ \ / A~
P treatments correspond to 100, 50 and 10% J A

d / I
15N labelling ‘ of optimal P fertilization Culturable soil microbial communities

PSM screening Siderophore production IAA* production >
Qe }1‘ =/l
=== 3 : ;
| R e .
N and P remobilisation assay (X-Ray fluorescence, ICP-MS) BRI *) e o y
King B medium * indole-3-acetic acid

Preliminary results : b Preliminary results :

+ 299 strains were isolated from soils under winter pea (Pisum sativum), rapeseed
(Brassica napus) and faba bean (Vicia faba)

4x107 + 166 strains have shown a positive solubilization index
ol Lo Treatments * Positive strains have been tested for auxin (IAA) production
(ppm in dry matter) P 0% : . = L . -
a b E]‘QO// Table 1 : Isolated strains presenting positive solubilization index and other potential ,_’i
2x107 < \ growth promoting properties such as IAA or siderophore production. ¢
b PVK = Pikovskaya medium, NBRIP = NBRIP medium. Solubilization index = solubilization halo size / colony size o
b : 3 Crop Strain | PVK ilization index NBRIP ilization index | IAA ion (ng/pL) i i
Pisum sativum |P21 1,176 1,297 208,400 + 1
a ab Pc12 1,000 1,698 97,200 +
a @ a g a Vicia faba F46 3,674 1,600 76,300 +
o ¥ Fe30 1,368 1,314 99,700 - i
0 Shoot Growing  Mature  Senescing Roots ors 210 1000 147,600 i
] ] = S ety ) Brassica napus|C17 1,000 1,401 297,126 NA
Figure 1 : P content in organs of rapeseed at vegetative stage in response to various P c32 1,824 2,540 211,600 NA
treatments. Plants were grown on Hoagland (3,75mM NO,) solution. P was measured by X-Ray Fluorescence (XRF). gz;f 1'222 ;3?? ﬁg'ggg :2

Letters indicate significant differences between means within each organ (Tukey’s test).
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Objective 3: Effect of PSM inoculum on rapeseed growth and N/P cycles . 2
Morphometric and physiological traits

Biomass production, root architecture, seed yield
P and N efficiencies, changes in P and N fluxes
Biological soil properties
Real-time PCR analysis :
» Bacterial and fungal biomass
* N-cycling genes :

*« Ammonia monooxygenase : amoA

« Nitrite reductase : napA, narG, nirK, nirS
* P-cycling genes :

* phosphatases : phoD, phoN

* Phytase : appA

» Organic acid production : gcd

» Bacterial P transporters : pitA, pstS

Abiotic soil properties Soil pH, C N P contents
BN TASWFN LT I WIN > MW F

Conclusions and Perspectives :

« XRF quantification of P in dry matter is sensitive enough to measure the relative P content in starvation conditions for rapeseed

» N use efficiency will be assessed with various nutritive conditions also by Nitrogen Balance Index (NBI) monitoring thanks to fluorimetric method (Multiplex®)

* Quantitative P solubilization and organic acids production assays will be carried out in order to better discriminate PSM under each crop

« Other analyses will be done to test other growth promotion properties and protection against pathogens : HCN production, ACC deaminase activity, Germination test

Interesting microorganisms will be identified by DNA sequencing
D AN J AR, W Wih ATHEE BF LN N VOSSN
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Impacts of phosphate limitation and its interactions with nitrogen
fertilization on the agronomic performances and nutrient use
efficiencies of rapeseed

Charlotte AMY 2, M. BRESSAN °, K. LAVALP and J.C. AVICE?

# UMR INRA/UCN 950 Ecophysiologie Végétale et Agronomie (EVA), SFR Normandie-
Végétal FED 4277, Université de Caen Normandie, Caen, France
® UniLaSalle, unité de recherche AGHYLE, UP 2018.C101, SFR Normandie-Végétal FED
4277, Mont-Saint- Aignan, France

Phosphorus (P), and especially phosphate has been largely described as a limiting nutrient for
plant growth because of its low availability and mobility in soil. The scarcity of available P is
due to its quick and massive complexation and adsorption on organo-mineral particles. As a
matter of fact, plant P uptake is supplied by new inorganic inputs (as fertilizers or through
mineralization) and very few by desorption from legacy P.

