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CONTEXTE GENERAL







|.  Contexte scientifique

Les semences constituent le premier maillon de la production agricole et par conséquent, de
la chaine alimentaire. En tant que telles, elles ont une influence déterminante sur les modeéles
agricoles ainsi que sur la diversité et la qualité des aliments. Les semences représentent donc un
matériel végétal de grande valeur économique. Selon MarketsandMarkets (société de conseil), le
marché des semences atteint une valeur marchande estimée en 2021 a environ 58 milliards
d’euros, et elle va subir un taux de croissance de 6,6 % entre 2021 et 2026. En effet, I'augmentation
de la population mondiale ajoutée a la diminution des terres arables disponibles due a
I"'urbanisation, implique la nécessité d’augmenter drastiquement la production de semences et
ainsi les ressources alimentaires disponibles. Rien que pour les céréales, la FAO (Food and
Agriculture Organisation) a estimé qu’il serait nécessaire d’accroitre la production de 70% afin de
nourrir les 2 milliards de personnes supplémentaires qui vivront sur Terre d’ici 2050.
L'augmentation de la production passe irrémédiablement par une qualité physiologique et
sanitaire optimale des semences. En effet, les graines sont soumises a un ensemble de stress
biotiques (les attaques par les agents pathogénes, les insectes...) et abiotiques (le manque d’eau

ou de nutriments...) qu’il est nécessaire de contréler et de limiter.

La graine est non seulement le vecteur du patrimoine génétique des plantes mais elle est
également impliquée dans la transmission de nombreux micro-organismes dont des agents
pathogenes. Selon des rapports récents de I'ISTA (International Seed Testing Association) et de
I'ISF (International Seed Federation) réalisés sur 22 espéeces cultivées, plus de 200 agents
pathogenes des plantes sont transmis par les semences (Denancé and Grimault 2021).
L'intensification des échanges de lots de semences s'accompagne d'un risque plus important
d'introduction d’agents phytopathogénes transmis par les semences. En effet, actuellement
environ 90% des plantes cultivées sont propagées sous forme de semences (Etebu and Nwauzoma
2017). Il est donc essentiel de garantir la qualité sanitaire des semences pour éviter |'apparition

de maladies dans de nouvelles zones géographiques.

A ce jour, la gestion des agents pathogénes transmis a et par les semences repose sur la
prophylaxie, I'utilisation de cultivars résistants et les traitements de semences utilisés pendant la
production des semences ou aprés la récolte (Devi et al. 2020). La grande majorité de ces
traitements de semences est constituée de fongicides et d’insecticides. Ces traitements
représentent entre 60% et 100% des résidus trouvés sur les semences. L'Union européenne a
récemment interdit certains de ces pesticides et I'abandon de ces produits est prévu a horizon
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2050. Quelles sont les alternatives aux pesticides disponibles aujourd’hui ? En agriculture
biologique, les pesticides sont souvent remplacés par des composés a base de sulfate cuivre.
Cependant, le cuivre est potentiellement phytotoxique et s'accumule dans les tissus végétaux et
les sols. La résistance au cuivre est par ailleurs facilement disséminable entre micro-organismes.
Une autre option est basée sur des processus physiques tels que la thermothérapie ou les rayons
UVC. Ces procédés sont toutefois limités a la stérilisation de la surface des semences et ne visent
pas les agents pathogenes des plantes qui envahissent I'endosperme ou I'embryon. Enfin, les
solutions biologiques, a savoir la biostimulation (ex : pratiques agricoles favorisant les micro-
organismes bénéfiques) ou le biocontrdle (ex: enrobage des semences), sont des options
prometteuses. Cependant, I'efficacité de ces solutions peut se révéler trop faible pour la
biostimulation ou trop variable pour le biocontrole. En biocontréle, I'importante variation
s'explique généralement par la sélection empirique du micro-organisme employé et la faible

viabilité de I'inoculum dans le temps (Bashan et al. 2014).

De nouvelles approches pouvant limiter ces variations consisteraient, dans un premier
temps, a utiliser spécifiguement des micro-organismes natifs du microbiote des semences comme
agents de biocontréle, en enrobage aux semences. Cependant, il est important de bien
caractériser ces micro-organismes dans leur habilité a se transmettre a la jeune plantule. En effet,
un micro-organisme retrouvé sur les semences n’est pas nécessairement transmis a la future
plantule. C'est pourtant a ces stades précoces du développement de la plante (germination,
levée), que le microbiote des semences va agir sur le bon développement de la plante (Nelson
2018). Dans un second temps, il serait intéressant de cibler directement les organes reproducteurs
de la plante pour intégrer de maniére naturelle les inoculants microbiens aux semences (Mitter et
al. 2017). En effet, les semences agissant comme un point de départ a I'assemblage du futur
microbiote de la plante (Shade, Jacques and Barret 2017), la modulation de leur microbiote a un
stade précoce de leur développement pourrait étre un moyen efficace de modifier le microbiote
de la future plante. Ces deux approches permettront de produire des semences exemptes
d'agents pathogenes et/ou de leur associer des agents bénéfiques qui permettront d’assurer la

bonne croissance et la bonne santé des futures plantes.

Le déploiement de ces solutions innovantes passe dans un premier temps par une
meilleure connaissance des processus écologiques et biologiques impliqués dans I'assemblage du

microbiote des graines. Il est donc nécessaire de connaitre :






- L’origine des membres du microbiote des semences. Pour le moment, les voies principales de
colonisation des graines ont été majoritairement étudiées chez les agents phytopathogénes
(Baker and Smith 1966; Maude 1996).

- Les processus écologiques et biologiques impliqués dans I’assemblage du microbiote des
graines pendant son développement et lors de sa transmission a la plantule. En effet, mieux
décrire I'ordre d’arrivée des taxons microbiens pendant le développement de la graine
pourrait permettre de mieux prédire la composition taxonomique du microbiote des graines
matures. Les déterminants microbiens impliqués dans ces processus sont par ailleurs
méconnus, que ce soit lors de la phase de transmission du porte-graine a la graine ou lors de
la germination des graines et la levée des plantules. Enfin, la réponse de I’hote lors de ces
étapes de transmission des micro-organismes n’a été que trés peu étudiée.

- L'impact des membres du microbiote des semences sur le phénotype de la future plantule.
A ce jour, la plupart des agents microbiens utilisés en biocontrole n’a pas été isolée du
microbiote des semences, ils s’avérent donc difficiles a incorporer de maniéere efficace et
durable sur les semences. Parmi la myriade de micro-organismes phytopathogéenes transmis
par les semences, nous avons choisi de nous focaliser dans cette thése sur la bactérie
phytopathogeéne Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc). Des travaux antérieurs au sein
de notre laboratoire ont déja étudié sa transmission a la graine et son impact sur les
communautés microbiennes associées aux semences (Rezki et al. 2016, 2018). Xcc est I'agent
causal de la nervation noire des Brassicaceae, une phytobactériose induisant des pertes
économiques majeures, et soumis a un important controle sanitaire des semences (Vicente

and Holub 2013).

Les différents points décrits ci-dessus permettront d’améliorer les approches d’ingénierie
du microbiote des semences. |l sera alors possible (i) d’identifier les voies d’inoculation les plus
permissives pour optimiser les méthodes d’inoculation, (ii) d’améliorer la colonisation et
I'installation des inoculants microbiens sur les semences, (iii) d’accentuer la bonne transmission
de ces individus a la plantule, et enfin (iv) d’identifier des membres du microbiote limitant

I'installation de Xcc.






[I.  Structure de la these

Le manuscrit commence par une synthese bibliographique. Cette synthése porte dans un
premier temps sur une description globale des principales étapes du développement de la graine.
Elle s’intéresse également a démontrer I'importance de la filiere semences et les problemes
gu’elle rencontre, en se focalisant sur I'impact des agents pathogénes transmis aux semences et
les solutions de lutte disponibles. Dans un second temps, une bréve synthése de la composition
du microbiote des plantes est présentée, ainsi que des facteurs impliqués dans sa variation. Dans
un troisieme temps, nous décrirons les processus écologiques impliqués dans I'assemblage du
microbiote des plantes. La quatrieme partie sera axée sur la transmission du microbiote de la
plante mére a la graine et de la graine a la plantule. Enfin, un dernier point décrira les stratégies

de pilotage du microbiote des plantes visant a améliorer la croissance et la santé des plantes.

La seconde partie de ce manuscrit de thése est composée de 4 chapitres répondant chacun

a diverses problématiques.

- Le premier chapitre porte sur |'étude de I'assemblage du microbiote des graines au cours du
développement de la graine. Cette étude se focalise sur deux espéces végétales distinctes, le
radis et le haricot. La grande variabilité en terme de richesse bactérienne associée a ces lots

de graines nous a conduit a une seconde étude présentée dans le second chapitre.

- Le second chapitre est dédié a I'assemblage des communautés bactériennes au cours du
développement des graines, cette fois ci a I'échelle de la graine individuelle. De plus, il y est
abordé I'impact de ces communautés sur la germination des graines et I'émergence des

plantules.

- Le troisieme chapitre s’intéresse a I'étude de la réponse immunitaire de I’'hote ainsi qu’a
I'identification des déterminants génétiques bactériens impliqgués dans I'assemblage du

microbiote pendant la colonisation de la plantule.

- Enfin le quatriéme chapitre a pour but d’identifier des bactéries indigenes des graines qui
soient capables de limiter la présence de I'agent pathogéne Xcc et de décortiquer les

mécanismes moléculaires impliqués dans cette inhibition.






Chaque chapitre débute par une introduction, présentant (i) un rappel succint du contexte,
(ii) les objectifs et les stratégies employées pour y répondre et (iii) la contribution des auteurs aux
travaux. Les résultats sont présentés et discutés sous forme d’articles publiés, soumis ou en
préparation. Chaque chapitre se termine par une conclusion. Une discussion générale et les

perspectives a ce travail de these sont présentés dans la derniére partie du manuscrit.






SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE







l. Lagraine

La graine est un vecteur important de la transmission des micro-organismes entre les
générations de plantes (Shade, Jacques and Barret 2017). Cependant, pour se transmettre, les
micro-organismes associés aux graines doivent surmonter les spécificités de cet habitat restreint
en taille et en nutriments. Ici, ces spécificités seront illustrées en détaillant les différentes étapes
du développement des graines et I'anatomie de ces organes graines. Bien évidemment, au vu des
tres nombreuses spécificités anatomiques des graines et des multiples voies métaboliques
impliquées dans leur formation, une synthese bibliographique compléte sur le sujet nécessiterait
un ouvrage a part entiere. C’est pourquoi je vais faire ressortir dans cette partie un certain nombre
de caractéristiques générales de la graine et me focaliser sur 'anatomie et le développement des
graines de deux familles de plantes : les Brassicaceae et les Fabaceae. Ces deux familles de plantes

étant utilisées tout au long des travaux réalisés au cours de ma thése.

a. Structure et formation de la graine mature
i. Terminologie autour de la graine

Il est essentiel dans un premier temps de définir la terminologie autour de la graine. La
graine est 'organe commun des « plantes a graines », appelées aussi spermatophytes (sperma
pour « semence » et phyte pour « plante »). On retrouve deux divisions taxonomiques au sein des
spermatophytes : les Gymnospermes et les Angiospermes. Succinctement, les Gymnospermes
(gymnos pour « nus ») se différencient des Angiospermes car elles possédent un ovule nu. On va
retrouver dans cette premiére Division taxonomique les Coniféres, les Cycas et les Gingkos. Les
Angiospermes (aggeion pour « capsule ») contrairement aux Gymnospermes possédent un ovule
qui est enfermé dans une structure. Les Angiospermes aussi appelées les « plantes a fleurs » sont
groupées en pas moins de 400 000 especes (S Bachman 2016) et représentent ainsi la quasi-
totalité des plantes cultivées. C'est pour cette raison que nous allons développer dans la suite du

manuscrit uniqguement le développement des graines des plantes de la Division des Angiospermes.

Il est important de bien distinguer le terme de graine et de semence, car ils sont tous les
deux utilisés tout au long de ce manuscrit. La graine est le fruit de la reproduction sexuée de la
plante qui permet le brassage génétique de I'espéce. Elle va avoir un réle dans la dissémination
de I'espece par la formation d’une nouvelle plante. Une semence, quant a elle, désigne un moyen
de dissémination de I'espece, mais ne découle pas forcément de la reproduction sexuée,

contrairement aux graines. Ainsi, une semence peut étre le fruit de la reproduction sexuée comme
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un grain de blé, mais aussi de la reproduction asexuée comme un tubercule de pomme de terre.
Associé a cette premiére définition, les entreprises semenciéeres définissent le terme de semence,
comme des graines ou des parties végétales qui vont avoir une bonne qualité physique,
physiologique et sanitaire et qui vont pouvoir étre semées ou enfouies dans un environnement

agronomique.
ii. La pollinisation

La pollinisation se définit comme le moment ou le pollen contenant les gamétes males va
se fixer sur le stigmate femelle. Elle est soumise a la répartition des sexes chez les plantes a fleurs.
Il existe trois classes de répartition des sexes : (i) monoique, les fleurs males et femelles sont
séparées, (ii) dioique, les individus males et femelles sont distincts, et (iii) hermaphrodite, la fleur
est composée a la fois des organes males et des organes femelles. Cette derniére classe est
majoritaire chez les Angiospermes, en effet 87 % des especes d’Angiospermes, dont le radis
(Raphanus sativus) et le haricot (Phaseolus vulgaris) ont des fleurs hermaphrodites. (Saint-Dizier
and Chastant-Maillard 2014). Par ailleurs, le mode de pollinisation se différencie en deux types :
(i) 'autogamie correspondant a la pollinisation d’une fleur par son propre pollen, et (ii) I'allogamie

correspondant a la pollinisation d’une fleur par le pollen d’un autre individu de la méme espéce.

Chez les plantes autogames comme le haricot, la pollinisation se réalise avant méme que
la fleur ne s’ouvre (Bliss 1980). Ce type de pollinisation est efficace car le pollen fécondera
majoritairement I'ovule issu de la méme fleur (autogamie directe), mais en revanche il ne
favorisera pas le croisement génétique au sein de I'espéce. A l'inverse, les plantes allogames,
comme le radis, se caractérisent par une fécondation de I'ovule par le pollen issu d’une autre
plante de la méme espéce. Chez les plantes allogames le brassage génétique de I'espéce va ainsi
étre favorisé. Ce mode de pollinisation nécessite en revanche une dispersion plus importante du
pollen. Cette dispersion peut étre réalisée par zoogamie (via les animaux), anémogamie (via le
vent) ou encore hydrogamie (via I'eau). Dans le cas du radis, c’est principalement la zoogamie via

les insectes entomophiles qui va permettre la pollinisation (Zameer et al. 2017).

Comme tout systeme de classification, cette dichotomie des modes de pollinisation est
imparfaite. En effet, une plante est en général fécondée par un mode de pollinisation majoritaire
(autogamie ou allogamie) mais le second mode de pollinisation peut intervenir de maniére plus
ou moins importante. Par exemple, chez les espéces autogames comme Phaseolus multiflorus et

Vicia faba (appartenant a la famille des Fabaceae), la pollinisation par les abeilles favorise la
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Figure 1 : Structures florales impliquées dans la fécondation. Aprés s'étre posés sur le stigmate, les grains
de pollen germent et s'allongent dans le style. Le tube pollinique transporte les deux spermatozoides
pour compléter la double fécondation avec I'ovule et la cellule centrale (d’aprés, Chevalier et al., 2011).

tégument

gemmule

radicule
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Figure 2 : Structure d’une graine. Schématisation de la structure d’une graine albuminée (gauche) et
exalbuminée (droite) en coupe longitudinale. Chez les graines exalbuminée, comme le radis ou le haricot,
les réserves prennent place dans les cotylédons, contrairement aux graines albuminées qui stockent leurs
réserves dans I'albumen (d’apres, https://www.terredegraines.fr).



fécondation avec un plus grand nombre de graines par gousse et par plante que dans une
production sans abeille (Free 1966a). Chez une autre espéce de Fabaceae, Phaseolus vulgaris, le
nombre de graines est identique avec ou sans pollinisateurs suggérant un taux d’allogamie trées
faible voir nul (Free 1966b). Réciproquement, une plante allogame peut toutefois avoir une part
de fécondation autogame. Cependant, l'autogamie est largement limitée par I'auto-
incompatibilité. Cette auto-incompatibilité est assurée par une série d’alleles qui vont empécher
le développement du tube pollinique dans le stigmate afin d’éviter I'autofécondation (Bateman
1952). Ainsi, la production de semences de radis F1 est principalement obtenue a partir de lignées
auto-incompatibles. Toutefois, cette auto-incompatibilité peut étre contournée par des facteurs
internes et externes (Ruffio-Chable et al. 1997). En effet, une étude portant sur la mesure du taux
d’incompatibilité de plusieurs cultivars de radis, a montré qu’aucun cultivar n’était complétement

auto-incompatible (Hawlader and Mian 1997).

iii. Lafécondation et le développement de la graine

A la suite de la pollinisation, lorsque le pollen atteint le stigmate, un tube pollinique va se
former et va permettre d’acheminer les gameétes males vers I'ovule. La reproduction sexuée des
angiospermes résulte d’'une double fécondation entre le pollen (composé de deux gameétes) et
I'ovule (composé de 7 cellules et 8 noyaux, dont le gaméte femelle : 'oosphére). L'un des gamétes
males va féconder I'oosphére pour donner le futur embryon tandis que le second gameéte va
féconder les deux noyaux polaires de la cellule centrale pour former un tissu de réserve triploide

tres énergétique : I'albumen (Chevalier et al. 2011) (Figure 1).

Apres fécondation, le zygote va se développer pour former une graine viable. Le
développement de la graine est partagé en 3 phases : (i) 'embryogeneése, (ii) le remplissage de la
graine et (iii) la maturation. Lors de I'embryogeneése, le zygote se divise, puis une phase de
différenciation cellulaire se met en place pour former les tissus fondamentaux de la graine. |l s’en
suit un ralentissement de la division cellulaire en fin d’embryogenése. Durant le remplissage de la
graine, une expansion cellulaire accompagnant une accumulation de composés de réserve a lieu
(Baud et al. 2002). Chez les semences exalbuminées, telles que le radis et le haricot, la croissance
de 'embryon se fait au dépend de I'albumen, les réserves prennent alors place dans les cotylédons
tandis que l'albumen se trouve réduit a quelques assises cellulaires (Bewley and Black 1994)
(Figure 2). Enfin, lors de la phase de maturation, la teneur en eau de la graine chute drastiquement

et la graine devient métaboliquement quiescente (Baud et al. 2008).
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Oryza sativa (1)
Hordeum vulgare (2)
Trifolium ambiguum (3)
Cucumis melo (4)
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Medicago truncatula (8)
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Arabidopsis thaliana (18)
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Figure 3 : Importance relative des trois phases du développement des graines. Le passage
de I'embryogenese (embryogenesis) au remplissage des graines (seed filling) est défini
comme le début de I'augmentation du poids sec. La maturation tardive des graines (late
seed maturation) commence lorsque le remplissage des graines cesse. On considére que
le développement de la graine est terminé lorsque la teneur en eau de la graine est
inférieure a 20% (d’apreés, Leprince et al., 2017).