Rapeseed (Brassica napus L.) is a major oleaproteaginous crop in France due to high content
of healthy fatty acids and a good proteic content in the meal for livestock feeding. This culture
is characterized by a low Nitrogen and Phosphorus Use Efficency (NUE and PUE), leading to
high fertilization levels and increasing environmental risks, such as eutrophication of aquatic
environment and greenhouse gas emissions. This balance between plant requirements and
associated risks can be linked to other nutrients regarding elementary ratios existing in plants.
In this context, few studies have investigated P and N interactions in rapeseed.

To assess these interactions we assume that adjustment of P and N fertilizations can improve
both PUE and NUE without decrease of seed yield and quality in rapeseed. To test this
hypothesis, a greenhouse experiment was perfomed on winter rapeseed (cv. Aviso) subjected
to 3 levels of phosphate (225, 112.5 or 22.5 mg of KH2PO. per plant) combining with 2 levels
of N fertilizations (525 or 350 mg KNOs per plant) applied at the bolting stage. A *N labelling
method was used to evaluate the dynamics of N partitioning and remobilization. P allocation
and remobilization in different organs were determined using X-Ray Fluorescence. Other
parameters were studied such as biomass, N Balance Index, and components of seed yield
and quality.

At the flowering stage, significant effects of N and P fertilization have been observed on the
partitioning of P in the plant. For instance, P allocation in growing leaves was significantly lower
in high N conditions (-30%). This decrease was to the benefit of reproductive organs for which
P allocation was highly significantly drived by PxN interaction. Indeed, the more P fertilization
was high, the less P was allocated to flowers (-11%), while improving N fertilization increased
P allocation towards flowers (+18%). At the pod filling stage, there is a significant effect of N
starvation on silique biomass (-31%) while level of P fertilization and PxN interactions have no
significant impact. These first results suggest that in response to limitation of P fertilization,
rapeseed is able to increase PUE to satisfy the requirement of P in siliques and seeds. Further
analyses will bring more informations about the effect of P and N fertilizations on P partitioning,
N fluxes (by **N labelling data) and seed yield and quality.

Keywords : Rapeseed, Nitrogen and Phosphorus Use Efficiency, nutrient interactions



Impacts of phosphorus limitation and its interactions with ﬁ]thgen feriilisation

NGRMANDIE on the agronomic performances and nutrient use efficiencies of rapeseed
Charlotte AMY.2b, M. BRESSAN b, K.LAVALP and J.C. AVICE® 2NORWANDIE
@ UMR INRA/UCN 950 Ecophysiologie Végétale et Agronomie (EyA)‘, SFR Normandie-Végétal FED 4277, Université de Caen Normandie, Caen, France VEGETAL

Context & Objectives :
Rapeseed crops are known to have high nitrogen (N) and phosphorus (

b UniLaSalle, unité de recherche AGHYLE, UP 201§;C101, SFR Normandie-Végétal FED 4277, Mont-Saint- Aignan, France
A A\

LaSalle yle

P) requirements!yl. Those nutrients, often provided through mineral fertilizers have been described as

responsible of environmental issues such as greenhouse gaz emissions and eutrophication of aquatic ecosystems/2l. Since N and P are both involved in same metabolic pathways
and interact at rhizosphere level}, little is known about nutritive optimization on agronomic performances in rapeseed (Brassica napus L.). In this context, our objectives were to
determine the impacts of crossed P and N fertilizations on agronomic performances (seed yield and N and P use efficiencies) and seed quality components.

Greenhouse experiment

Genotype: Aviso
After vernalization :

s 2 N levels : 2,5 atom% 2°N labelled

aniss Agronomic indices

42 Match 86 01-04 22:38
Time 2.0

[l % Mo | Quantitative variables :
Fo 66.3511.80.7400 0.37 . Seed y|e|d

Cr 78.0048.082000 0.16 A
N 600 838 1050 0.1 * Harvest index : seed mass / total plant mass
Mn 0.00 M.22° 200 0.09

s Medium N (MN) =210 U.or 525 mg N / plant |

ainilis o * NUE : seed mass / N input
Mo 00 B 0% 001 * PUE : seed mass / P input

* Low N (LN) = 140 U or 325 mg N / plant

Co 0.28

T

* 3P levels: BN 2 k & Qualitative variables (NIRS) :
* High P (HP) =90 U or 225 mg P / plant on SelongOy, &6 e * Oil and proteic contents
* Medium P (MP) = 45 U or 112,5 mg P/ plant | | | | | * Healthy fatty acid composition (w6 and w3
* Low P (LP) =9 U or 22,5 mg P / plant | N and P remobilisation assay (X-Ray fluorescence -XRF- , IR-MS) ‘ content)
Seed Yield Harvest index
s =l Seed Yield
== =+ * P treatments had no effect on seed yield
« Differences have been observed between N treatments for MP and LP treatments
Sht =CH . " ) " - These results suggest insufficient P nutrition enhances plant susceptibility to N deprivation
ﬁ =
) Harvest Index
* MN /LP treatment harvest index is higher than LN treatment in other high and medium P treatments
Oil and protein relative contents Healthy fatty acids content Oil and protein relative content

50 Oil = Proteins 25 “Omega3 «Omegab

- e s, S

Content (%)

Content (%)

* Oil content was higher in LP MN treatment than in LN HP treatment
* Oil content has not been affected by other N and P treatments
* Higher proteic content was observed in MP LN treatment compared to LP treatments

Healthy fatty acids content
* Omega 3 was higher in HP LN treatment compared to LP MN treatment
* Omega 6 was higher in LP MN treatment than MP MN treatment

L Taken together these results suggest a P effect on seed quality for limited P treatments
P use efficiency P amount in seeds

P use efficiency (PUE) o mm—
* High and Medium P treatments led to low PUE 150 & 2
* For LN treatments, the more P is provided, the less PUE is high :
* N deprivation had a significant negative impact on PUE in LP treatment = . ®

X 100 o . =
P amount in seeds >
¢ For MN treatments, amount of P in seeds is decreased between HP and MP treatments Ld
PUE was dramatically increased by low P fertilization. At this fertilization level, N effect can = —
be seen without effect on P amounts in seeds. °

MN LN MN LN MN LN MN LN MN N
— ~HP MP LP P [

N partitionning at final stage Labelled N partitionning at final stage artitionning at final stage

it

=

00

~
&

2 (%)

N
@

0
;\\

No significant differences have been observed for N Use Efficiency (not shown)
N partitionning at final stage

* Roots are the only organs where differences have been observed

* For HP treatment, low N significantly increased N content in roots

Labelled 5N partitionning at final stage

O_IFEa“_nSI * As well as total N, LN HP treatments increased the part of 1°N in roots.

.F;;: % e LP treatments led to higher part of *N in fallen leaves, especially for LN

B stem treatments.

I:l roots . . . . R
These results suggest that the level of P fertilization impacts the N remobilisation
efficiency which is associated with the leaf senescence process.

Nitrogen content (mg) Labelled nitrogen content (ug)
HP MP P HP. MP P
MN N MN N LN MN N MN LN MN N

Roots 278+ 48 369+ 61 294+ 98 289+ 02
stem 26+ 09 132+ 13 134 23 101 03
Pods B35+ 350 87+ o4 181 27 11 2

Fallenleavey 108+ 22| 107+ 04 129+ 45 93+ 09

48 274+ a9 250
+ 120 16* 0§ 1601
09 97+ of 1778
18 1+ 13 758

357 2866
187| 1291
31| 91,9
92| 614

2533 + 718 2351 + 155 2664+
128 + 172| 1035 + 93 1307% 12;
1922 + 334) 1278 + 385 1229+ 10;
%03 * 219| 548+ 2 0,8+ 12

[T
e
PO

T

&

Conclusions and perspectives
* All these results suggest complex interactions between N and P, probab

ly involving remobilization mechanisms to sustain development and quality of seeds.