La durée de ces différentes phases varie en fonction de la famille botanique. Chez les
Brassicacae, 'embryogeneése représente 35 a 40% du temps total de développement de la graine,
avec une phase de maturation assez courte (inférieure a 20%). Tandis que chez les Fabaceae, les
phases d’embryogenése et de maturation représentent environ 25% et 35% du temps de
développement (Leprince et al. 2017) (Figure 3). Pour les deux familles le temps de la phase de
remplissage est proportionnellement similaire par rapport au temps de développement de la

graine. Cependant, la nature des réserves accumulées varie entre ces deux familles botaniques :

- Chezles Fabaceae, les stades de remplissage et de dessiccation sont distincts. En effet,
apres I'embryogénése, la graine va accumuler trés rapidement une forte quantité de
lipides et de protéines, cette augmentation va étre stoppée dés le début de la
maturation. Du c6té des éléments carbonés, la concentration en saccharose est au plus
élevée des le début du remplissage. Elle va ensuite diminuer au cours du temps au
profit des oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO) (Leprince et al. 2017)
(Figure 4A).

- Chez les Brassicaceae aprés I'embryogénése, les graines vont initier la synthese et
I"accumulation de lipides et de protéines qui vont augmenter considérablement tout
au long du développement de la graine. En effet, une des spécificités des Brassicaceae
est le couplage des phases de remplissage et de maturation des graines (Zhai et al.
2016; Leprince et al. 2017). Ainsi le contenu en réserves protéiques et la concentration
en oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO) vont continuer a augmenter
jusqu’a la maturation compléte de la graine (Baud et al. 2002, 2008; Fait et al. 2006)
(Figure 4B).

Apres ces différentes phases de développement, la graine mature va atteindre sa structure
anatomique définitive. Il est ainsi possible de différencier chez les Brassicaceae et les Fabaceae
trois principaux compartiments (i) I'embryon, composé d’un axe embryonnaire, de deux
cotylédons et d’une radicule ; (ii) les tissus de réserve (I’albumen) et (iii) les téguments (Figure 2).
Les graines matures vont tout de méme avoir de nombreuses différences en terme de composition
chimique selon les espéces botaniques. Par exemple, le radis est une graine de type oléagineuse
elle va donc avoir une forte concentration en lipides estimée a environ 35% et une concentration
en protéines d’environ 20% (Zhao, Ren and Ma 2017). Au contraire, le haricot commun est une
graine protéagineuse composée d’environ 1% de lipides contre 20% de protéines en moyenne

(Shimelis and Rakshit 2005).
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Figure 4 : Principaux événements physiologiques et
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Leprince et al., 2017).



La graine mature va ensuite devoir se disperser et pour cela se dissocier de son fruit. Le
radis comme le haricot sont contenus dans des fruits secs déhiscents qui ne se différencient
ensuite que par leur systeme de déhiscence. Le haricot forme des gousses composées d’un unique
carpelle qui va s’ouvrir par deux fentes de déhiscence, I'une située au niveau de la structure
placentaire (portant les graines), I'autre au niveau de la nervure du carpelle. Le fruit du radis quant
a lui est formé de deux carpelles soudés au niveau des placentas et séparé en deux loges par une
cloison surnuméraire. La déhiscence va s’effectuer par quatre fentes situées de part et d’autre des

placentas, elle est dite paraplacentaire.

b. Enjeux autour des semences

Les semences constituent le premier maillon de la production agricole. En tant que telles,
elles ont une influence déterminante sur les modeéles agricoles ainsi que sur la diversité et la
qualité des aliments. Cependant, plusieurs problématiques se posent autour de la production des

semences.

La premiére problématique repose sur la raréfaction des ressources disponibles. Deux
ressources se retrouvent majoritairement limitantes, les terres agricoles qui sont de plus en plus
limitées dues a I'urbanisation et I'’eau qui se raréfie due au réchauffement climatique. La seconde
problématique est celle de fournir une ressource alimentaire suffisante en quantité et en qualité.
En effet, les modes alimentaires évoluent et la population mondiale est en hausse constante (Lutz,
Sanderson and Scherbov 2001). Enfin, la troisieme problématique, est de limiter la dissémination
de nouvelles maladies et de nouveaux ravageurs qui est favorisée par la circulation des hommes
et des marchandises. La semence est le premier vecteur d’échange de plantes au niveau mondial
(Etebu and Nwauzoma 2017) avec 5,7 millions de tonnes de graines exportées en 2018

représentant 11,6 milliards d’euros (https://www.worldseed.org/resources/seed-statistics/). Ces

échanges importants sont liés a une potentielle dissémination des agents phytopathogénes
associés aux semences. lls peuvent ainsi en I'absence de contrdle étre responsables d’épidémies
dans de nouvelles zones géographiques (Strange and Scott 2005), comme récemment avec
I'importation de graines de mais contaminées par Pantoea stewartii subsp. stewartii des Etats-

Unis vers I’'Union européenne (Health (PLH) et al. 2019).
Au vu de ces différentes problématiques trois enjeux majeurs se posent :

- Le premier enjeu est de disposer de semences a forte valeur agronomique, qui soient

donc productives tout en restant qualitatives. En effet, il est nécessaire de nourrir une
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Figure 5 : Liste des organismes nuisibles de référence de I'ISTA. Nombre d'organismes nuisibles
transmissibles par les semences (bleu) identifiés dans 11 espéeces de plantes cultivées (luzerne, orge,
coton, avoine, colza/canola, riz, sorgho, soja, tournesol, triticale, blé). En rouge, est représenté le
nombre d’agents pathogenes transmissibles par les semences. Les données représentent le contenu
de lav7.0 (version février 2021) de la liste de référence des parasites ISTA, International Seed Testing
Association. (d’apres, Denancé and Grimault 2021).



population mondiale grandissante qui va passer de 7,8 milliards d’habitants a plus de
9 milliards d’ici 2050 (FAO).

- Le second enjeu repose sur la mise a disposition de variétés de semences moins
consommatrices d’intrants et plus résistantes aux stress biotiques (maladies,
ravageurs) et abiotiques (sécheresse, froid).

- Le troisieme enjeu repose sur la production de semences adaptées aux différents

types d’agricultures : conventionnelle ou biologique.

Pour répondre a ces enjeuy, il est essentiel de garantir une qualité physique et germinative
des semences. Ces deux facteurs sont souvent influencés par des parameétres dépendants du
génotype et des conditions de culture des plantes porte-graines. D’autre part, les semences sont
enclines a l'invasion par des agents pathogenes, il est donc nécessaire de controler la qualité
sanitaire des semences. Dans la suite du manuscrit, nous allons spécifiquement nous intéresser a
la qualité sanitaire des semences qui est I'enjeu final de la recherche développée dans cette these.
La qualité sanitaire des semences est essentielle car elle va permettre de prévenir I'apparition de

maladies et garantir ainsi la production alimentaire.

c. Lesagents pathogenes transmissibles par les semences

Les premiers travaux portant sur la transmission a et par la semence d’agents
phytopathogénes ont eu lieu au cours du 18°™ siécle avec I'identification sur les semences, de
Claviceps purpurea l'agent responsable de I'ergot du seigle, d’Orobanche minor la petite
orobanche du haricot, ou encore d’Anguina tritici 'anguillule du blé niellé et de Tillatia sp. I'agent
de la carie du blé (Baker and Smith 1966). Cependant, les agents phytopathogéenes transmis a et
par la semence n’ont été que plus largement étudiés a partir du 19°™¢ siécle du fait de leur impact
reconnu sur les cultures (Baker and Smith 1966). En effet, au cours de ce siécle, de nhombreux
agents phytopathogenes se sont répandus dans de nouvelles zones géographiques et ont été
identifiés comme dispersés par les semences (Anderson et al. 2004). A ce jour, la liste de référence
de I'ISTA (International Seed Testing Association) recense 290 agents phytopathogénes associés
aux semences de 11 espéces végétales, soit 126 combinaisons hote-organisme nuisible, pour
lesquels les semences sont une voie de propagation (Denancé and Grimault 2021) (Figure 5).
Parmi ces micro-organismes transmis par les semences on retrouve un certain nombre de
champignons phytopathogénes, des genres Alternaria, Colletotrichum, Fusarium ou encore
Verticillium (Singh and Mathur 2004a; Pochon et al. 2012). Pour les bactéries, les genres

Acidovorax, Clavibacter ou encore Xanthomonas sont les plus fréquemment rapportés et étudiés
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(Lessl, Fessehaie and Walcott 2007; Tancos et al. 2013; van der Wolf et al. 2019). D’autres agents
pathogenes comme des protistes, des oomycetes, des nématodes et des virus sont transmissibles
par les semences. Dans le cadre de cette introduction bibliographique, je me focaliserai
majoritairement sur les agents phytopathogénes bactériens et fongiques transmis par les

semences.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés spécifiguement a I’'agent bactérien
phytopathogeéne, Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) et a la limitation sa transmission
par |'utilisation de micro-organismes isolés de semences. Cette bactérie est I'agent de la pourriture
noire des Brassicaceae et est identifié comme transmissible par la semence (Roberts et al. 1999b;
van der Wolf et al. 2019). La nervation noire des Brassicaceae est considérée comme la maladie la
plus importante de cette famille botanique, elle est disséminée dans le monde entier, et peut
impacter la plupart des Brassicaceae cultivées mais aussi sauvages (Williams 1980; Bradbury 1986;
Vicente and Holub 2013). Avec les résidus de cultures contaminés et les adventices infectées de la
famille des Brassicaceae, la graine est considérée comme |'une des sources majeures d’inoculum
primaire de la nervation noire (Randhawa and Schaad 1984). Par une approche d’hybridation de
fluorescence in situ, Xcc a été détectée dans plusieurs tissus de la graine. Cette bactérie se trouve
majoritairement localisée a la surface des radicules, dans plusieurs zones embryonnaires de la

graine, ainsi que sous les téguments de la graine (Torres-Cortés et al. 2019).

d. Lalutte contre les agents phytopathogenes transmissibles par les

semences

Historiguement, la lutte contre les agents phytopathogénes est basée sur des approches
prophylactiques, comme la rotation des cultures, la polyculture, I'ajustement des dates de semis,
la mise en jachere, le labourage d’été, le compostage d’engrais vert, ou encore la lutte sanitaire
(Kumar 2018). Cependant, au vu de la nécessité d’augmenter les rendements agricoles dans des
espaces de plus en plus limités, la plupart de ces approches ont perdu leur acceptabilité comme
moyen de lutte et sont actuellement réévaluées comme une composante de la lutte intégrée
contre les pathogénes de cultures (Reddy 2013). A ce jour, I'une des principales approches
prophylactiques conservée est le controle sanitaire et le traitement des semences (Gitaitis and
Walcott 2007). En effet, pour pouvoir étre commercialisées dans I'Union européenne, les
semences doivent étre certifiées pour leur faculté germinative, leur pureté spécifique et

également pour leur qualité sanitaire. Le controle et la certification sont délégués, en France, au
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Service Officiel de Contrdle et de certification (SOC). Ce certificat est obligatoire pour les semences
de grandes cultures et permet de garantir I'absence d’agents pathogénes. Au contraire, les
especes potageres sont exemptes de ce certificat mais elles doivent répondre a un certain nombre
de régles et sont testées a posteriori. Ces tests vont permettre de vérifier 'identité, la pureté
variétale, la faculté germinative ainsi que I'absence de certains agents pathogenes sur les
semences. Les tests d’évaluation de la qualité sanitaire des semences sont trés co(teux car ils
impliquent un nombre important de personnels qualifiés, de technologies non accessibles aux
agriculteurs et d’un temps d’analyse conséquent. Pour 250 bioagresseurs identifiés sur les
semences, il y a donc plus de 400 prestations d’analyses différentes (Grimault 2019). En plus de
ce colt important, les lots détectés comme contaminés au-dessus des seuils établis sont (i)
déclassés pour étre utilisés pour I'alimentation animale ou (ii) détruits afin d’éviter toutes

contaminations des cultures et de dispersion des maladies.

Il est donc nécessaire de limiter au maximum la présence des agents pathogénes sur les
semences. Cette limitation dépend majoritairement des produits phytosanitaires et chimiques
utilisés lors de la culture ou en traitement post-récolte. Ces traitements post-récoltes reposent
sur l'utilisation de fongicides ou d’insecticides en enrobage ou en pelliculage sur les semences
(Bashan et al. 2014) (Figure 6). Ces produits phytosanitaires ont des impacts négatifs avérés sur la
sécurité alimentaire, I'environnement et la biodiversité (Ramankutty et al. 2018). lIs se révélent
également coliteux et ne ciblent généralement qu’un unique agent pathogéne ce qui entraine
I'utilisation d’un cocktail de produits. Enfin les agents pathogénes peuvent développer des
résistances aux produits phytosanitaires ce qui implique le développement constant de nouvelles

alternatives (Rahman, Ali and ALI 2008).

Aujourd’hui, la demande sociétale est forte sur les sujets portant sur la réduction de
I"utilisation des produits phytosanitaires et sur le développement d’une agriculture plus durable.
Ainsi la France développe des plans de réduction de I'utilisation des produits phytosanitaires
(Ecophyto I1+) et plus largement I’lUnion européenne a interdit I'utilisation de certains fongicides
(ex : triazoles, thirame) et insecticides (ex : néonicotinoides, phénylpyrazole) utilisés couramment
en application sur les semences. L’utilisation de produits phytosanitaires est restreinte aux agents
pathogenes fongiques ou aux insectes, car actuellement aucun produit phytosanitaire n’est

développé pour lutter contre les phytobactérioses.
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C’est pourquoi, un certain nombre de méthodes de lutte alternatives se sont développées.

Elles peuvent étre regroupées en trois grandes catégories (Micheloni, Plakolm and Schérer 2007;

Sharma et al. 2015):

Les méthodes physiques: la thermothérapie (eau, air, vapeur), le rayonnement
infrarouge, les UVC, la pression osmotique, les ultrasons, I'application de vide poussé
(250mbar), le brossage. Ces méthodes peuvent se révéler efficaces (Govindaraj et al.
2017) pour éliminer les agents pathogeénes de surface, en plus d’étre durables et peu
néfastes pour I'environnement. Cependant, elles ne permettent pas d’éliminer les
agents pathogénes présents dans les tissus internes de la graine, c’est a dire les tissus
de réserves ou I'embryon (van der Wolf, van der Zouwen and van der Heijden 2013).
De plus, certaines de ces approches peuvent aussi impacter la qualité des semences

en altérant la faculté germinative des graines.

Les méthodes chimiques : I'application aux semences de sulfate de cuivre, d’acides
(lactique, acétique), d’alcool, ou encore d’extraits organiques (poudre de lait,
moutarde (ex: TILLECUR), extraits de plantes, huiles essentielles). Ces composés
peuvent étre intéressants au regard de leur impact potentiellement réduit sur
I'environnement (Nega 2014). Cependant elles nécessitent souvent de coupler
plusieurs produits pour avoir un impact significatif sur I’agent pathogeéne (el-mougy et
al. 2012). De plus ces techniques peuvent se révéler coliteuses et ne sont actuellement
que trop peu étudiées dans des systéemes agronomiques pour représenter une
alternative efficace (La Torre et al. 2016). Par exemple, il est maintenant reconnu aprés
des décennies d’utilisation que le cuivre est probablement phytotoxique, qu’il
sélectionne des souches résistantes et qu’il s’"accumule dans les cultures et dans les
sols (Lamichhane et al. 2018). Une autre problématique, similaire aux méthodes
physiques, est que la plupart des stratégies présentées ici ne vont pas permettre

d’éliminer les agents pathogeénes dans les tissus internes des graines.

Les méthodes biologiques : biostimulation (basée sur la stimulation des micro-
organismes bénéfiques dans les cultures (Rouphael and Colla 2018)) ou biocontréle
(utilisation de micro-organismes antagonistes en enrobé ou en application aux

semences (Bashan et al. 2014)). Les approches de biostimulation sont peu efficaces
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dans des environnements trop perturbés et elles ne sont pas développées dans le but
de moduler le microbiote des semences. Pour les approches de biocontréle, de
nombreuses bactéries antagonistes d’agents phytopathogénes ont été identifiées en
conditions contrélées (Bernal et al. 2017; Kohl, Kolnaar and Ravensberg 2019).
Cependant, il n’existe que trés peu de formulations commercialisées applicables sur
les semences qui permettent de limiter I'impact d’agents pathogenes (ex:
VOTIVO (Bayer Crop Science) ; Bacillus firmus limitant I'impact des nématodes). De
plus, I'efficacité des formulations microbiennes testées est reportée comme étant tres
variable. Cette variabilité pourrait étre liée au mode de sélection empirique des micro-
organismes utilisés et a la viabilité limitée dans le temps de cet inoculum (Bashan et

al. 2014; Qiu et al. 2019).

Dans les alternatives actuellement développées, la premiére serait de mieux comprendre
les traits de la plante et de I'environnement qui vont moduler la composition du microbiote des
graines, afin de développer des approches de biostimulation sur semences. La seconde
alternative, se base sur des approches de biocontréle afin de formuler naturellement le microbiote
des graines en y intégrant des micro-organismes adaptés a I’habitat (Compant et al. 2019). Le but
est de limiter la variabilité d’efficacité avérée de ces inoculants et de trouver de nouveaux
candidats potentiels de biocontréle. Ces approches permettront de créer des graines possédant
un microbiote avec un role significatif dans la bonne croissance et/ou la bonne santé de la future
plante. Afin de développer plus largement ces alternatives qui représentent une alternative
agronomique durable, il est nécessaire de mieux comprendre le microbiote des semences ainsi
que les processus écologiques et moléculaires impliqués dans son assemblage et dans sa

transmission a et par la graine.
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Figure 7 : Structure taxonomique des communautés bactériennes et fongiques de
diverses niches associées aux plantes. A. La composition du microbiote varie en
fonction du compartiment végétal. Les diagrammes circulaires montrent les
moyennes des abondances relatives des principaux phyla bactériens (a gauche) et
fongiques (a droite) détectés dans le sol, la rhizosphére, I'endosphére des racines,
I'endosphere des feuilles et la phyllosphere de diverses espéces végétales. Les
abondances ont été estimées par séquengage de génes marqueurs (ARNr 16S pour les
bactéries, et région ITS pour les champignons). Seuls les phyla qui représentaient
>0,5% de la population totale dans au moins un échantillon sont inclus. B et C. Les
diagrammes en boite montrent la diversité bactérienne (B) et fongique (C) (indice de
Shannon) dans le sol, la rhizosphére, I'endosphére des racines, I'endosphére des
feuilles et la phyllosphere de diverses espéeces de plantes (d’aprés Trivedi et al., 2020).