* While results from seeds are still expected, some organs such as roots and leaves lost during senescence seem to be potential sources to improve P and N remobilization

.+ Away to improve P availability could be through the use of P Solubilizin

g Microorganisms that are susceptible to enhance plants abilities to take advantages from soil nutrients
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Effect of three PSM strains isolated from three contrasted crop
rhizospheres on growth and N and P use efficiency of rapeseed
cultivated under various P-fertilization

Charlotte AMY 20, K. LAVAL®, J.C. AVICE? and M. BRESSAN °

# UMR INRA/UCN 950 Ecophysiologie Végétale et Agronomie (EVA), SFR Normandie-
Végétal FED 4277, Université de Caen Normandie, Caen, France
® UniLaSalle, unité de recherche AGHYLE, UP 2018.C101, SFR Normandie-Végétal FED
4277, Mont-Saint- Aignan, France

Rapeseed (Brassica napus) is a major oleoproteaginous crop in France, characterised
by high requirements in Nitrogen (N) and Phosphorus (P), leading to the use of high
amounts of fertilizers. An interesting alternative is the contribution of microorganisms
to improve plant nutrition, such as Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSM). This
strategy’s success relies on ability of bacteria to colonize plant rhizosphere. As plant
requirements can impact the recruitment of beneficial microorganisms we aimed to
evaluate the relevance of origin-linked PSM use and its efficiency on rapeseed growth.

To address this question, a PSM screening was carried out on rhizospheric soil from
rapeseed, winter pea (Pisum sativum) and faba bean (Vicia faba) and PGPR abilities
were assessed. For each explored rhizosphere, the highest solubilizing strain was
selected for a greenhouse trial with rapeseed growing on P-deprived soil. Plants were
cultivated with four P fertilization levels: an optimal fertilization (P100% corresponding
to 278 mg P20s/plant), P50%, P25%, PO supplemented or not with PSM inoculation
from each crop.

At P50% supplemented with the PSM isolated from faba bean, a successful growth
promotion was observed. Root biomass significantly increased compared to P50%
control (+70.4%) and to P100% (+83.3%) thus increasing P amount in roots (+74%).
The strain isolated from pea showed no significant effect at P50% but dramatically
decreased total plant biomass (-35.6%). Finally, the strain isolated from rapeseed
showed no effect despite higher in vitro solubilization abilities. Mechanisms of action
were then more deeply explored to understand observed effects.
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As primary productors, plants need mineral elements to sustain their growth and life cycle. Nutrients are principally provided through soil microbial processes, such as degradation of soil
organic matter or nitrogen (N) fixation(!). Phosphorus (P) is an essential but scarce nutrient in soils. Some microorganisms are described as « Phosphate Solubilizing Microorganisms » (PSM)

and can turn P into an available form for plants (2, They could represent an alternative to inputs of mineral fertilizers.

It is well known that plants can recruit beneficial microorganisms through their root exudation®. As different crops have different nutritionnal requirement and allellopathic specificities, we

assume that both P solubilization efficiency and PSM diversity differ according to plants species and so specific P requirements.

Plot1

PSM screening

Pisum sativum Brassica napus

N |

Isolation of culturable soil bacterial strains

/

Pikovskaya and Phytate Screening Media

l

Siderophore production

|

IAA* production

PSM were tested on two media, with inorganic and organic P forms

Solubilization index (SI) was calculated as follow :

Solubilisation halo diameter
S = ettt B Rl
Colony diameter

Culture on King B medium

g

P solubilization efficiencies of the isolated PSM community

Statistical test = Wilcoxon

Molecular identification

165 rRNA Primer Map

S15F D 165.1100.F16 1492R(L)

27F 519R

533F

907R  1100R 1492R(S)

895F 1237F 1391k
c«
3377 1185mR  1381bR

(T v v e

1 1500

902R 11852R 1381R

904R

Yang et al., 2016 @

Sanger sequencing of ADNr 16S

Strains characterization

IAA'= IndoleAcetic Acid

Plot1  Plot2 * For inorganic and organic forms, higher ratios were found for PSM isolated under
‘ - : ‘ ns _ ‘ rapeseed
4 T 1 5 r I i * For inorganic P (Pikovskaya medium), SI were different for rapeseed and legumes, while
@ @ i no inter-plot differences were observed for legume crops
5 % « Differences in global inorganic P solubilization efficiencies seem to follow crops specific
B3 2 requirements, described in the following table®).
é & ‘ « For organic P (phytate) SI no such patterns were found. Differences exist between PSM
_'g g 3 isolated in plot 1 and plot 2 suggesting environmental influences on mineralization.
é 2 % N requirement P requirement
2 @ & é Rapeseed High High
1 , ‘ Winter Pea Low Medium
Rapeseed Faba bean Winter pea Rapeseed Faba bean Winter pea Faba Bean Low Medium
N=66 N=51 N=38 N=26 N=31 N=11

Pikosvkaya medium, inorganic P PSM medium, organic P

siderophore producing

Percentage of strains producing siderophore among PSM are close for X
strains (%)

legume crops while rapeseed seems to recruit more PSM producing

IAA producing strains (%)

Average IAA production
(all PSMistrains) (ug/mL)

Average |AA Production
(producing strains) (pg/mL)

siderophore. Rapeseed 30,3 (20/66) 24,2 (16/66)
« No such pattern is observed concerning PSM strains producing IAA Winter Pea 23,7(9/38) 34,2(13/38)
» Higher level of IAA production is measured in Rapeseed rhizosphere Fababean 23,5(12/51) 49,0(25/51)

when considering only IAA producing strains

Rapeseed | Winter pea Faba bean

Pseudomonas sp 28 24 32
« Abundance of PSM strains is more important (jn |Bacilus mycoides B 2 E
) . . Bacillus pseudomycoides 7 2 2
number as well as in proportion) in Rapeseed B e il 3 5
rhizosphere. PSM proportions are similar for |sacillus sp 4 3 2
Iegumes. Paenibacillus 2 3 0
« Same bacterial genera were identified for the 3 |20 - 2 L 2
total PSM strains 66 38 51

crops. PSM proportion in 62,96 4270 4857
culturable bacteria (%) ¥ ! !

In Faba bean and Winter pea rhizospheres, same proportions of PSM isolates belonging to Pseudomonas and
Bacillus genera were found, compared to those isolated in Rapeseed rhizosphere.

Pseudomonas and Bacillus genera are often described as PSM in the literature(®

PSM communities in Winter pea and Faba bean rhizospheres are more similar than those observed for the 2
crops present on the same plot (Winter pea and Rapeseed), confirming the key influence of crop on the
recruitment of PSM community .

y
y

» Pseudomonas sp

19,9+6,4 74,0+ 20(7,7 - 297,1)
18,6+ 6,4 54,3+ 14,4 (2,6- 147,6)
20,8+4,6 46,5+7,1(3,5- 208,4)

Partitionning of isolated PSM strains
depending on crop cover

Rapeseed

_—— Winter Pea

o

Faba Bean
Plot 2

41%

/e
O ean
—///

~Bacillussp  ~ Paenibacillus = Others

Conclusions :

Crop requirements seem to be a key factor to explain structure and efficiency of isolated PSM strains for
inorganic P sources. Higher requirements in P may explain recruitment of beneficial bacteria with higher
potentiality in P solubilization in Rapeseed rhizosphere. We assume root exudation is an important
mechanism in this inter-kingdom communication. Crop rotation can be an important tool to manage and
shape as necessary beneficial microbial community, and so to improve long-term fertility of soils .

Perspectives :
As a result of this screening, 3 strains were selected for further analyses. These PSM isolates will be tested in
planta to assess their efficiency to sustain plant growth in complexed-P context.
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Titre : Optimiser la nutrition azotée et phosphorée du colza pour une production durable via I'utilisation
de biointrants améliorant le fonctionnement du phytobiome