Il. Le microbiote des plantes

Dans la seconde partie de cette synthése bibliographique la structure du microbiote des
plantes, sa dynamique spatio-temporelle ainsi que I'importance de I'espéce végétale dans sa
composition seront détaillées. L'impact des changements de composition du microbiote sur le

phénotype de son hote sera également abordé.

a. Composition du microbiote

Une large diversité de micro-organismes : archées, bactéries, champignons, oomycetes,
protistes et nématodes, est associée aux différents organes de la plante. La structure taxonomique
du microbiote des plantes a été principalement caractérisée au sein des fractions bactériennes et
fongiques (Trivedi et al. 2020). Toutefois, un intérét croissant pour les fractions virales (Schoelz
and Stewart 2018) ou protistes (Xiong et al. 2020) a émergé depuis quelques années. Dans cette
synthése bibliographique je me consacrerai majoritairement a la fraction bactérienne du
microbiote des plantes car ce sont les ensembles microbiens que j'ai étudié lors de ce travail de

thése.

En considérant le rang taxonomique le plus élevé, quatre phyla bactériens: les
Actinobactéries, Bacteroidetes, Firmicutes et Protéobactéries sont majoritairement retrouvés au
sein du microbiote des plantes (Bulgarelli et al. 2013; Bai et al. 2015; Trivedi et al. 2020) (Figure 7).
Il est cependant difficile de prédire le role fonctionnel générique de ces phyla étant donné le
nombre important d’espéces bactériennes qui leur sont associés. En augmentant la résolution
taxonomique, une cinquantaine de familles bactériennes (Miller et al. 2016) (Figure 8) sont
fréguemment détectées dans les différents tissus végétaux ciblés. L’abondance de ces familles est
cependant trés variable. Ces variations d’abondance voire de prévalence sont en partie expliquées
par (i) la dynamique spatio-temporelle du microbiote au sein de son hote et (ii) 'espece végétale

étudiée (Trivedi et al. 2020; Gdanetz, Noel and Trail 2021).

i. Variation spatiale

Au niveau spatial, deux échelles de compartimentation des micro-organismes peuvent
étre décrites au sein de I’'hote : soit (i) au sein des tissus de la plante, en surface ou dans les tissus
internes, soit (ii) entre les différents organes de la plante. La variation spatiale est importante au

sein des plantes, a tel point qu’il est reconnu actuellement que la composition du microbiote est
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plus impactée par les traits phénotypiques de la plante plutot que par ses traits génotypiques

(Hamonts et al. 2018; Guo et al. 2021; Wagner 2021).

Les micro-organismes localisés en surface des tissus végétaux sont décrits comme
épiphytes, alors que ceux présents au sein des tissus sont catégorisés d’endophytes (Andrews and
Harris 2000; Turner, James and Poole 2013). Un gradient de diversité bactérienne et fongique est
observé, avec une richesse spécifique plus importante pour les communautés épiphytes que pour
les communautés endophytes, et cela pour tous les principaux habitats de la plante, comme la
rhizosphere (Bulgarelli et al. 2012; Lundberg et al. 2012), la phyllosphéere (Miiller et al. 2016) ou
encore la graine (Eyre et al. 2019). Le nombre de cellules est également plus important en surface
des tissus. Par exemple, on estime a environ 10°a 10°le nombre de cellules bactériennes localisées
en surface des racines (par gramme de racine) contre 10* & 108 UFC.g* & l'intérieur des tissus
(Bulgarelli et al. 2013). En ce qui concerne |'habitat graine, les populations bactériennes épiphytes
sont estimées entre 10* & 10® UFC (Unité Formant Colonie) par gramme de graine
(Chimwamurombe et al., 2016 ; Mano et al., 2006) contre des populations endophytes variant de
10 & 10° UFC par gramme de graine (Compant et al. 2011; Truyens 2016). Si tous les micro-
organismes épiphytes ne sont pas nécessairement retrouvés au sein des tissus de la plante, les
micro-organismes endophytes sont quasiment systématiquement retrouvés en surface des
organes de la plante, ou du moins a une étape de leur cycle de vie. Un exemple bien documenté
de transmission verticale chez les plantes concerne les champignons du genre Epichloé chez les
Poaceae (Schardl, Leuchtmann and Spiering 2004). Ces champignons permettent notamment a la
plante de se protéger contre les herbivores, par la production d’alcaloides. Un autre exemple, a
I'intérieur du régne des eubactéries, est le symbiote Candidatus Burkholderia crenata, qui est
transmis de maniére strictement verticale chez les plantes de la famille des Rubiaceae (Pinto-

Carb6 et al. 2018).

La seconde échelle spatiale considérée concerne les organes de la plante, avec une
premiere dichotomie entre les parties aériennes et souterraines. D'importantes différences de
structure taxonomique existent entre ces deux habitats que ce soit au niveau de I'abondance
relative des différents groupes taxonomiques ou au niveau de l'identité des taxons présents (Bai
et al. 2015; Trivedi et al. 2020). Par exemple, le genre bactérien Methylobacterium est
fréquemment retrouvé a la surface des feuilles de trés nombreuses especes végétales (Vacher
2016), grace notamment a ses capacités d’utilisation du méthanol en tant que source de carbone

(Delmotte et al. 2009). A l'inverse, les bactéries des genres Rhizobium et Agrobacterium sont
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majoritairement associées aux racines (Coleman-Derr et al. 2016; Poole, Ramachandran and
Terpolilli 2018; Amend et al. 2019). Cette dichotomie entre organes aériens et racinaires peut étre
subdivisée de maniére plus fine en prenant en compte les spécificités de chaque organe de la
plante. On peut alors dissocier des microbiotes spécifiques a chaque compartiment de la plante,
comme la caulosphére (tige), la phyllosphéere (feuille), la rhizosphére (zone du sol soumise a
I'influence des racines), le rhizoplan (surface des racines), I'anthosphere (fleur), la carposphére
(fruit), la spermospheére (zone soumise a I'influence de la graine) ou encore la graine (Amend et
al. 2019; Singer et al. 2019; Gao et al. 2021). Il est assez difficile de dresser une liste exhaustive
des taxons associés a chaque habitat. Cependant, pour prendre I'exemple de |’habitat graine,
I'espéce bactérienne Pantoea agglomerans et le genre fongique Cladosporium sont tres
fréqguemment et abondamment associés aux graines d’'une multitude d’espéces végétales

(Simonin et al. 2021).

ii. Variation temporelle

Les variations temporelles de composition du microbiote dans les habitats éphéméres
comme I'anthosphére ou la carposphére sont assez intuitives (Shade, McManus and Handelsman
2013). Toutefois, cette dynamique temporelle se retrouve aussi au sein de compartiments plus
« durables ». Par exemple, la composition des communautés microbiennes de la rhizosphére
fluctue au cours du cycle de développement de la plante (Chaparro, Badri and Vivanco 2014; Shi
et al. 2015). En effet, la nature et la concentration des composés relargués par les racines varient
selon les stades phénologiques de la plante avec des modifications marquées entre stades
végétatif et reproducteur (Chaparro, Badri and Vivanco 2014; Zhalnina et al. 2018). Chez
Arabidopsis thaliana, ces variations temporelles de composition de communautés microbiennes
sont méme observées a des pas de temps trés courts, comme au cours du cycle circadien de la
plante (Hubbard et al. 2018). La rhizosphére n’est pas le seul habitat présentant des variations de
structure temporelle. En effet, des changements d’abondance relative de certains taxons
bactériens se retrouvent également en surface des feuilles d’Arabidopsis thaliana (Maignien et al.

2014).

Si la nature des substrats carbonés disponibles au cours du développement de la plante
est un moteur important de la variation de la composition des communautés microbiennes qui lui
sont associées (DeAngelis et al. 2009), d’autres facteurs peuvent également étre impliqués dans
cette dynamique temporelle. Par exemple, un certain nombre de plantes, comme le soja, le niébé,
le chou, le coton ou I'arabette, présente une résistance croissante aux agents pathogénes au cours
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de leur développement (Develey-Riviere and Galiana 2007). Cette variation de résistance induit
des changements dans la composition du microbiote de la plante, et ceci tout particulierement
entre les stades précoces et les stades tardifs de son développement (Develey-Riviere and Galiana
2007). L'expression différentielle des défenses de la plante et les changements dans la
composition des communautés entre ces deux stades de développement, peut étre expliquée par
I'implication des hormones végétales. En effet, au-dela de leur implication dans la défense
(Pieterse et al. 2012) (cf : partie « lll. d. », La sélection par I’h6te), les hormones végétales ont
aussi un réle dans le développement de la plante (Raskin 1992; Vanstraelen and Benkova 2012).
En dehors de ces exemples relatifs aux parties végétatives, trés peu d’études, a ce jour, ce sont
intéressées a la dynamique d’assemblage des communautés des habitats reproducteurs de la
plante. Parmi elles, deux études ont réalisé un suivi dynamique du microbiote de I'anthosphére
du pommier (Shade, McManus and Handelsman 2013; Cui et al. 2021), tandis que du c6té des
graines la fraction endophytique des graines de mais a été caractérisée lors des phases de
développement embryonnaire, de remplissage et de dessiccation de la graine (Liu et al. 2013). Les
auteurs de cette étude ont montré une plus grande diversité de bactéries endophytes dans les
premiers stades de développement de la graine par rapport aux stades plus tardifs. Ils ont
également décrit une abondance plus importante de certains genres taxonomiques spécifiques

selon le stade de développement de la graine.

En conclusion, le stade de développement est un élément essentiel a prendre en compte
pour intégrer durablement un inoculum microbien dans la plante, au vu des variabilités
importantes qu’il entraine a I'échelle du microbiote. Au-dela des aspects spatio-temporels,
I'espéce ou la famille de plante étudiée va également pouvoir faire varier la composition des

communautés microbiennes associées aux plantes.

iii. Variation au niveau de I'espece végétale

Des variations dans la composition des communautés microbiennes ont été mises a jour
selon la famille, I'espéce, voir la variété végétale étudiée. Par exemple, des variations importantes
de composition du microbiote des graines ont été mises en évidence chez les graines de
différentes familles végétales comme les Amaranthaceae (Lopez-Velasco et al. 2011), les
Asteraceae (Leff et al. 2017), les Cucurbitaceae (Adam et al. 2018a), les Brassicaceae (Links et al.
2014; Rezki et al. 2016; Rybakova et al. 2017; Rochefort et al. 2019), les Fabaceae (Klaedtke et al.
2016; Escobar Rodriguez et al. 2019), les Poaceae (Links et al. 2014; Yang et al. 2017; Escobar
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Rodriguez et al. 2019; Eyre et al. 2019) ou encore les Solanaceae (Bergna et al. 2018; Chen et al.
2020a).

Ces différences de composition du microbiote observées entre familles botaniques sont
expliquées en partie par leurs caractéristiques morphologiques relatives a leur génotype. Par
exemple, pour les graines, des caractéristiques comme la taille ou I'anatomie peuvent faire varier
la composition des communautés (Barret et al. 2015). Ces variations peuvent également étre
expliquées par la coévolution entre la plante et son cortége de micro-organismes (Delaux and
Schornack 2021). Des études récentes ont ainsi montré que la composition du microbiote de la
rhizosphére de variétés modernes était significativement différente des variétés anciennes chez
la betterave (Zachow et al. 2014), I'orge (Bulgarelli et al. 2015) ou bien le haricot (Pérez-Jaramillo
et al. 2017). Ainsi les traits sélectionnés chez ces variétés modernes ont pu mener a la sélection
de certains taxons microbiens spécifiques (cf : partie « lll. d. », La sélection par I’h6te) qui en
retour ont permis I'adaptation des plantes a un certain nombre de contraintes biotiques et
abiotiques (McLaren and Callahan 2020). Au vu de la variation de la composition du microbiote au
niveau de 'espéce végétale, il semble important, de considérer I’étude du microbiote des plantes
pour chaque espéce ciblée. Dans la section suivante, nous allons aborder I'impact que peut avoir

le microbiote sur la croissance et la santé de son hote.

b. Impact du microbiote sur la croissance et la santé des plantes

La plante est un organisme sessile qui doit surmonter un ensemble de stress biotiques et
abiotiques pour s’adapter aux conditions environnementales. Pour cela, elle a développé des
cascades de réseaux moléculaires permettant d’activer une réponse au stress et de rétablir son
homéostasie, de se protéger et de réparer les dommages cellulaires provoqués par ces différents
stress (Vinocur and Altman 2005). Il est maintenant établi gu’au-dela de ses fonctions primaires,
la plante peut aussi se reposer sur les communautés de micro-organismes qui lui sont associées
pour surmonter ces stress et augmenter sa fitness (Vandenkoornhuyse et al. 2015; Wei and
Jousset 2017). Une théorie a été développée, selon laquelle la plante et sa communauté de micro-
organismes pouvaient étre considérées comme un méta-organisme (Theis et al. 2016), c’est la
théorie de I'holobionte (Jefferson 1994; Zilber-Rosenberg and Rosenberg 2008). Le concept
d’holobionte reste cependant débattu notamment chez les plantes. La coévolution de I’hote et de
son cortege microbien repose en effet sur la transmission de micro-organismes d’une génération
a une autre ou transmission verticale. Le concept d’holobionte a été étendu aux symbiotes non-
obligatoires, transmis de maniére horizontale (Bordenstein and Theis 2015; Rosenberg and Zilber-
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Rosenberg 2018). Toutefois se pose alors la question de la co-sélection de ces ensembles par la

plante dans des systémes agronomiques.

Au-dela du concept d’holobionte, de nombreuses études ont montré que des
changements de composition et de structure taxonomique du microbiote ont été corrélés a un
certain nombre de modifications phénotypiques de I’'h6te. Par exemple, des caractéeres comme
I’accumulation de biomasse (Sugiyama et al. 2013), la cinétique de floraison (Wagner et al. 2014;
Panke-Buisse, Lee and Kao-Kniffin 2017) ou I’adaptation aux stress abiotiques (Lau and Lennon
2012; Xu et al. 2018) et biotiques (e.g. (Mendes et al. 2011; Kwak et al. 2018)) ont été corrélés a
des variations de structure taxonomique du microbiote. Certaines de ces modifications
phénotypiques ont été confirmées par des approches de transplantation de microbiote. Par
exemple, la transplantation de la fraction cultivable du microbiote de la rhizosphére de plants d’A.
thaliana possédant une cinétique de floraison précoce va induire ce méme caractére chez des
plantes sauvages inoculées (Panke-Buisse, Lee and Kao-Kniffin 2017). En paralléle, I'inoculation de
souches ou de mélange de souches sélectionnées permet d’identifier I'implication des membres
du microbiote dans les modifications de caractéres phénotypiques étudiés. Par exemple,
I'inoculation de la souche Flavobacteriaceae sp. TRM1 dans la rhizosphere de la tomate permet
de limiter I'incidence de maladie causée par Ralstonia solanacearum (Kwak et al., 2018). De méme
la reconstruction d’une communauté synthétique de sept souches de Bacteroidetes inoculées
dans la rhizosphére de betterave sucriere permet de diminuer les symptomes causés par le
champignon Rhizoctonia solani (Carridn et al. 2019). Ces communautés restent toutefois assez
éloignées des niveaux de diversité et de richesse observés dans les communautés naturelles de
micro-organismes associées aux plantes. Ceci dit, une étude a reconstitué des communautés
synthétiques composées de plus d’'une centaine de souches associant fractions bactérienne,
fongique et oomycete. Ces travaux ont démontré I'importance de la fraction bactérienne dans la

protection de la plante face aux champignons filamenteux et aux oomycetes (Duran et al., 2018)

Au niveau de I'habitat graine, des modifications de la structure du microbiote ont été
corrélées a des différences de cinétique de germination (Rochefort et al. 2019; dos Santos et al.
2021) voire de taux de germination (Escobar Rodriguez et al. 2019). En effet, certaines bactéries
associées aux graines peuvent réprimer la germination des plantes notamment par la production
d'oxyviniglycines (McPhail et al. 2010; Chahtane et al. 2018) ou bien encore diminuer la dormance
des graines par la production de cytokinines (Rodrigues Pereira et al. 1972; Goggin et al. 2015). Le

microbiote des graines peut également avoir un impact direct sur le phénotype de la plantule. Par
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Control +Bp+2J26 +Bp

Figure 9 : Impact de I'inoculation de Sphingomonas melonis 2J26 sur le phénotype de riz sensible
a I'agent pathogene Burkholderia plantarii (Bp). Control = témoin, sans inoculation ; +Bp+2J26
(inoculation avec la souche ZJ26 + Bp) ; +Bp (inoculation avec Bp). Barre d'échelle, 1 cm (d’aprés
Matsumoto et al., 2021).



exemple, il peut améliorer les capacités d’assimilation des nutriments par la plante. En effet, des
bactéries endophytes des genres Pseudomonas et Bacillus inoculées sur graines vont améliorer
significativement la croissance du cactus cardon géant (Puente, Li and Bashan 2009). La présence
de certains micro-organismes au sein des graines peut également favoriser I'établissement de
micro-organismes bénéfiques pour la croissance des plantes. Ainsi des grains de blé inoculés avec
des souches de Cladosporium vont favoriser le recrutement du symbiote Phialocephala fortinii
dans la rhizosphére de cette espéce végétale (Ridout et al. 2019). Dans d’autres cas, le microbiote
des graines peut également diminuer I'invasion d’agents phytopathogénes. C’'est notamment le
cas de bactéries isolées de semences, qui sont capables de diminuer la colonisation des plantules
par Pythium (Chen et al. 2012). Un autre exemple, montre la capacité de Sphingomonas melonis
a limiter la colonisation des grains de riz par I'agent pathogéne Burkholderia plantarii (Matsumoto
et al. 2021) (Figure9). Du c6té des champignons, 'inoculation de Trichoderma spp. réduit
considérablement l'incidence du flétrissement du melon provoqué par Fusarium oxysporum

infectant les plantules (Gava and Pinto 2016).

Enfin, les micro-organismes associés aux graines peuvent aussi diminuer I'impact de stress
abiotiques. Par exemple, Fusarium culmorum, un champignon endophyte colonisant les

téguments de la graine confére une tolérance au stress salin (Rodriguez et al. 2008).

De par son impact dans de nombreux phénotypes de son hote, le microbiote des plantes
est un levier intéressant pour améliorer la croissance et la santé des plantes. Cependant, moduler
la composition du microbiote dans le but d’augmenter les rendements des productions végétales
nécessite, a ce jour, de mieux comprendre le role et les processus d’assemblage des communautés

microbiennes.
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Figure 10 : Les plantes acquiérent leur microbiote a partir de différentes sources d'inoculum.
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1- Les graines abritent des micro-organismes qui peuvent coloniser les tissus naissants des
racines et des feuilles de la plante. 2- La plupart du microbiote racinaire et, dans une moindre
mesure, du microbiote foliaire est recruté a partir du sol. 3- Il est proposé que certains microbes
puissent se transmettre entre les compartiments de la plante ainsi que depuis les plantes
voisines. 4- Les microbes de la phyllosphére peuvent étre transférés entre les feuilles d'une
méme plante ou vers les feuilles de plantes voisines. 5- Les microbes en suspension dans |'air

et dans les précipitations sont reconnus comme des sources d’inoculum des feuilles et des

graines. 6- Le microbiote des graines ressemble principalement au microbiote des feuilles et 7-

au microbiote des racines (d’aprés Hassani et al., 2019).



lll. Assemblage du microbiote des plantes

Les traits bénéfiques apportés par les micro-organismes décrits dans la partie précédente
peuvent étendre l'adaptabilité de la plante aux conditions environnementales et aux stress
biotiques et abiotiques et par conséquent améliorer la fitness de la plante (Vandenkoornhuyse et
al. 2015). Piloter la composition du microbiote des plantes pour améliorer la croissance et la santé
de I’'h6te nécessite une meilleure connaissance des sources d’inoculum de ce microbiote ainsi que
des processus écologiques impliqués dans I'assemblage de ces communautés (Albright et al.
2021). Dans cette partie de la synthése bibliographique, nous allons commencer par une
description des sources d’inoculum des micro-organismes associés aux plantes. Puis, nous allons
décrire les processus écologiques impliqués dans I'assemblage du microbiote. Enfin, nous allons

évoquer plus spécifiquement I'importance des processus sélectifs dans cet assemblage.

a. Sources d’inoculum des plantes

La majeure partie des micro-organismes est transmise de maniére horizontale a la plante.
Cette acquisition de taxons par I'environnement est majoritairement issue du sol (Lundberg et al.
2012; Schlaeppi et al. 2014; Fierer 2017). En effet, les communautés microbiennes de la
rhizosphére et du rhizoplan sont quasi-exclusivement composées de taxons telluriques, mais
d’autres organes de la plante sont également colonisés par ces micro-organismes du sol (Frank,
Saldierna Guzman and Shay 2017). Ce taux de colonisation n’est cependant pas uniforme entre les
habitats. En effet, il existe un gradient négatif de diversité en termes de micro-organismes
d’origine tellurique allant de la rhizosphére aux organes reproducteurs de la plante (Coleman-Derr
et al. 2016; Amend et al. 2019) (Figure 10). Ces taxons telluriques peuvent coloniser les organes
de la plante de maniére externe par le déplacement de particules de sol, notamment lors
d’épisodes de précipitation, mais également de maniére interne via le xyléme. La colonisation de
ces micro-organismes originaires du sol vers l'intérieur des tissus végétaux est particulierement
importante dans les stades précoces du développement de la plante, soit dés la sortie de la
radicule lors de la germination (Nelson 2018), mais également plus tardivement par les racines. En
effet, il a été démontré que les micro-organismes pouvaient pénétrer dans les tissus racinaires au
niveau des fissures de la zone d'émergence des racines secondaires (Compant, Clément and
Sessitsch  2010). D’autres micro-organismes vont dégrader les jonctions entre cellules

rhizodermiques a l'aide de cellulases, endoglucanases et xylanases (Liu et al. 2017).
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En ce qui concerne les parties aériennes des plantes, celles-ci sont colonisées par des
micro-organismes issus de I'air (Abdelfattah et al. 2019), de la pluie (Morris and Kinkel 2002), des
insectes (Prado et al. 2019), des poussiéres ou encore des couverts végétaux (Lymperopoulou,
Adams and Lindow 2016). Un exemple d’étude, consistant a placer une plante en plastique dans
une culture a permis de démontrer I'importance de l'inoculum aérien dans I'assemblage du
microbiote de la phyllospheére. En effet, le témoin en plastique possédait de nombreux taxons en
commun avec la surface foliaire de la plante (Ottesen et al. 2016). Ceci démontre un phénomene
en partie passif d’installation des populations microbiennes en surface des feuilles. Finalement,
I’entrée des taxons dans les tissus de la feuille va se faire majoritairement par des ouvertures
naturelles, comme les stomates, les hydathodes, les trichomes ou encore les blessures (Mansvelt
and Hattingh 1987; De Cleene 1989; Surico 1993). Les micro-organismes de la phyllosphére vont
ensuite pouvoir pénétrer dans l'apoplasme, s’ils ont la capacité de contrecarrer les réponses

immunitaires de I’'h6te (Vorholt 2012).

Les taxons transmis par les graines sont aussi une source d’inoculum pour la plantule et
par conséquent pour la future plante (cf : partie « IV. b. », De la graine a la plantule). Méme si un
certain nombre de micro-organismes présents sur les graines ont la capacité de coloniser les
plantules (Abdelfattah et al. 2021; Kim and Lee 2021), ils ne représentent qu’une faible proportion
de I'inoculum de la future plantule par rapport au sol (Rochefort et al. 2021; Walsh et al. 2021).
En effet, méme si les taxons les plus ubiquistes sur les plantules semblent dériver des graines
(Walsh et al. 2021), une étude a démontré que le sol représentait 35% a 72% de la diversité
microbienne retrouvée sur la plantule, contre seulement 0,3% a 15% en provenance de la graine
(Rochefort et al. 2021). Ainsi, le pourcentage de taxons transmis par les graines est limité en
comparaison avec les autres sources d’inoculum. Cependant, la graine est intéressante comme
source d’inoculum car elle représente le premier apport en micro-organismes aux plantes et
constitue ainsi la base de I'assemblage du microbiote des plantes. A ce titre, les taxons initialement
présents dans cet habitat sont potentiellement importants pour I'installation des autres membres

du microbiote de la plante (Ridout et al. 2019; Matsumoto et al. 2021).

b. Processus écologiques impliqués dans I'assemblage du microbiote

Aprés une premiere phase d’exploration de la diversité des communautés de micro-
organismes associés aux plantes (cf : partie « Il. a. », Composition du microbiote), de nombreux
groupes de recherche ont exploré les processus écologiques impliqués dans I'assemblage de ces
communautés.
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Il y a une dizaine d’année, une synthese conceptuelle des nombreux processus impliqués
dans I'assemblage des communautés a regroupé ces processus en quatre catégories de base : (i)
la dispersion, (ii) la spéciation (ou diversification), (iii) la sélection et (iv) la dérive écologique
(Vellend 2010). Cette synthése a depuis été transposée a I'assemblage des communautés de
micro-organismes (e.g. (Nemergut et al. 2013)). On peut résumer cette synthése conceptuelle
ainsi : une communauté microbienne va étre colonisée par de nouveaux taxons grace a la
dispersion. L'identité et 'abondance de ces taxons peuvent étre modulées par la sélection et la
dérive écologique. Enfin, de nouveaux membres des communautés peuvent émerger par
diversification a partir de taxons existants. Dans la suite de cette synthése bibliographique, je
présenterai I'importance relative des différents processus écologiques dans I'assemblage du

microbiote des plantes.
I. Dispersion

La dispersion se définit par les mouvements des (micro)-organismes dans I'espace (Vellend
2010). Etant donné que la transmission horizontale chez les plantes est une source importante
d’acquisition de micro-organismes, la dispersion joue un réle important dans I'assemblage du
microbiote des plantes, notamment lors des phases précoces de son développement. Ce
processus est par exemple clef dans I'assemblage des communautés microbiennes associées a la
surface des feuilles, comme démontré chez A. thaliana (Maignien et al. 2014). De méme, la
dispersion est impliquée dans I'assemblage du microbiote de la spermosphére et des graines (Dini-
Andreote and Raaijmakers 2018; Rochefort et al. 2019). Par exemple, au niveau d’une parcelle
expérimentale, I'utilisation du modele neutre de Sloan (Sloan et al. 2007) a permis de montrer que
la dispersion est le processus écologique majeur dans |I'assemblage des ensembles fongiques du
microbiote des graines de radis (Rezki et al. 2018). Il est toutefois assez difficile de mesurer
précisément la dispersion des micro-organismes et son évaluation est indirecte, par exemple via
I'utilisation de modeles écologiques, comme dans les travaux de Rezki (2018) précédemment
évoqués. De ce fait, I'impact de la dispersion est également souvent estimé en comparant la
distance physique et la dissimilarité entre deux communautés (Fitzpatrick et al. 2020). La
dispersion est considérée comme importante quand la composition des communautés distantes
est trés similaire puisqu’elle va homogénéiser les communautés (Mouquet and Loreau 2003;
Cadotte 2006). Des approches expérimentales ont cependant montré des résultats en désaccord
avec ce modele théorique. En effet, la présence d’oiseaux pollinisateurs (qui augmentent la

distance de dispersion des micro-organismes) augmente la diversité béta entre les communautés
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bactérienne et fongique du nectar de Mimulus auranticus (Vannette and Fukami 2017). Cette
augmentation de la diversité béta pourrait étre expliquée par des effets importants de priorité.
Les effets de priorité sont relatifs a I'importance du temps et de 'ordre d’arrivée des taxons dans
une niche écologique (Chase 2003; Fukami 2015). De ce fait, la dispersion étant stochastique, elle
géneére de la variabilité dans le temps et I'ordre d’arrivée des micro-organismes. Ainsi les premiers
taxons colonisant le nectar pourraient s’installer précocement et empécher la colonisation de
I’"habitat par les autres micro-organismes dispersés par les pollinisateurs (Vannette and Fukami
2017). Les mémes résultats ont été observés lors de la pollinisation des fleurs de colza par les
abeilles melliféres (Prado et al. 2019). En effet, les auteurs de cette étude ont montré que les
communautés microbiennes associées aux graines issues de fleurs visitées par les pollinisateurs
vont avoir une plus forte diversité béta que des graines issues de fleurs ensachées (Prado et al.
2019). Au-dela des effets de priorité, une hétérogénéité des communautés microbiennes peut voir
le jour par limitation de la dispersion. En effet, a travers I'utilisation de modeéles neutres ,
Moroenyane et al. (2021) ont montré que la limitation de la dispersion via la compartimentation
de la plante ainsi que son stade de développement étaient d’'importants facteurs de I'assemblage

des communautés microbiennes des plantes.

ii. Diversification

La diversification est un processus qui va générer de la diversité au sein des communautés
(Vellend 2010). L'impact de la diversification dans I'assemblage des communautés microbiennes
est difficile a estimer dans des habitats ouverts ou le flux de micro-organismes est important,
comme les plantes. De ce fait, il est difficile de distinguer les membres du microbiote issus de la
dispersion et de la diversification (Vellend 2010; Nemergut et al. 2013; Stegen et al. 2013). Par
ailleurs, la diversification se mesure sur des pas de temps importants (plusieurs années) qui ne
sont en général pas atteignables dans les dispositifs d’observation expérimentaux. C'est pourquoi,
ce processus est rarement documenté dans la littérature dans I'assemblage de microbiote des
plantes. A I'échelle de certaines espéces, on peut cependant noter la diversification de souches de
Ralstonia solanaceraum apreés application d’un cocktail de phages sur plants de tomates (Wang et
al. 2019). Un autre exemple récent a démontré que la diversification d’'une souche de
Pseudomonas fluorescens dans le microbiote de la plante aquatique Lemna minor altérait la
composition finale du microbiote (Tan, Kerstetter and Turcotte 2021). Il n’existe pas, a ce jour,

d’étude de I'impact de la diversification dans I'assemblage du microbiote des semences, mais les
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temps de développement des graines (une cinquantaine de jours environ) ne permettent

probablement pas de générer de la diversité microbienne par ce processus.
iii. Dérive écologique

La dérive écologique correspond aux changements stochastiques dans les abondances des
especes (Vellend 2010). La dérive écologique est en général estimée en se basant sur des modeles
écologiques issus de la théorie de la neutralité. En effet, en absence de différence de fitness entre
individus (absence de sélection), la dynamique des communautés est majoritairement causée par
ce processus. Il faut toutefois fixer le taux de dispersion dans ces modéles afin de ne pas estimer

la fréquence d’'immigration ou d’émigration (Sloan et al. 2007).

La dérive écologique est particulierement importante dans les communautés composées
de peu d’especes ayant une abondance relativement faible et un faible taux de sélection
(Nemergut et al. 2013; Zhou and Ning 2017). Ainsi, ce processus serait plus important dans le
compartiment endophyte en raison de la faible abondance microbienne par rapport au
compartiment épiphyte, et ceci tout spécifiquement dans les premiers stades de développement
de la plante (Fierer et al. 2010; Maignien et al. 2014). A I'aide de jeux de données d’observation,
il a été démontré que la dérive écologique était impliquée dans I'assemblage des communautés
microbiennes des nodules racinaires (Ramoneda et al. 2020) et de la phyllosphére (Maignien et al.
2014) et dans I'assemblage de la fraction bactérienne du microbiote des graines de radis (Rezki et
al. 2018). Plus récemment, une étude a utilisé une approche quantitative pour distinguer
expérimentalement la dérive des autres processus écologiques, par des expériences contrblées et
I'utilisation de communautés synthétiques simplifiées (Fodelianakis et al. 2021). Cette étude
suggere que la dérive écologique explique une part importante de la fraction stochastique

observée dans les études portant sur I'assemblage des communautés microbiennes.

iv. Sélection

La sélection correspond aux changements dans la structure des communautés, causés par
des différences de fitness entre individus (Vellend 2010). C’est le principal processus écologique
étudié a ce jour car les moteurs de cette sélection peuvent étre manipulés expérimentalement.
L'assemblage des communautés microbiennes associées aux plantes est soumis a la sélection par
I’environnement mais également par celle exercée par I'hote. Par exemple, en fonction de la
localisation des communautés au sein des différents compartiments de la plante ou des tissus de

I’'hote (cf : partie « I. a. i. », Terminologie autour de la graine) I'importance relative de ces deux
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Figure 11 : Un modele de sélection en deux étapes pour la différenciation
du microbiote racinaire. Les facteurs édaphiques déterminent la
structure des communautés bactériennes dans le sol. Lors de la premiere
étape de différenciation, les rhizodépositions favorisent la croissance des
bactéries organotrophes, initiant ainsi un changement de communautés
dans la rhizospheére. Dans la deuxieme étape, la sélection dépendante du
génotype de I'h6te a proximité et a I'intérieur du systéme racinaire affine
les profils des communautés qui vont réussir a prospérer sur le rhizoplan
et a l'intérieur des racines des plantes. (d’apres Bulgarelli et al., 2013).



types de sélection peut varier considérablement (Fitzpatrick et al. 2020). Pour les communautés
associées au compartiment racinaire, un modéle en deux étapes de sélection a été proposé
(Bulgarelli et al. 2013) (Figure 11). Tout d’abord, les facteurs édaphiques et environnementaux
vont sélectionner et déterminer la structure du microbiote du sol. Ensuite, la premiére étape de
différentiation de ce modele prend place. Elle est basée sur une sélection des micro-organismes
telluriques au niveau de la rhizosphére et elle est dépendante de la quantité et de la qualité des
rhizodépositions disponibles (Sasse, Martinoia and Northen 2018). Dans la seconde étape, au fur
et a mesure que les micro-organismes se rapprochent du rhizoplan puis pénéetrent dans les tissus
racinaires, la sélection par I’hote devient plus importante, on observe ainsi une plus faible diversité
dans le compartiment endophyte que dans la rhizosphéere. Cette observation peut cependant
varier selon les especes de plantes étudiées (Bulgarelli et al. 2013). Ces deux types de sélection
sont donc essentiels dans I'assemblage des communautés microbiennes. Dans le paragraphe
suivant nous allons spécifiguement nous intéresser a la sélection par I'environnement, tandis que
la sélection par I’'hGte, va étre abordée dans la suite du manuscrit (cf : partie « Ill. d. », La sélection

par I'hote).

L’environnement, qu’il soit biotique ou abiotique peut fortement impacter la structure des
communautés microbiennes associées aux plantes. Les variations de structure des communautés
associées aux plantes sont en effet principalement expliquées par la localisation géographique des
zones de production que ce soit au niveau de la rhizosphere (Yeoh et al. 2017), de la phyllosphére
(zarraonaindia et al. 2015) ou bien des graines (Klaedtke et al. 2016). Ce sont les propriétés
physico-chimiques des sols qui vont principalement induire ces variations géographiques (Berg
and Smalla 2009; Thiergart et al. 2020). En effet, a travers I'analyse de 7560 échantillons de sols
récoltés dans 189 sites différents, il a été démontré que la structure des sols influence plus la
composition des communautés microbiennes du sol, que la distance géographique entre les sites
(Bahram et al. 2018). Néanmoins, le sol seul n’est pas le seul acteur influencant la structure
taxonomique du microbiote des plantes, mais les saisons (Thompson et al. 1993; Copeland 2015),
la température (Coince et al. 2014), les radiations UV (Santhanam et al. 2015), la lumiéere (Hou et
al. 2021) ou encore la disponibilité en eau (Chialva et al. 2020) jouent également un réle. Enfin,
les facteurs biotiques de I'environnement impactent également I'assemblage des communautés
microbiennes associées aux plantes. Ainsi les pratiques agricoles (Edwards et al. 2015;
Bodenhausen et al. 2019) ou la présence d’organismes macroscopiques comme les insectes

pollinisateurs ou les insectes herbivores (Berendsen et al. 2018; Huang et al. 2019) vont moduler
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Figure 12 : Figure conceptuelle décrivant les influences relatives des processus écologiques
d'assemblage des communautés qui médient I'établissement et la dynamique des microbiotes
associés aux plantes. La graine et le systeme racinaire émergent sont plus enclins aux effets de
priorité car ils sont initialement exposés a la colonisation primaire. On suppose également que les
effets de priorité sont importants pendant I'assemblage du microbiote des fleurs et des feuilles
émergentes. Les surfaces externes des parties aériennes de la plante (feuilles, tiges) sont plus sujettes
a la dispersion microbienne et a la dérive, étant donné leur exposition aux facteurs de stress
abiotiques et biotiques. On s'attend également a ce que la dérive soit intensifiée dans les
communautés a faible densité et a faible richesse car elles sont régulierement exposées a la
dispersion. Dans les compartiments sous-terrains, on suppose que le rhizobiome est influencé par
une interaction complexe entre la sélection, la dispersion et la dérive, avec un changement progressif
de la sélection a mesure que la plante vieillit. Les mécanismes qui assurent |'équilibre entre ces
processus d'assemblage des communautés dans différents compartiments de la plante varient en
fonction du génotype/phénologie de la plante, du type de sol, des facteurs de stress
biotiques/abiotiques et des pratiques de gestion agricole. Le processus de spéciation (ou
"diversification") ne devrait étre prononcé que parmi les ensembles de communautés qui
n'échangent pas d'individus par dispersion. L'influence relative de ce processus particulier n'est pas
représentée dans la figure conceptuelle (d’aprés Dini-Andreote and Raaijmakers, 2018).



la composition des communautés associées aux plantes. L'autre grande classe d’interactions
biotiques, modulant la structure du microbiote des plantes, concerne les interactions entre les

micro-organismes. Cette interaction va étre discutée dans la prochaine partie de cette thése.