Résumé : Le colza est une oléoprotéagineuse exigeante en azote (N) et en phosphore (P) mais qui estcaractérisé par
une faible efficience d’usage du N (NUE), liée essentiellement a une remobilisation médiocre du N des organes sources
vers les organes puits en croissance. Ces mécanismes de recyclage étant ATP-dépendants, une amélioration des
conditions nutritionnelles en P est susceptible d’améliorer les performances agronomiques du colza vis-a-vis des apports
en N. Faiblement disponible dans la solution du sol, le P pourrait étre rendu plus accessible pour la nutrition végétale
par l'usage de microorganismes solubilisateurs de P (Phosphate-Solubilizing Bacteria ou PSB). Déja déployés aux
champs, ces solutions, plus respectueuses de I’environnement se révelent néanmoins peu efficaces. Dans ce contexte,
les objectifs de cette thése sont d’étudier en conditions controlées I'impact de différentes stratégies de fertilisation N
et P (i) sur les performances agronomiques du colza, le rendement et la qualité des graines, (ii) sur la capacité des
plantes et de PSB isolés de sols Normands a interagir pour stimuler la croissance végétale et (iii) caractériser les effets
propres et allélopathiques de I'introduction d’un microorganisme PSB allochtone dans un nouvel environnement liés a
une amélioration de la croissance du colza (cv. Aviso). Cette étude a montré qu’un ajustement du ratio de fertilisation
N et P permettant d’abaisser les apports de N peut conduire a une optimisation de I'efficience d’usage du N et du P,
sans pénaliser le rendement et les critéres de qualité. Il ressort également que des pratiques culturales impactant le
statut N et P des plantes en fin de stade végétatif permettraient de piloter la culture de maniére précoce pour modifier
la qualité de la graine et l'orienter vers les filieres huiles ou protéines végétales. La disponibilité du P a été améliorée
par I'application de la souche bactérienne F23 (du genre Pseudomonas) isolée sous couvert de féverole par nos soins.
En effet, en culture sur sol, I'application de cette souche a permis de diminuer de 50% la fertilisation P. L’analyse
métagénomique effectuée sur les communautés microbiennes associées a I’environnement racinaire du colza a
également montré une augmentation de I'abondance relative de genres bactériens impliqués dans les cycles
biogéochimiques des nutriments ainsi qu’une diminution des genres liés a la lutte contre des pathogenes telluriques,
indiquant un changement de spécialisation du microbiote. Enfin, testée dans des conditions axéniques, la souche F23 a
confirmé son potentiel d’amélioration de la croissance végétale lorsque le niveau de N disponible n’est pas limitant.
L'ensemble de ces résultats révele les bénéfices de recourir a des pratiques innovantes de raisonnement de la
fertilisation N et P et a lutilisation le potentiel des biointrants afin d’améliorer les performances agro-
environnementales du colza dans une logique d’ingénierie écologique.

Mots clés: Interactions azote/phosphore, Colza, Phosphate-Solubilizing Bacteria, Interactions plantes-
microorganismes, Biointrants

Title: Optimizing nitrogen and phosphorus nutrition of rapeseed for a sustainable production through the
utilization of biointrants, improving phytobiome functioning.

Abstract: Rapeseed is an oleoproteaginous crop with high nitrogen (N) and phosphorus (P) requirements but
characterized by a low N Use Efficiency (NUE) largely due to a weak remobilization of N from sources organs to growing
organs during senescence. As recycling processes are ATP-dependent, improving P nutrition could improve agronomic
performances related to N utilization. Considering that P is scarce in soil solution, Phosphate Solubilizint Bacteria (PSB)
utilization could improve P availability for plant nutrition. Such biointrants are already use in fields but often show
disappointing results. In this context, the aims of this thesis were to study under controlled conditions the effects of
several N:P fertilization ratios on (i) agronomic performances of rapeseed, seed yield and quality, (ii) on plants and PSB
isolated from Normandy soils to interact and succeed in plant growth stimulation and (iii) to characterize allelopathics
and proper effects of a PSB application in a new biome, correlated with the improvement of rapeseed growth. This study
has shown that an adjustment of the N and P fertilization ratio allowing a reduction in N inputs, can lead to an
optimization of the N and P efficiencies, without penalizing the seed yield and the quality criteria. It also emerges that
cultivation practices impacting the N and P status of plants at the end of the vegetative stage would make it possible to
control cultivation at an early stage in order to modify the quality of the seed and direct it towards the vegetable oils or
proteins sectors. Improving P availability in soils has been possible by the use of a PSB strain named F23 (belonging to
Pseudomonas genus), allowing a 50% decrease of P fertilization. Metagenomic analysis revealed an increase in relative
abundance of bacterial genera implied in nutrients cycles and a decrease in relative abundance of genera implied in
pests control. These results highlight a change in the specialization of microbial communities associated to rapeseed. In
axenic conditions, F23 confirmed its potential in sustaining plant growth under non-limiting N conditions. Overall results
reveal the benefits of using innovative N and P fertilization reasoning practices and the potential of biointrants in order
to improve the agro-environmental performances of rapeseed through ecological engineering.

Key words: Nitrogen-phosphorus interaction, Rapeseed, Phosphate-Solubilizing Bacteria, Plants-microorganisms
interactions, Biointrants