En conclusion de cette partie portant sur les processus écologiques impliqués dans
I’'assemblage du microbiote des plantes, un schéma conceptuel a été proposé par Dini-Andreote
and Raaijmakers, (2018) (Figure 12). Ce schéma montre |’évolution de la part des différents
processus écologiques impliqués dans I'assemblage des communautés microbiennes au cours de
développement de la plante. Ils proposent que les graines et les premiers stades du
développement de la plantule soient fortement impactés par des effets de priorité, dus a une
colonisation primaire des tissus. Ces effets de priorité seraient stimulés par une forte dispersion
des micro-organismes. La graine est également impactée par la dérive écologique du fait de sa
faible biomasse et diversité microbienne (Evans, Martiny and Allison 2017) et elle est par
conséquent faiblement impactée par la sélection. Succinctement, dans les stades autotrophes de
croissance de la plante, les auteurs proposent que les processus de sélection augmentent

graduellement au détriment des processus de dispersion (Dini-Andreote and Raaijmakers 2018).

c. Interactions inter-microbiennes

Les micro-organismes interagissent constamment entre eux dans un continuum allant du
mutualisme au parasitisme. Dans cette partie, nous allons particulierement nous intéresser a la
compétition entre micro-organismes notamment pour les ressources et I'espace (Ghoul and Mitri
2016). En effet, I’'habitat d’une plante quel gu’il soit est un espace défini ou les micro-organismes
vont rentrer en compétition pour les ressources mais également pour I'espace. Le modele d’étude
de ma thése, la graine, est un espace restreint en terme de taille et de nutriments et donc
potentiellement soumis a une importante compétition inter-microbienne. Cette notion de
compétition sera abordée sous I'angle de (i) la compétition par interférence et (ii) la compétition

pour I'exploitation des ressources.

i. Compétition par interférence

La compétition par interférence est médiée par la production par des micro-organismes
de composés qui vont inhiber la croissance d’autres micro-organismes (Ghoul and Mitri 2016).
Cette compétition peut étre dépendante d’un contact intime entre les souches ou indépendante

d’un quelconque contact.
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Le premier type de compétition présenté est la compétition par contact. Elle est
majoritairement effectuée par le systeme de sécrétion de type VI (T6SS). Le T6SS est une arme
moléculaire déployée par certaines bactéries pour injecter des effecteurs et des toxines dans les
cellules eucaryotes et procaryotes (Russell, Peterson and Mougous 2014). Le T6SS a un réle
important dans les compétitions inter-microbiennes, a la fois entre bactéries commensales et
pathogenes des plantes (Bernal, Llamas and Filloux 2018). Par exemple, Agrobacterium
tumefaciens et Pantoea ananatis sont capables d’utiliser leur T6SS afin d’injecter des toxines dans
leurs compétiteurs bactériens (Ma et al. 2014; Shyntum et al. 2014). De maniére intéressante, le
T6SS peut agir sur I'intégralité du microbiote, car en plus d’inhiber les individus procaryotes, il peut
également s’attaquer aux cellules eucaryotes (Russell, Peterson and Mougous 2014). Par exemple,
le T6SS de I'agent phytopathogéne Pseudomonas syringae DC3000 lui permet d’étre compétitif
face a des bactéries mais également face des micro-organismes eucaryotes tels que des levures

ou des amibes (Haapalainen et al. 2012).

Le second type de compétition par interférence, est indépendant d’'un quelconque contact
entre les individus. Il va résulter de la sécrétion dans le milieu de composés antimicrobiens
diffusibles ou volatiles (Riley and Gordon 1999). Le spectre d’action de ces composés peut étre
plus ou moins large et un méme composé peut cibler des cellules procaryotes ou eucaryotes
(Raaijmakers, Vlami and de Souza 2002; Coleman et al. 2011), c’est le cas notamment des
phénazines. En effet, les phénazines, sont des métabolites diffusibles, produits par des souches de
Pseudomonas et de Streptomyces, qui vont avoir des réles antibiotiques, antimalariques et encore
antiparasitiques (Laursen and Nielsen 2004). Au-dela de leur fonction inhibitrice, les métabolites
diffusibles peuvent étre percus comme des molécules signalétiques et ainsi intervenir dans la
structuration du microbiote des plantes (Maida et al. 2016; Helfrich et al. 2018). Un exemple
intéressant d’interaction microbienne tripartite concerne un champignon bénéfique pour la
croissance des plantes (Mortierella), une bactérie endosymbiotique du champignon (Mycoavidus),
et des nématodes. Dans cette interaction complexe, la bactérie endosymbiotique est capable de
sécreter une toxine diffusible protégeant le champignon des attaques de nématodes mycophages

(Buttner et al. 2021).

En plus des composés antimicrobiens diffusibles, des molécules volatiles peuvent
également influencer I'assemblage des communautés microbiennes. Il s’avere qu’elles ont été
longtemps négligées dans la compréhension des interactions microbiennes, alors que leur rdle

dans la constitution du microbiote peut étre important (Schmidt et al. 2015). Par exemple les
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composés volatiles sécrétés dans le milieu par les champignons endophytes Muscodor albus et
Oxysporus latemarginatus inhibent fortement la croissance de plusieurs champignons
phytopathogenes, dont Botrytis cinerea et Rhizoctonia solani (Strobel et al. 2021). Un second
exemple, démontre I'activité antibactérienne de composés volatiles (gamma-butyrolactones)
sécrétés par des bactéries. Ces composés présentent une activité antibactérienne contre une large

gamme de bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Schulz et al. 2010).

ii. Compétition par exploitation des ressources

La compétition par exploitation des ressources consiste a exploiter les ressources de
maniere plus efficace que son compétiteur (Ghoul and Mitri 2016). Pour cela, les bactéries vont
développer des stratégies par (i) une meilleure métabolisation des ressources et/ou par (ii) la

sécrétion de métabolites permettant de dégrader ou de capturer les nutriments dans le milieu.

Dans le premier cas, une étude a démontré l'implication de traits microbiens liés a la
copiotrophie, tels que le métabolisme des glucides ou des acides aminés, comme étant des
déterminants favorisant la colonisation de la plantule par les bactéries (Barret et al. 2015; Yang et
al. 2017; Torres-Cortés 2018). Le second cas a été bien plus étudié a ce jour. En effet, des micro-
organismes ont développé des stratégies basées sur la synthése de molécules permettant de
dégrader des nutriments complexes ou bien des molécules capables de piéger des
micronutriments. Un exemple connu de systéme pour piéger les micronutriments est les
sidérophores. En effet, en cas de limitation en fer du milieu, certains micro-organismes sont
capables de synthétiser et de sécréter des sidérophores dans le milieu, qui vont pouvoir chélater
le fer dans le milieu. Le complexe fer-sidérophore ainsi formé, va étre spécifiquement capté par
les récepteurs transmembranaires du producteur du sidérophore, et lui permettre d’assimiler le
fer (Wandersman and Delepelaire 2004). La synthése de sidérophores bénéficie au producteur
mais va étre néfaste pour les autres membres du microbiote qui n’auront plus de fer biodisponible
pour leur métabolisme (Kramer, Ozkaya and Kimmerli 2020). Méme si la synthése de
sidérophores montre un intérét compétitif important par la séquestration du fer, ils restent
relativement coliteux a produire. En plus, ils présentent le désavantage d’étre utilisables par
d’autres individus de la communauté. En effet, certains micro-organismes vont pouvoir profiter
des produits sécrétés par d’autres membres de leur communauté pour leur propre bénéfice, c’est
ce que I'on appelle la stratégie de « cheating ». Dans certaines communautés bactériennes, des
populations de producteurs et de non producteurs de pyoverdines (sous famille des sidérophores
(Wandersman and Delepelaire 2004)) coexistent. Les premiers synthétisent la pyoverdine tandis
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gue les seconds ont des genes codant pour des récepteurs qui vont leur permettre de capter les
pyoverdines. Pour contourner cette stratégie, les producteurs vont ainsi développer une
multitude de pyoverdines avec des structures différentes (Butaité et al. 2017). De nombreux
exemples de compétition par la sécrétion de sidérophores existent dans la littérature. Mercado-
Blanco et Bakker (2007) ont ainsi synthétisé les connaissances sur les sidérophores synthétisés par
des Pseudomonas spp, agissant comme des molécules inhibitrices de la croissance d’agents
phytopathogenes fongiques, tels que Fusarium oxysporum, Pythium ou encore Botrytis cinerea.
Cette compétition est également importante a I'échelle de la communauté. Par exemple, il a été
démontré une importante compétition pour le fer, entre un consortia microbien et I'agent
phytopathogéne Ralstonia solanacearum. |l s’aveére que cette compétition est médiée par la
synthése de sidérophores par le consortia. Les sidérophores induisent ainsi une diminution de la

biodisponibilité en fer pour I'agent pathogéne et par conséquent son inhibition (Gu et al. 2020a).

d. La sélection par I’hote

Comme cela a été exposé précédemment, la plante va en partie sélectionner son
microbiote en plusieurs étapes (cf : partie « lll. b. iv », La sélection par I’hote). Cette sélection se
réalise de I'’environnement a la surface des tissus puis, de la surface des tissus a l'intérieur des
tissus. Ce gradient de diversité microbien est corrélé a un impact de plus en plus fort du génotype
de I’'hote (Bulgarelli et al. 2013). Le génotype de I'hGte est responsable de 1 a 10 % (Pérez-Jaramillo
et al. 2017; Walters et al. 2018) de la variation de la composition des communautés microbienne
de la plante. Il va influencer la structure des ensembles microbiens de tous les compartiments de
la plante, comme la rhizosphere (Walters et al. 2018; Thiergart et al. 2020), les racines (Fitzpatrick
et al. 2018), la phyllosphére (Laforest-Lapointe, Messier and Kembel 2016; Wagner et al. 2016)
mais également les graines (Gagic et al. 2018; Rochefort et al. 2019). Certains déterminants
génétiques spécifiques de la plante ont été directement impliqués dans ces modifications de
compositions de communautés, confirmant I'importance du génotype et des caractéristiques
morphologiques associées. Par exemple, des plantes mutées dans leur capacité de synthése de la
cuticule au niveau des feuilles induisent des changements dans la composition des communautés
bactériennes associées a la phyllosphére (Reisberg 2013; Bodenhausen 2014). Outre le génotype,
le compartiment de la plante (Bulgarelli et al. 2013), la sécrétion de métabolites (Stringlis, de Jonge
and Pieterse 2019), I'age (Wagner et al. 2016), les exsudats excrétés (Bais et al. 2006) ou encore
I'immunité de la plante peuvent tous étre des facteurs influengant la structure du microbiote de

la plante.
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Figure 13 : Modéle en zig zag. Dans ce schéma, I'amplitude finale de la résistance ou de la
sensibilité a la maladie est proportionnelle a [PTI - ETS + ETI]. Dans la phase 1, les plantes détectent
les motifs moléculaires associés aux pathogénes (MAMPs/PAMPs, losanges rouges) via les PRRs
pour induire I'immunité déclenchée par les PAMPs (PTI). En phase 2, les agents pathogénes
réussissent a délivrer des effecteurs qui interferent avec I'l'TP, ou qui permettent la nutrition et la
dispersion des agents pathogénes, ce qui entraine une sensibilité déclenchée par les effecteurs
(SDE). Dans la phase 3, un effecteur (rond rouge) est reconnu par une protéine NB-LRR, activant
I'immunité déclenchée par I'effecteur (ETI), une version amplifiée de la PTI qui dépasse souvent un
seuil d'induction de la mort cellulaire hypersensible (HR). Dans la phase 4, on sélectionne des
isolats d'agents pathogenes qui ont perdu |'effecteur rouge, et peut-étre acquis par de nouveaux
effecteurs par le biais du flux génétique horizontal (en bleu) - ceux-ci peuvent aider les agents
pathogénes a supprimer I'ETI. La sélection favorise les nouveaux alleles NB-LRR des plantes qui
peuvent reconnaitre I'un des effecteurs nouvellement acquis, ce qui entraine a nouveau I‘ETI
(d’apres Jones et Dangl, 2006).



Aprés avoir passé les barrieres physiques de la plante, les micro-organismes vont se
confronter a son systéeme immunitaire. Cette confrontation implique une course a I'armement qui
peut s’expliquer a travers un modele, le modeéle zig zag (Figure 13). Brievement, ce modele inclut
deux types de récepteurs de la plante : PRR (Plant Recognition Receptor) et NLR (Nucleotide-
binding Lecine-rich Repeat) qui vont activer les défenses des plantes en réponse a la détection
d’un agent microbien. En contrepartie, cette défense pourra étre contournée par des molécules
induites par ces derniers (Jones and Dangl 2006). Plus en détails, les PRR sont situés a la surface
des cellules végétales et vont fixer des épitopes microbiens souvent conservés, comme la flagelline
bactérienne ou la chitine fongique (Microbe Associated Molecular Pattern (MAMP)). Aprés
fixation, les récepteurs vont transmettre la perception de ces signaux aux voies de signalisation
intracellulaires pour I'activation de réponses antimicrobiennes afin de réduire la colonisation par
I’agent microbien. La réponse immunitaire déclenchée par ces récepteurs est appelée MAMP-
triggered immunity (MTI). La deuxiéme classe de récepteurs immunitaires (NLR) réside
principalement a l'intérieur des cellules végétales. Ces récepteurs vont détecter les protéines de
virulence délivrées par les agents microbiens, appelées effecteurs. Les effecteurs des agents
microbiens agissent souvent en contournant la MTI, facilitant ainsi la colonisation de I'h6te et la
maladie (Effector-triggered susceptibility (ETS)). L'activation des NLR entraine une immunité
déclenchée par I'effecteur (ETI, Effector-triggered immunity), qui met fin a la croissance de I'agent
microbien. La réponse immunitaire de la plante est largement gouvernée par la voie de I'acide
salicylique, la voie de I'acide jasmonique et la voie de I’éthyléne (Pieterse et al. 2012; Nobori et al.
2020). Méme si I'induction de ces voies de défense par les agents pathogénes a largement été
étudiée dans les phases autotrophes de croissance des plantes, a ce jour, une seule étude s’est
intéressée a étudier leur activation pendant les phases hétérotrophes de croissance de la plante
(Darrasse et al. 2010). En effet, les auteurs de cette étude ont démontré I'absence d’induction de
défenses dans les plantules de haricot, aprés inoculation dans les graines d’agents pathogenes en
situation compatible et incompatible. Cette étude a porté sur la mesure de I'induction des voies
de défense relatives a I'acide salicylique, I'acide jasmonique et I'éthylene (Darrasse et al. 2010).
Ainsi I'activation de I'immunité de la plante et des voies de défense impliquées, a principalement
été étudiée dans des interactions avec des agents pathogenes. Au contraire, il n’y a que trés peu
d’informations sur l'action du systéme immunitaire sur les micro-organismes commensaux
(Hacquard et al. 2017; Teixeira et al. 2019). Ceci pose une question essentielle sur les capacités de
la plante a limiter sa colonisation par les agents pathogénes, tout en laissant entrer les organismes

commensaux ou bénéfiques pour sa croissance et sa santé.
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Quelques études ont montré que I'immunité de la plante pouvait agir sur I'intégralité de
la composition du microbiote et pas uniquement sur des organismes pathogénes. Par exemple,
des plants d’A. thaliana mutés dans la voie de signalisation de I'acide salicylique et de I'acide
jasmonique ou dans la MTI montre un microbiote altéré (Lebeis et al. 2015; Chen et al. 2020a).
Une étude récente a démontré que les micro-organismes commensaux du microbiote racinaire
pouvaient supprimer la réponse immunitaire de I'hote. Cette étude a été réalisée a I'échelle de la
communauté et révele également que la présence de ces micro-organismes suppresseurs
d’'immunité augmentent la colonisation des non-suppresseurs de I'immunité (Teixeira et al. 2021).
D’un point de vue temporel, le développement du systéme immunitaire est corrélé au
développement de la plante. En effet, I'efficacité du systeme immunitaire de la plante va
augmenter a partir des stades précoces de développement jusqu’au stade reproductif (Li et al.
2020). D’un point de vue spatial, I'immunité de la plante va étre plus importante dans les organes
qui vont se développer plus tardivement. Par exemple, les rosettes juvéniles, les rosettes adultes
et les feuilles caulinaires de plantes d’Arabidopsis thaliana agées de 8 semaines, présentent
d’'importantes différences en terme de résistance aprés linoculation d’agents

pathogéenes bactériens (Hu and Yang 2019).

La plante peut donc réguler son microbiote par son systéme immunitaire, mais
réciproguement, le microbiote joue un réle dans I'établissement et la maturation du systéme
immunitaire de la plante (Vannier, Agler and Hacquard 2019). En accord avec cette hypotheése, des
plantes qui se sont développées dans un environnement axénique, donc exemptes de
communautés microbiennes, montrent une déficience au niveau de |'expression des génes de
défense et des voies de signalisation hormonale, aprés inoculation sur les feuilles de I'agent
pathogene Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Kremer 2017; Kremer et al. 2021). Dans la
méme idée, une autre étude a montré I'importance des communautés microbiennes bactériennes
commensales dans la résistance face a des agents fongiques et des oomyceétes inhibiteurs de la

croissance d’A. thaliana (Duran et al. 2018).
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et C. Transmission verticale par la graine (d’aprés Gagic et al., 2018).



IV. Transmission du microbiote a et par la graine

Nous avons pu voir précédemment (cf : partie « lll. a. », Sources d’inoculum des plantes),
gue la transmission du microbiote peut se faire par une voie horizontale, résultant d’un transfert
de micro-organismes a partir de I'environnement (Figure 14A). Cependant une transmission
verticale est aussi possible, et va correspondre a une transmission de micro-organismes de la
plante mére a sa descendance. La transmission horizontale contrairement a la transmission
verticale, prend une place beaucoup plus importante dans I'acquisition des micro-organismes par

la plante (Leff et al. 2017).

La transmission par la voie verticale, implique la transmission d’un micro-organisme ou
d’une communauté microbienne sur plusieurs générations. Cette héritabilité du microbiote a son
importance en agronomie car elle va permettre de moduler le microbiote de la plante entre les
générations de plantes (Wei and Jousset 2017). Chez les plantes deux types de reproductions

s’opérent permettant une transmission entre générations a deux vitesses (Figure 14B et C).

Dans le cas de la reproduction asexuée, la plante peut étre considérée comme un
organisme modulaire, ou chaque organe (ex : propagule, bouture, tubercule...) peut redonner un
nouvel individu. De ce fait, il a été proposé qu’un échange de micro-organismes se réalisait au sein
du réseau des plantes clonales (Stuefer, Gdmez and Mélken 2004). Une étude portant sur la plante
clonale Glechoma hederacea a montré qu’une cohorte de micro-organismes bactériens et
fongiques était héritée de la plante mere a ses plantes filles via les stolons (Vannier et al. 2018).
La transmission de micro-organismes par reproduction clonale a été a ce jour moins étudiée que

celle réalisée par reproduction sexuée.

La transmission des membres du microbiote par les graines a été explorée chez un grand
nombre de plantes d’intérét agronomique (Barret et al. 2015; Rezki et al. 2018; Escobar Rodriguez
et al. 2019; Rodriguez et al. 2019). Par exemple chez le mais, les semences d'hybrides de mais
génétiguement apparentées possédent des taxons bactériens similaires (Liu et al. 2012). Dans la
méme idée, Johnston-Monje and Raizada (2011) ont montré la présence des mémes genres
microbiens dans plusieurs génotypes de mais, y compris chez son ancétre la téosinte. Chez le riz,
environ 45% des communautés bactériennes associées aux graines sont retrouvées sur deux
générations successives (Hardoim et al. 2012). Une méta-analyse du microbiote de la rhizospheére
du mais, a permis également d’identifier des taxons héréditaires (Walters et al. 2018). Des études

plus récentes portant sur des espéces de Brassicaceae ont montré par des approches de
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Figure 15 : Les voies de transmission des micro-organismes aux graines. Les micro-
organismes pour atteindre la graine peuvent utiliser 3 voies de colonisation. A. La voie
interne, résultant d’une infection par le systeme vasculaire. B. La voie florale permettant le
passage des micro-organismes par le style de la fleur ou encore C. La voie externe résultant
d’un contact par le fruit, les résidus de culture ou I'environnement extérieur (d’apres
Maude et al., 1996).



métabarcoding la transmission d’une part du microbiote, entre des générations de plante
successives (Rezki et al. 2018; Rochefort et al. 2019). Enfin, les travaux de Rodriguez et al. (2019),
indiquent qu’au cours des générations les graines qui se sont développées dans un environnement
axénique montrent une diminution de leur diversité et de leur richesse microbiennes. Cette étude
démontre une hérédité importante du microbiote des graines, mais elle démontre aussi que cette
transmission est soumise a une dérive des taxons microbiens au cours du temps en |'absence

d’inoculum environnemental.

Dans cette section, la transmission des micro-organismes a et par les graines sera détaillée.
Cette transmission sera décrite en en deux étapes : (i) la transmission de la plante-mére a la graine

et (ii) la transmission de la graine a la plantule.

a. Dela plante-mere ala graine

La transmission de micro-organismes a et par la graine peut étre définie en trois voies
principales, (i) interne, (ii) florale ou (iii) externe (Figure 15) (Maude 1996). Globalement, la
colonisation précoce des graines en développement se fait par la voie interne via le xyleme ou les
tissus non vasculaires de la plante mere (Shade, Jacques and Barret 2017). Cette voie de
transmission interne des micro-organismes aux graines est limitée, car ils doivent surmonter une
importante sélection par les tissus de la plante (cf : partie « Ill. d. », La sélection par I’h6te). Outre
cette premiere voie de colonisation, les graines en développement peuvent étre colonisées par la
voie florale via le stigmate de la plante mere (Maude 1996). L’étude des voies de transmission
permet d’établir la position des micro-organismes dans les tissus de la graine. Par exemple, les
voies de transmission interne et florale peuvent aboutir a la colonisation de tous les tissus de la
graine, de I'embryon aux téguments, selon les micro-organismes analysés (Shade, Jacques and
Barret 2017). En revanche, la colonisation tardive des graines matures sera plus influencée par la
voie externe. C’'est le contact de la graine avec les micro-organismes présents sur les fruits ou les
résidus de culture (Wuest, Albrecht and Skirvin 2000) qui va permettre cette colonisation externe.
Cette voie de transmission va principalement permettre une colonisation par les micro-
organismes des téguments de la graine voire uniquement de leur surface (Singh and Mathur
2004b). Comme cette voie externe est plus permissive que les voies interne ou florale, les
assemblages microbiens associés a la surface de la graine sont plus nombreux et plus diversifiés

gue ceux associés aux tissus internes de la graine (Nelson 2018).
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i. Transmission par la voie interne

Les micro-organismes endophytes peuvent se déplacer dans les tissus vasculaires de la
plante par des phénomenes passifs (évapotranspiration) ou bien par des mécanismes actifs de
mobilité, notamment par les flagelles ou les pili chez les bactéries (James et al. 2002; Compant et

al. 2005; Wadhwa and Berg 2021).

La transmission de micro-organismes a la graine par la voie interne a fait I'objet de
nombreux travaux qui ont principalement concerné des agents pathogenes. Ainsi, Clavibacter
michiganensis pv. michiganensis a la capacité de coloniser la graine de maniére intra et
intercellulaire pendant son développement (Tancos et al. 2013). Ou encore, Xanthomonas citri pv.
fuscans (Xcf) est transmissible de maniére vasculaire aux graines de haricot (Darsonval et al. 2009).
Dans cette seconde étude, les auteurs ont détecté sur les graines I'agent pathogéne Xcf, apres
I’avoir inoculé par aspersion sur les feuilles en prenant soin de recouvrir les parties florales afin de
cibler uniguement une transmission interne. Par mutagenése dirigée de génes cibles de Xcf suivie
de lI'inoculation des mutants sur haricots, I'importance des adhésines ou encore du systéeme de
sécrétion de type Il a ainsi été démontré dans la transmission aux graines par la voie vasculaire
(Darsonval et al. 2008, 2009). Il existe également des exemples de transmission de micro-
organismes bénéfiqgues ou commensaux aux graines. Un exemple connu est le champignon
endophyte, Epichloé transmis a la graine (Gagic et al. 2018). Par des approches de microscopie
confocale, Epichloé exprimant la CFP a pu étre identifié dans les tissus vasculaires de la plante,
ainsi que dans les graines, émettant I’hypothése de sa transmission par la voie interne (Liu,

Nagabhyru and Schardl 2017).

ii. Transmission par la voie florale

Comme vu précédemment, les fleurs sont composées d’'un ensemble de micro-habitats
comme le nectar, les pétales, le pistil, le pollen et fruit qui contiennent une diversité importante
de micro-organismes (Aleklett, Hart and Shade 2014). La transmission des micro-organismes a la
graine par la voie florale est initiée par I'entrée des micro-organismes par le pistil puis par le
micropyle de |'ovaire. Dissocier les voies de transmission internes et florales peut étre difficile
dans le cas des micro-organismes endophytes car ceux-ci peuvent coloniser les tissus de la fleur
puis de la graine, soit par le funicule (interne), soit par le micropyle (florale) de I'ovaire. Cependant,
I’étude de la transmission par la voie florale, peut étre estimée par I'inoculation de micro-

organismes marqués, sur des fleurs isolées. Par exemple, les bactéries Xanthomonas campestris
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pv. campestris ou Acidovorax avenae ssp. avenae, inoculées respectivement sur les fleurs de choux
et de pasteques, sont abondamment détectées au niveau des graines (Lessl, Fessehaie and
Walcott 2007; van der Wolf et al. 2019). Plus récemment, la transmission par la voie florale de
Pseudomonas syringae pv. actinidae a pu étre démontrée aprés son inoculation sur les fleurs de
kiwi. Cette bactérie a été détectée au sein du stigmate, sur toute la longueur de son style, ainsi
gue dans les tissus de I'ovaire (Donati et al. 2018). Au-dela de ces exemples d’organismes
pathogenes, la transmission par voie florale d’un organisme bénéfique pour la croissance de la
plante a également été documentée avec la souche Paraburkholderia phytofirmans PsJn (Mitter

etal., 2017).

Les micro-organismes transmis par voie florale peuvent étre issus de différentes sources
d’inoculum comme le pollen (Manirajan et al. 2016), les insectes florivores (McCall and Irwin 2006)
ou encore les pollinisateurs (Prado et al. 2019). Les insectes associés aux fleurs vont étre vecteurs
d’une diversité de micro-organismes et vont donc influencer non seulement la composition
microbienne des fleurs mais également le microbiote des graines (Aizenberg-Gershtein, Izhaki and

Halpern 2013; Ushio et al. 2015; McFrederick et al. 2017; Prado et al. 2019).

iii. Transmission par la voie externe

La colonisation par la voie externe se met en place majoritairement lorsque la graine a
atteint le stade mature. Elle peut se produire sur la plante meére par une contamination primaire
venant d’un contact entre le fruit et la graine. Par exemple, une étude révele a travers des analyses
de microscopie, que le champignon Alternaria brassiscicola une fois inoculé sur les siliques d’A.
thaliana peut atteindre les graines aprés pénétration par les jonctions cellulaires, les fentes de
déhiscence ou encore les stomates (Pochon et al. 2012). En parallele, chez les bactéries,
Clavibacter michiganensis peut se transmettre par la voie externe en colonisant les craquelures
de fruit de tomate (Tancos et al. 2013). La principale voie de transmission des micro-organismes
par la voie externe s’effectue néanmoins par contact passif entre les graines et les micro-

organismes lors de la récolte ou apreés celle-ci.

En conclusion, des micro-organismes associés a des voies de transmission spécifiques, soit
interne, florale ou externe. Mais en réalité, un micro-organisme peut employer plusieurs de ces
voies de transmission a la graine et il peut étre assez difficile de conclure sur la voie de

transmission majoritairement utilisée (Darsonval et al. 2009; Dutta et al. 2012; Tancos et al. 2013).

40






b. De la graine a la plantule

La graine est colonisée par un ensemble de micro-organismes, mais leur présence ne
garantit pas leur transmission a future plantule (Barret et al. 2015). En effet, de nombreuses
modifications de I"habitat graine vont s’opérer lors de la germination. La germination débute par
une phase d’imbibition des tissus de la graine et se termine lors de la sortie de la radicule (Bewley
1997). Pendant cette phase de germination, les tissus passent d’un état sec (environ 10 % de
teneur en eau) a un état hydraté (Nelson, 2004). De nombreux composés vont étre relargués au
voisinage de la graine, créant une zone d’intense compétition microbienne, la spermosphere
(Nelson 2004; Schiltz et al. 2015). La plantule va ensuite se développer jusqu’a percer le sol et
atteindre I'atmosphére, c’est ce qu’on appelle I'émergence. Cette étape établit le début de
I'autotrophie de la plante. C’est a partir de cette étape que va majoritairement se différencier le
microbiote des parties aériennes et racinaires de la plante (Abdelfattah et al. 2021; Kim and Lee

2021).

Pendant la germination et I'émergence, il va y avoir des changements drastiques dans la
composition du microbiote de la graine (Ofek, Hadar and Minz 2011; Yang et al. 2017; Torres-
Cortés 2018). Ces changements sont dus aux modifications de I'état de la plante, mais également
a la coalescence des communautés de micro-organismes associés aux graines et au sol. La
coalescence des communautés correspond a la rencontre et au mélange entre deux ou plusieurs
communautés. Elle peut étre désignée comme symétrique, si chacune fusionne de maniére
équilibrée, ou dans le cas contraire, comme asymétrique (Rillig et al. 2015; Castledine et al. 2020).
Dans le cas de la graine en germination il va y avoir un fort apport en micro-organismes par le sol,
la coalescence va donc étre asymétrique. En effet, les travaux de Rochefort et al. (2021) montrent
gue seulement 0,3% a 15% de la diversité en micro-organismes retrouvés sur la plantule de colza
provient de la graine contre 35 a 72% du sol. Les auteurs expliquent cette asymétrie par un effet
de masse (Shmida and Wilson 1985) dii a une plus forte population et diversité de taxons associés
au sol en comparaison des graines. Au-dela de cet important apport par le sol, une partie du
microbiote est tout de méme transmis de la graine a la plantule et cela a été démontré chez un
certain nombre de familles botaniques différentes (Green et al. 2006; Ofek, Hadar and Minz 2011;
Barret et al. 2015; Leff et al. 2017; Yang et al. 2017; Torres-Cortés 2018). Cette part transmise
reléeve cependant de micro-organismes initialement rares ou sous-dominants dans le microbiote
de la graine (Rochefort et al. 2021). Ceci peut étre expliqué par les changements drastiques

d’environnement (ex : changements de pH, concentration en nutriments et en métabolites
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secondaires, stress osmotique), qui peut lever la dormance ou I'état viable non cultivable des
taxons rares sur les graines et favoriser ainsi leur croissance (Shade et al. 2014). Dans la graine
certaines bactéries a I’état viable mais non cultivable (Oliver 2005; Jiang et al. 2016) pourraient
ré-émerger, si la disponibilité en nutriments leur devient favorable. Par la modification des
ressources disponibles pour les micro-organismes dans le milieu lors de la germination et
I’émergence, la plant sélectionne des taxons copiotrophes (Torres-Cortés 2018). Au-dela du
changement dans la composition nutritionnelle de I'environnement, il a été démontré que le
microbiote des graines ne semblait pas impacter les défenses immunitaires de la plantule. En effet,
chez le haricot l'inoculation sur la graine d’'un agent microbien en situation compatible,
Xanthomonas citri pv. phaseoli, ou incompatible, Xanthomonas campestris pv. campestris n’induit
pas de défenses chez la plantule (Darrasse et al. 2010). L’assemblage du microbiote de la graine a
la plantule est également dépendant de déterminants génétiques spécifiques associés aux taxons
transmissibles. Ces déterminants vont permettre aux taxons de s’adapter aux changements de
conditions de I'habitat graine a I’habitat plantule. Ainsi, I'adhésion, la résistance au stress
osmotique, la quorum-sensing ou encore la sécrétion d’effecteurs sont des déterminants
importants dans la transmission bactérienne (Darsonval et al. 2008, 2009; Pochon et al. 2012;
Johnson and Walcott 2013; Tian et al. 2015). Au-dela de ces exemples, I'identité des déterminants
microbiens associés a une transmission efficace de la graine a la plantule ne sont que peu compris

et vont devoir étre plus rigoureusement étudiés dans les années a venir.

La transmission des micro-organismes de la graine a la plantule passe principalement par
la détection de la présence des mémes taxons dans les deux compartiments. Ces résultats
coincident avec un transfert vertical de micro-organismes endophytes par les semences, qui ne
peut cependant pas étre clairement confirmé, car ces travaux ne sont pas réalisés sur un méme
individu (Gagne-Bourgue et al. 2013; Lopez-Velasco et al. 2013; Kim and Lee 2021). Quelques
études ont pu démontrer une réelle transmission de taxons de la graine a la plantule. Par exemple,
Ferreira et al. (2008) ont démontré que Pantoea agglomerans marquée a la GFP, une fois inoculée
sur graine pouvait étre ré-isolée sur plantule. Cependant aucune étude a ce jour ne s’y est

intéressée a I’échelle d’'une communauté.
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V. Pilotage du microbiote des graines

Deux approches peuvent étre développées pour piloter efficacement le microbiote des
plantes, la premiere est la biostimulation. Elle consiste a moduler le microbiote de la plante en
prenant en compte le lieu de production, les itinéraires techniques mais également le génotype
de la plante. Cependant, dans un agrosysteme perturbé, une deuxieme approche peut étre mise
en place, c’est le biocontrole. Elle consiste a I'introduction de micro-organismes ou de consortia
microbiens sur les plantes afin de rétablir efficacement la diversité microbienne et améliorer la

santé et/ou la croissance des plantes.

a. La biostimulation

Le lieu de production ou encore les itinéraires techniques sont des facteurs qui vont
fortement influencer le microbiote des plantes. Par exemple, I'apport en fertilisants, en pesticides,
le labour, les propriétés du sol, de l'air ou encore de I'eau d’irrigation vont moduler les
communautés microbiennes associées a I'environnement et aux plantes (Bamdad et al.; lkeda et
al. 2011; Hartman et al. 2018; Bodenhausen et al. 2019; Patanita et al. 2020). La comparaison de
parcelles conduites en systéme conventionnel, biologique et sans labour a montré que les
communautés microbiennes du sol varient selon ces pratiques agricoles (Banerjee et al. 2019). Les
associations de cultures impactent la composition des communautés microbiennes du sol et
sélectionnent un microbiote favorisant la minéralisation des nutriments et la croissance des
plantes (Rodriguez-Echeverria, Lozano and Bardgett 2016). Ainsi, la meilleure compréhension de
I'impact de ces facteurs sur la dynamique du microbiote, permettra de diriger les conduites
culturales vers une modulation du microbiote dans le but de promouvoir la santé et la croissance

des plantes.

Le génotype de la plante influence également la composition du microbiote (cf: partie
«lll. d.», La sélection par I’hote) et doit donc étre pris en compte dans des objectifs de
biostimulation. En effet, la domestication des plantes a impacté les traits de nombreuses plantes
cultivées et ainsi leur microbiote associé (Pérez-Jaramillo, Mendes and Raaijmakers 2016). Un trées
bon exemple est le lien établi entre la domestication du haricot commun (Phaseolus vulgaris), les
traits morphologiques de ses racines et des communautés de Rhizobacteriales associées aux
racines (Pérez-Jaramillo, Mendes and Raaijmakers 2016). Comme les racines, les graines ont subi
de nombreux changements phénotypiques et métaboliques du fait de la domestication (ex : taille,

couleur, composition chimique ou encore excrétion de métabolites secondaires) et ces
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Figure 17 : Impact de la domestication sur les caractéristiques des plantes conduisant a
des modifications dans la composition des communautés microbiennes A. Impact de la
domestication avant dispersion des semences : Les changements phénotypiques causés
par la domestication des plantes affectent a la fois les compartiments souterrains et aériens
de la plante. Chez les plantes sauvages, la connectivité microbienne entre I'environnement
et les compartiments de la plante, visualisée sous la forme d'un réseau microbien bipartite,
pourrait refléter un degré plus élevé de transmission verticale des micro-organismes vers
les graines de la plante (représentée par des fleches noires plus larges), sous l'influence des
mécanismes de contréle du microbiote de I'h6te. Ainsi, il est supposé que les plantes
domestiquées présentent des différences dans la connectivité microbienne par rapport a
leurs homologues sauvages. B. Impact apreés la dispersion des graines : Les changements
phénotypiques causés par la domestication des plantes peuvent affecter la dynamique
spatiale et temporelle des interactions plantes-microbes dans la spermosphere. Les plantes
sauvages ont des graines de plus petites tailles et des couleurs de la testa différentes des
graines provenant de plantes domestiquées. L'absorption d'eau peut étre négativement
corrélée a la taille de la graine ou des pores de la graine et la couleur de la graine est liée
aux caractéristiques morphologiques du testa de la graine influengant le taux d'imbibition.
La dynamique de la germination, de I'imbibition et de I'exsudation des graines differe de
celle des plantes domestiquées (d’apres Soldan et al., 2021).



changements peuvent impacter le microbiote de la plante (Figure 17) (Soldan et al. 2021). La
domestication a augmenté la diversité des micro-organismes sur les graines et diminué les
interactions entre ces micro-organismes (Abdullaeva et al. 2021). Ces perturbations du microbiote
peuvent jouer en défaveur ou en faveur de la plante, du fait de I'importance du microbiote sur la
physiologie de la plante et sur de nombreux traits impliqués dans la croissance et la santé de la

plante (Wei and Jousset 2017).

Ainsi, utiliser la sélection variétale pour moduler le microbiote des plantes serait possible.
En effet, suite a une longue évolution, les plantes possedent des déterminants génétiques leur
permettant de sélectionner en partie leur microbiote (Delaux and Schornack 2021). Avec le
concept émergeant d’holobionte (cf : partie « Il. b. », Impact du microbiote sur la croissance et
la santé des plantes), le microbiote offre une nouvelle source génétique héritable qui implique
qgue la plante peut étre agronomiquement plus performante par la sélection variétale et par
conséquent, la sélection de son microbiote (Sessitsch and Mitter 2015; Gopal and Gupta 2016).
Ainsi, la sélection de plantes excrétant des exsudats spécifiques permet de recruter des taxons
supprimant la présence d’agents pathogénes (Bakker et al. 2012). Pour les graines, il a été proposé
de sélectionner des plantes excrétant des exsudats de graines spécifiques ou encore ayant des
fleurs avec des caractéristiques morphologiques particulieres afin de sélectionner les micro-
organismes qui y sont associés (Berg and Raaijmakers 2018). Cependant, la complexité du
microbiote, I'importance des processus stochastiques dans I'assemblage du microbiote par
rapport au processus de sélection, ainsi que les connaissances encore limitées sur les mécanismes
permettant a une plante de contrdler les communautés microbiennes qui lui sont associées, font
qu'il est, a ce jour, difficile de prévoir la transmission et la fonction du microbiome dans les

prochaines générations.

b. Le biocontrole

L'une des alternatives a la biostimulation est le biocontréle par I'inoculation de taxons
microbiens sur les plantes, dans le but de moduler le microbiote des plantes (Compant et al. 2019).
A ce jour, des criblages de souches ayant une activité de lutte biologique ont été réalisés
majoritairement en conditions contrélées, et ces résultats sont souvent difficiles a reproduire en
conditions agronomiques. L'une des approches prometteuses est de cibler directement
I'incorporation de micro-organismes dans les graines. En effet, les micro-organismes sont peu
nombreux dans les graines (Newcombe 2018) et s’établiront en premier sur la future plante
(Shade, Jacques and Barret 2017). Il serait ainsi plus facile d’y intégrer un inoculum microbien, en
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comparaison a une plante mature qui possede un microbiote préexistant qu’il faudrait d’abord
supprimer pour que l'inoculum puisse s’installer (Bulgarelli et al. 2015; Dal Cortivo et al. 2018).
Cependant, a ce jour, les inoculants microbiens restent difficiles a incorporer sur les semences et
a maintenir efficaces dans le temps. En effet, les souches actuellement inoculées sur plantes ne
sont pas systématiquement isolées de I'habitat ciblé et peuvent présenter des déficits
d’adaptation a ce milieu. C'est pourquoi une meilleure compréhension de I’écologie et de

I’'assemblage du microbiote des plantes est nécessaire pour contourner ces problématiques.

Albright et al. (2021), ont défini trois leviers pour contourner les barrieres empéchant
I’établissement des inoculants microbiens. Le premier levier est la pression de propagule, qui
consiste a optimiser a la fois la dose et la fréquence d’application des inoculants pour optimiser
leur installation dans la graine. L’hérédité du microbiote peut étre en effet plus importante si les
organes sont densément peuplés étant donné que de faibles populations vont augmenter les
effets stochastiques d’assemblage des communautés (Gao et al. 2020). Par exemple, une étude a
démontré qu’une concentration minimale de bactéries du genre Xanthomonas sur les graines était
nécessaire pour qu’elles soient transmises a la plantule (Darrasse et al. 2007). Le deuxiéme levier
face au filtre environnemental, consiste a sélectionner des taxons qui sont adaptés a I’habitat dans
lequel on veut les inoculer. Dans le cas de la graine, il faut, notamment, des taxons capables de
résister aux stress osmotiques (Pochon et al. 2012). Etudier les origines et les voies de transmission
naturelles des micro-organismes aux graines va également étre essentiel afin d’intégrer de
maniére efficace I'inoculum aux graines. Enfin, dans un troisiéme temps il est nécessaire que les
taxons inoculés puissent résister aux stress biotiques, et ne pas étre inhibés par des taxons
indigénes présentant des traits de compétition par interférence ou exploitation des ressources
(cf : partie « lll. c. », Interactions inter-microbiennes). Par exemple, une forte compétition entre
les micro-organismes va s’installer dans la spermosphére (Nelson 2004), de la méme maniére
pendant le germination et I'émergence, la plantule va sélectionner les taxons les plus aptes a

utiliser les composés nutritifs relachés (Torres-Cortés 2018).

A ce jour, I'ingénierie du microbiote des plantes doit prioriser ses recherches sur plusieurs
points. Le premier point repose sur le fait que les études devront de plus en plus s’intéresser a
I'impact de communautés microbiennes complexes plutot qu’a I'étude de I'impact d’un unique
micro-organisme (Vorholt et al. 2017). Par exemple, des bactéries inoculées individuellement sur
plantes n’ont pas d’impact sur la croissance de la plante, alors qu’elles vont I'améliorer lorsqu’elles

sont inoculées en communauté (Durdn et al. 2018). Dans un second temps, il est également
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nécessaire de ne pas simplement analyser les changements fonctionnels dus a I'application d’un
inoculum mais également de savoir si I'inoculum se maintient sur la plante dans le temps, sans
impacter I'environnement (Albright et al. 2021). En effet, il peut s’avérer qu’une absence d’effet
peut simplement étre due a I'absence de l'installation de I'inoculum. Enfin dans un troisieme
temps, une meilleure compréhension de la dynamique temporelle des changements fonctionnels
est nécessaire. En effet, les études portent généralement sur quelques points temporels mais ne

mesurent pas I'impact immédiat ou tardif de I'inoculum sur la plante (Albright et al. 2021).

Appliqué au microbiote des semences, I'ensemble de ces points nécessitent d’identifier (i)
I'origine des taxons associés aux graines, (ii) les processus d’assemblage du microbiote de la
graine, et sa dynamique lors de la germination-levée et (iii) les compositions de communautés
microbiennes présentant des propriétés bénéfiques pour la croissance et la santé des plantes. Au-
dela de ma these, il sera également nécessaire de développer des approches technologiques
innovantes afin d’incorporer efficacement les communautés synthétiques ou les produits de ces
communautés dans les semences. Cette inoculation pourra étre dirigée de deux maniéres, soit sur
le porte-graine en adaptant par exemple la technologie EndoSeed (Mitter et al. 2017), soit par le
développement de nouvelles techniques de traitement des semences, comme |'enrobage des
semences. Par exemple, il est possible de réaliser ces enrobages par nano-encapsulation lipidique
ou par injection dans les tissus de la graine mature (Seedjection, http://seedjection.at). Des efforts
de recherche constants se mettent en place pour développer ces technologies avec des systémes
innovants. Il a trés récemment été développé par KWS et I'université technologique de Graz, un
systéme de conservation des micro-organismes bénéfiques en microbilles appliqués ensuite aux

semences. Développé sur betterave ce systéme va étre commercialisé d’ici 2022.
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VI. Objectifs de la these
Cette thése est organisée autour de deux grands objectifs :

- Le premier objectif a visé a améliorer la compréhension de I'assemblage du microbiote
des graines et de sa dynamique lors des phases de germination-levée. Plus précisément,
en étudiant :

o L'origine du microbiote des graines (chapitres 1 et 2). Le but étant d’identifier les
principales sources d’inoculum primaire de la graine.

o La dynamique d’assemblage du microbiote des graines pendant leur
développement (chapitres 1 et 2). Le but étant d’évaluer I'importance relative des
différents processus écologiques lors de la succession de ces communautés
pendant le développement de la graine.

o La dynamique du microbiote des graines lors des étapes précoces de
développement de la plantule (chapitre 2). En effet, un taxon retrouvé sur la
graine ne se transmet pas forcément a la plantule. L'objectif a également été
d’évaluer les modulations du phénotype de la plantule en réponse a des
différences de composition du microbiote de la graine.

o L'identification de déterminants génétiques importants dans I’assemblage du
microbiote des graines (chapitre 3). Le but étant d’identifier des déterminants
génétiques impliqués dans une transmission efficace des bactéries de la graine a

la plantule.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons principalement utilisé des approches écologiques
par des analyses de profils de communautés microbienne et I'utilisation de modéles d’écologie
(chapitres 1 et 2). Des approches plus fonctionnelles ont également été mises en place et reposent
sur la génomique comparative, la gPCR et le RB-Tnseq afin d’identifier des déterminants

génétiques impliqués dans I'assemblage du microbiote des graines (chapitre 3).

- Le deuxieme objectif a été d’identifier des taxons bactériens isolés du microbiote des
graines ayant des propriétés inhibitrices de I'agent pathogéne Xanthomonas campestris
pv. campestris. Pour ce second objectif nous avons utilisés des approches de
microbiologie, RB-TnSeq, transcriptomiques, génomiques et métabolomiques (chapitre

a).
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CHAPITRE 1

Assemblage du microbiote pendant le

développement de la graine

48







[. Introduction

a. Contexte
Les semences agissent comme un vecteur de dispersion des plantes mais aussi de dispersion
de la diversité de micro-organismes qui leur est associée. Ces micro-organismes transmis a et par
les semences peuvent étre bénéfiques (Goggin et al. 2015; Cope-Selby et al. 2017), néfastes
(Tancos et al. 2013; Darrasse et al. 2018), ou neutres pour la future plante. Dans un contexte de
diminution, voire d’abandon progressif de I'utilisation des produits phytosanitaires appliqués en
traitement aux semences, le pilotage de la composition du microbiote des graines a des fins

d’amélioration de la qualité sanitaire des graines est une alternative innovante a ces traitements.

Déployer des stratégies d’ingénierie du microbiote en traitement des semences nécessite
d’identifier les taxons microbiens fréquemment associés a cet habitat. La composition du
microbiote des semences variant entre les espéces de plantes (Barret et al. 2016; Simonin et al.
2021), il est nécessaire de cibler I'identification des taxons microbiens a I’échelle de I'espéce
végétale d’'intérét. A ce jour, la structure taxonomique du microbiote des graines matures d’une
cinquantaine d’espéces végétales a été caractérisée (Simonin et al. 2021). Cependant, les
processus d’assemblage de ces communautés microbiennes lors des phases de développement
de la graine ne sont que trés peu documentés. Une meilleure compréhension de ces processus
d’assemblage est néanmoins importante afin d’estimer (i) 'ordre d’arrivée des membres du
microbiote et (ii) les voies de colonisation employées par ces micro-organismes (Maude 1996). En
effet, ces processus vont conditionner les modes et/ou le timing d’application des inocula

microbiens.

b. Objectifs et stratégies

L'objectif principal de ces travaux était d'étudier I'assemblage du microbiote des graines
au cours des phases de développement des graines de deux espéces distinctes : le radis et le
haricot. En effet, la structure du microbiote des graines matures de radis et de haricot est tres
bien caractérisée (Barret et al. 2015; Klaedtke et al. 2016; Rezki et al. 2016; Torres-Cortés et al. 2018).
Par ailleurs, le mode de pollinisation de ces deux especes est différent, avec une pollinisation
majoritairement autogame pour le haricot et allogame chez le radis. Nous avons échantillonné et
analysé par une approche métabarcoding (marqueurs bactériens: ARNr 16S V4 et gyrB) la
composition microbienne associée a des lots de graines a différents stades du développement de
la graine (le remplissage et la dessiccation). Afin de limiter les fluctuations d’inoculum local, les

plantes ont été cultivées sur la méme parcelle expérimentale (site de la FNAMS — Brain sur
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I’Authion) au cours de la méme année. Afin d’étudier les voies de colonisation primaires des micro-
organismes et le potentiel impact du mode de pollinisation sur la composition du microbiote des
graines, nous avons également échantillonné et analysé, par une approche métabarcoding, des

lots de fleurs et de fruits provenant des plantes de la méme parcelle.

Dans une seconde partie nous avons cherché a étudier les déterminants génétiques
bactériens nécessaires a la transmission pendant le développement de la graine. Pour cela nous
avons comparé la prévalence des déterminants bactériens associés aux populations bactériennes
majoritairement retrouvées sur (i) les graines et sur (ii) les fleurs et les fruits. Cette approche de
génomique comparée permet d’avoir un premier apercu des éléments génétiques bactériens

potentiellement impliqués dans une transmission aux graines.

c. Contribution des auteurs a ce travail

Dans ces travaux, j'ai réalisé les analyses métabarcoding, la production des figures et la
rédaction de l'article, conjointement avec Matthieu BARRET et Marie-Agnés JACQUES. Gloria
TORRES-CORTES, Anne PREVEAUX et Armelle DARRASSE ont participé a la récolte des échantillons.
Anne PREVEAUX a réalisé 'ensemble de la collection d’isolats des échantillons de haricot et de
radis. Les banques d’amplicons ont été réalisées par Coralie MARAIS et le plateau ANAN (SFR
QUASAYV). Ashley SHADE (Michigan State University) et Gloria TORRES-CORTES ont aidé aux
analyses métabarcoding. L'ensemble des auteurs a participé a I'édition et a la révision du

manuscrit ci-dessous, publié dans FEMS Microbiology Ecology en 2020.
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ABSTRACT

Seed microbiota acts as a starting point for the assembly of the plant microbiota and contributes to successful plant
establishment. To date, the order and timing of microbial taxa immigration during seed development and maturation
remained unknown. We investigated the temporal dynamics of seed bacterial communities in bean and radish. A high
phylogenetic turnover was observed for both plant species with few taxa associated with all seed developmental stages.
Greater heterogeneity in communities structure within each stage was observed for radish. While, about one-third of radish
seed bacterial taxa were detected in buds, flowers and fruits, very few taxa seem to be transmitted by the floral route in
bean. In the latter species, bacterial populations belonging to the P. fluorescens species complex were found either in buds,
flowers and fruits or in seeds. The relative phylogenetic proximity of these bacterial populations combined with their
habitat specificity led us to explore the genetic determinants involved in successful seed transmission in bean.
Comparative genomic analyses of representatives bacterial strains revealed dozens of coding sequences specifically
associated with seed-transmitted strains. This study provided a first glimpse on processes involved in seed microbiota
assembly, which could be used for designing plant-beneficial microbial consortia.

Keywords: seed microbiota; community assembly; bacterial transmission; Phaseolus vulgaris; Raphanus sativus

INTRODUCTION have been related to plant pathogens because this represents
an important route for pathogen dispersion and is therefore
important for plant diseases emergence (Baker and Smith 1966).
For instance, Acidovorax citrulli, an important pathogen of water-
melon can reach a 100% seed to seedling transmission rate
(Dutta et al. 2012). Another well-described example of seed
transmission concerned symbiotic fungi of the genus Epichloé,
that produce bioactive alkaloids, which protect plant against

Plants host diverse communities of microorganisms, which can
impact plant fitness. Part of the plant microbiota is transmit-
ted from one plant generation to the next via seeds (Shade,
Jacques and Barret 2017). Although the exact number of plant-
associated taxa acquired through seeds is difficult to estimate,
numerous cases of seed transmission have been reported. His-
torically, most of the documented cases of seed transmission
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herbivores but ultimately impact livestock health (Gagic et al.
2018). Finally, diversity surveys of seed microbial communities
have detected many bacterial and fungal phyla across seeds of
various plant families including Amaranthaceae (Lopez-Velasco
et al. 2013), Asteraceae (Leff et al. 2017), Cucurbitaceae (Adam et al.
2018), Brassicaceae (Links et al. 2014; Rezki et al. 2016; Rybakova
et al. 2017; Rochefort et al. 2019), Fabaceae (Klaedtke et al. 2016;
Sanchez-Lopez 2018; Gao et al. 2019), Poaceae (Links et al. 2014;
Yang et al. 2017; Escobar Rodriguez et al. 2020) and Solanaceae
(Bergna et al. 2018; Chen et al. 2020).

Changes in composition of the seed microbiota can impact
plant fitness, notably by modification of seed vigor. For example,
decrease of bacterial richness within Setaria viridis seeds leads
to a reduction in their germination rate (Escobar Rodriguez
et al. 2020). Moreover, correlation between seed microbiota
composition and germination speed of Brassica napus was
also recently highlighted (Rochefort et al. 2019). Variation in
seed microbiota composition may also influence the structure
of plant-associated microbial communities through priority
effects, which correspond to the order and timing of species
immigration during community assembly (Fukami 2015). For
instance, composition of seed microbial community can modify
colonization of wheat roots by dark septate endophytes, three
weeks following germination (Ridout et al. 2019). Owing to such
effects, managing seed microbiota composition is a promising
avenue to improve plant growth and health. For example,
floral inoculation of the plant-growth beneficial bacterial
strain Paraburkholderia phytofirmans Ps]N can favor its vertical
transmission to the next plant generation and increase ear
emergence of wheat (Mitter et al. 2017).

Incorporation of plant-beneficial microorganisms within
seeds by inoculation of microbial endophytes, requires a good
knowledge of the seed transmission pathways employed by
these microorganisms. Based on previous works performed
with plant pathogenic agents, three main transmission routes
have been described: (i) a systemic pathway through hilum
infection, (ii) a floral pathway by the stigma, or (iii) an external
pathway by contact between the seed and fruits or threshing
residues (Maude 1996). For example, A. citrulli uses the floral
pathway to colonize watermelon seeds (Lessl, Fessehaie and
Walcott 2007), as well as several Xanthomonas species to colonize
Brassica or bean seeds (Darrasse et al. 2018; van der Wolf et al.
2019). Other bacteria, such as Clavibacter michiganensis can either
use systemic or external pathways (Tancos et al. 2013). The
genetic determinants required for successful seed transmission
remain mostly unknown. The type 3 secretion system (T3SS)
and the adhesins PilA and FhaB involved in transmission of
Xanthomonas citri pv. fuscans to bean seeds (Darsonval et al. 2008,
2009), are the only determinants identified to date as required
for seed transmission.

Deployment of a microbiota-based solution within seed to
improve plant growth and health, requires a deeper under-
standing of the biological and ecological processes involved in
the assembly of the seed microbiota. While some studies have
focused on the dynamics of the seed microbiota during germi-
nation and emergence (Barret et al. 2015; Yang et al. 2017; Torres-
Cortés et al. 2018), the dynamic of microbial communities during
seed development is currently unknown. The main objective of
this study was therefore to investigate the order and timing of
microbial taxa immigration during two key phases of seed devel-
opment: seed filling (i.e. accumulation of storage compounds)
and seed maturation (i.e. loss of water content; Verdier, Leprince
and Buitink 2019). A total of two species were chosen as study
models, common bean (Phaseolus vulgaris) and radish (Raphanus
sativus) since extensive characterization of their seed microbiota

was previously performed (Barret et al. 2015; Klaedtke et al. 2016;
Rezki et al. 2016, Rezki et al. 2018; Torres-Cortés et al. 2018).

MATERIALS AND METHODS
Site description and sampling of radish and bean

Common bean (Phaseolus vulgaris L. var. Flavert) and radish
(Raphanus sativus L. var. Flamboyant5) were grown in 2016 at the
experimental station of the National Federation of Seed Multipli-
ers (FNAMS, 47°28'012.42"N-0°23'44.30"W, Brain-sur-1'Authion,
France). The two plant species were grown in separate blocks
(5 m x 10 m), at a density of eight bean plants and five radish
plants per square meters. Bean and radish seeds (kindly sup-
plied by Vilmorin-Mikado) were sown at the end of March and
May 2016, respectively. Flower buds, open flowers, fruits and
seeds were collected weekly until full seed maturity (Fig. 1). More
specifically, seeds were aseptically removed from fruits with
sterile scalpel and tweezers under a laminar flow hood. Seeds
were collected during seed filling (bean: B22, B28; radish: R25,
R32 and R39) and seed maturation (bean: B35, B42; radish: R46,
R53 and R67), each number corresponds to a number of days
after pollination of bean and radish flowers. Since the phases
of seed filling and seed maturation take longer for radish, more
samples were collected. A total of three independent samples,
from three individual plants, were collected at each sampling
point. Each sample corresponded to a set of flower buds, open
flowers, fruits and seeds (Fig. 1). For each sample, grams of tis-
sues and colonies forming unit (CFU) per gram of sample were
measured (Fig. 2A and B).

DNA extraction and construction of amplicon libraries

The collected biological material was soaked in 2 mL of
phosphate-buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis (USA))
supplemented with Tween® 20 (0.05% v/v, Sigma-Aldrich) per
gram of fresh material. Flowers and fruits were crushed in a
lab blender (Stomacher, Mixwel, Alliance Bio Expertise, Guipry
(France)) for 1 min. Bean and radish seeds were soaked at
4°C under constant agitation (140 rpm) for 16 h and 2 h
30 min, respectively. The suspensions were centrifuged (6000 x
g, 10 min, 4°C) and the resulting pellets were suspended in 200
uL of PBS. A total of 100 uL of suspensions were used for DNA
extraction while the other 100 uL were dedicated to microbio-
logical analyses (see ‘collection of seed-associated bacteria’ sub-
section).

DNA samples were extracted with the Powersoil DNA kit (Mo
Bio Laboratories Inc, Carlsbad (USA)) following the supplier’s
recommendations. PCR reactions were performed with a high-
fidelity Taq DNA polymerase (AccuPrime Taq DNA Polymerase
System, Invitrogen, Carlsbad (USA)) using 5 pL of 10X Buffer, 1
pL of forward and reverse primers (gyrB [100 uM]; 16S rRNA gene
[10 uM]), 0.2 uL of Taq and 5 nL of DNA). A first PCR amplification
was performed with the primer sets 515f/806r (Caporaso et al.
2011) and gyrB.aF64/gyrB_aR553 (Barret et al. 2015) which target
the v4 region of 16S rRNA gene and a portion of gyrB, respec-
tively. Cycling conditions for 515f/806r were composed of an ini-
tial denaturation step at 94°C for 3 min, followed by 35 cycles
of amplification at 94°C (30 s), 50°C (45 s) and 68°C (90 s) and a
final elongation at 68°C for 10 min. The cycling conditions for
gyrB_aF64/gyrB_.aR553 were as followed: initial denaturation at
94°C for 3 min, 35 cycles of amplification at 94°C (30 s), 55°C
(45 s) and 68°C (90 s) and final step at 68°C for 10 min. Amplicons
were purified with magnetic beads (Sera-Mag, Merck, Darmstadt
(Germany)). A second PCR amplification was performed to incor-
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Figure 1. Experimental sampling. Flower buds (B0O1 and R01), open flowers (B02 and R04), fruits (B07 and R11) and seeds at two different stages of development, seed
filling (B22, B28, R25, R32 and R39) and seed maturation (B35, B42, R46, R53 and R67), were sampled. A total of three replicates corresponding to a bulk of organs from

different individual plants were performed at each sampling stage.

porate Illumina adapters and barcodes. PCR cycling conditions
were identical for the two molecular markers: a first denatura-
tion at 94°C (1 min), followed by 12 cycles at 94°C (1 min), 55°C
(1 min) and 68°C (1 min) and a final elongation at 68°C for 10 min.
Amplicons were purified with magnetic beads and quantified
with the Quant-iT PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen). All
the amplicons were pooled in equimolar concentrations and the
concentration of the equimolar pool was monitored with quan-
titative PCR (KAPA SYBR® FAST, Merck). Amplicon libraries were
mixed with 10% PhiX and sequenced with a MiSeq reagent kit v2
500 cycles (Illumina, San Diego (USA)).

Sequence processing

Primer sequences were removed with cutadapt version 1.8 (Mar-
tin 2011). Fastq files were processed with DADA2 version 1.6.0
(Callahan et al. 2016), using the following parameters: truncLen
= ¢(200, 150), maxN = 0, maxEE = c¢(1,1), truncQ = 5. Chimeric
sequences were identified and removed with the removeBimer-
aDenovo function of DADA2. Taxonomic affiliations of ampli-
con sequence variants (ASVs) were performed with a naive
Bayesian classifier (Wang et al. 2007) implemented in DADA2.
ASVs derived from 16S rRNA gene were classified with the Silva
132 taxonomic training data (silva_nr_v132_train_set.fa.gz). gyrB
ASVs were classified with an in-house gyrB database available
upon request (train_set_gyrB_v4.fa.gz). The datasets supporting
the conclusions of this article are available in the ENA database
under the accession number [PRJEB38127].

Microbial community analyses

Microbial community analyses were conducted with Phyloseq
version 1.22.3 (McMurdie and Holmes 2013). Sequences derived
from 16S rRNA gene that were unclassified at the phylum-
level, affiliated to Archaeae, Chloroplasts and Mitochondria were
removed. Since the primer set gyrB_aF64/gyrB_aR553 primers can
sometimes co-amplified parE, a paralog of gyrB, the gyrB taxo-
nomic training data also contained parE sequences. ASVs affili-
ated to parE or unclassified at the phylum-level were removed.
Sequences were aligned with DECIPHER version 2.14.0 (Wright
2016) and neighbor joining phylogenetic trees were constructed
with Phangorn version 2.5.5 (Schliep 2011).

Alpha-diversity metrics were calculated after rarefaction at
44 000 gyrB and 1000 16S rRNA gene sequences per sample.
Observed richness (number of ASVs) and estimated richness
(Chaol index) were calculated with Phyloseq. Faith’s (1992) phy-
logenetic diversity was calculated with picante version 1.7 (Kem-
bel etal. 2010). Differences in alpha-diversity estimators between
stages were assessed with Kruskal-Wallis non-parametric anal-
ysis of variance followed by Dunn’s post-hoc test. Differences
were considered as significant at a P-value < 0.05.

Changes in phylogenetic membership and composition were
measured with unweighted and weighted UniFrac distances
(Lozupone and Knight 2005), respectively. Changes in phyloge-
netic membership were measured with unweighted Unifrac dis-
tances, which is sensitive to low-abundant taxa. In contrast we
measured changes in composition with weighted UniFrac dis-
tances which take into account the relative abundance of each
taxa. The relative contribution of seed developmental stages on
phylogenetic structure was estimated with canonical analysis of
principal coordinates through capscale function of vegan 2.4.2
(Oksanen et al. 2017) followed with permutational multivariate
analysis of variance (PERMANOVA; Anderson 2001). The disper-
sion of bacterial phylogenetic composition for each sampling
stage was monitored with weighted UniFrac distance rather
than unweighted UniFrac distance, in order to limit the impact
of rare bacterial ASVs. Difference in dispersion between plants
species was assessed with Wilcoxon non-parametric test.

Decomposition of phylogenetic turnover (species replace-
ment) and phylogenetic diversity gradient (nestedness) were
estimated with the phybeta.pair function of Betapart version
1.5.1 (Baselga and Orme 2012). On the one hand, phylogenetic
turnover (phy.beta.jtu) reflects the proportion of lineages that
would be replaced between communities if both communi-
ties had the same number of taxa. Phylogenetic turnover was
measured through unweighted UniFrac derived pair-wise phy-
logenetic dissimilarity. On the other hand, phylogenetic diver-
sity gradient (phybeta.jne) indicated phylogenetic dissimilar-
ity, between communities due to differences in species rich-
ness. Phylogenetic diversity gradient was measured as the
nestedness-fraction of unweighted UniFrac derived pairwise
phylogenetic dissimilarity (Leprieur et al. 2012).

Hierarchical clustering of bacterial ASVs was performed on
a subset of ASVs that were detected in at least two samples
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Figure 2. Temporal diversity of bacterial communities associated with reproductive organs of common bean and radish. (A) Grams of tissues and (B) log CFU monitored
for each sample. (C) Observed richness and (D) phylogenetic diversity (Faith's phylogenetic diversity index, Faith 1992) estimated with gyrB amplicon sequence variants
(ASVs). (E) Estimated richness (Chao1) and (F) phylogenetic diversity estimated with 16S rRNA ASVs. Small light dots represented replicates while large opaque dots
represented medians. Letters a and b denoted significant changes between conditions considered at a P-value = 0.05 (Kruskal-Wallis with post hoc Dunn test). No

significant differences were observed for (A), (B), (E) and (F).

with a relative abundance >0.1%. Hierarchical clustering was
performed via cosine similarity of log-transformed ASV counts
(log10(x + 1)). Cosine similarity measures the cosine of the angle
between two vectors (ASVs) projected in a multi-dimensional
space (samples). This measure ignores the magnitude (differ-
ences in sequences counts between ASVs) and targets the orien-
tation of the vector. Heatmaps were constructed with pheatmap
version 1.0.12 (Kolde 2019) to visualize ASVs co-occurrence.
Visualization of phylogenetic tree was done with Interactive
Tree of Life version 5.5 (Letunic and Bork 2016). Scripts and
data sets employed in this work are available in GitHub:
https://github.com/martialbriand/IRHS_EmerSys/blob/master/C
hesneau_etal _2020/Chesneau_etal 2020_Final_Version.R.

Collection of seed-associated bacteria and
reconstruction of genomic sequences

Suspension were serial-diluted and plated on 1/10 strength
Tryptic Soy Agar (17 g/L tryptone, 3 g/L soybean peptone, 2.5 g/L

glucose, 5 g/L NaCl, 5 g/L K2HPO4 and 15 g/L agar, Oxoid,
Waltham (USA)) supplemented with cycloheximide (50 pg/mL,
Sigma-Aldrich). After 5 days of incubation at 18°C, colony form-
ing units (CFUs) were counted for each sample. A total of 24 CFUs
were randomly picked at each sampling stage, thereby result-
ing in 180 and 196 bacterial strains for bean and radish, respec-
tively. Molecular typing of each bacterial strain was performed
through gyrB amplification and subsequent Sanger sequencing
(Genoscreen). Strains were associated with ASVs if their gyrB
sequences were strictly identical (100% identity over 100% of
their length) to the ASV sequence.

DNA of 39 bacterial strains representing the most prevalent
seed-associated bacterial populations on community sequenc-
ing data (Table S1, Supporting Information), were extracted with
the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madi-
son (USA)). DNA was sequenced with DNBSeq using a PCR free
library protocol (BGI). Paired-end reads were assembled with
SOAPdenovo version 2.04 (Li et al. 2010) and VELVET version
1.2.10 (Zerbino and Birney 2008). The bacterial strains were
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deposited in the CIRM-Plant Associated Bacteria collection (ht
tps://wwwé.inrae.fr/cirm_eng/CFBP-Plant- Associated-Bacteria).

Taxonomic classification of genome sequences was per-
formed through calculation of overall genome relatedness
indices. The phylogenetic neighbors were selected from
genomes sequences of the NCBI WGS database (n = 154 480 as
of July 2018) with the one2all mode of Kmer-db version 1.6.2
(Deorowicz et al. 2019). Genomes sequences were affiliated at
the species level when they shared at least 50% of 15-mers with
the genomes of type strains. The percentage of shared 15-mers
was also used to investigate the relatedness between the 39
genomes sequences.

Structural and functional annotations were carried out
with prokka version 1.2 (Seemann 2014). Orthology assignment
was performed with DIAMOND version 0.9.10 (Buchfink, Xie
and Huson 2015) on the eggNOG4.5 database (Huerta-Cepas
et al. 2016). Orthologous groups (OGs) significantly (Bonferroni
adjusted P-value < 0.05) associated with seeds were identified
with Scoary version 1.6.16 (Brynildsrud et al. 2016) using a pres-
ence/absence table of OGs.

RESULTS

Estimation of bacterial community profiles with 16S
rRNA gene and gyrB

Although the v4 region of 16S rRNA gene (hereafter 16S) is rou-
tinely employed in PCR-based surveys of microbial communi-
ties, this region has a poor discriminatory power at the species
level. To circumvent this limitation, an alternative bacterial
marker based on a portion of gyrB that encodes the g subunit
of the bacterial gyrase was recently developed and employed for
estimating the structure of plant-associated bacterial commu-
nities (e.g. Barret et al. 2015; Bartoli et al. 2018; Rochefort et al.
2019). To assess the potential amplification bias of gyrB primers,
we compared the bacterial community profiles estimated with
16S or gyrB. A total of four main phyla, Proteobacteria, Actinobacte-
ria, Firmicutes and Bacteroidetes, were consistently detected with
both molecular markers (Figures S1A and S1B, Supporting Infor-
mation). Phyla specifically detected with 16S (e.g. Chloroflexi; Fig-
ure S1A, Supporting Information) or gyrB (e.g. Nitrospirae; Figure
S1B, Supporting Information) represented ASVs of low preva-
lence with low sequences counts. According to Mantel test,
unweighted UniFrac distances derived from 16S and gyrB were
moderately correlated (R = 0.37; Figure S1C, Supporting Informa-
tion), while weighted UniFrac distances were highly correlated
(R = 0.83; Figure S1D, Supporting Information). This reflected dif-
ferences in detection of ASVs of low abundance. The number of
reads per sample was 10- to 100-fold lower with 16S (Figure S1E,
Supporting Information) in comparison to gyrB (Figure S1F, Sup-
porting Information) as a result of co-amplification of chloro-
plast and mitochondrial DNA with the primer set that target the
v4 region of 16S gene. In the rest of the manuscript, estimates of
bacterial diversity are presented with gyrB and compared where
possible with the 16S dataset.

Flower to seed dynamics of bacterial communities

A total of 361 and 740 bacterial gyrB ASVs were detected on bean
and radish samples, while 64 and 84 ASVs were obtained with
16S. However, the variation between replicates within the same
sampling stage was important since 15 (4% of gyrB ASVs detected
in bean) and 42 (6% of gyrB ASVs detected in radish) ASVs were
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Figure 3. Temporal structure of bacterial communities associated with reproduc-
tive organs of common bean and radish. Dispersion in bacterial phylogenetic
composition (weighted UniFrac distances) at each stage of seed development
estimated with gyrB ASVs (A) and 16S ASVs (B), respectively. (C) Decomposition
of phylogenetic beta-diversity into (i) nestedness (phy.beta.jne; dark gray) and
(i) phylogenetic turnover (phy.beta jtu; gray), between successive stages sam-
pled. Smalllight dots represented replicates while large opaque dots represented
medians.

associated with all replicates of a sampling stage (Table S1, Sup-
porting Information). With regard to 16S ASVs, a higher per-
centage of ASVs was systematically detected at each sampling
stage (17 ASVs-26% in bean, 24 ASVs-29% in radish, Table S2,
Supporting Information). In bean samples, richness and phylo-
genetic diversity significantly (P-value < 0.05) increased at the
end of seed maturation with both molecular markers (Fig. 2C-
F). These increases in richness and phylogenetic diversity were
neither a consequence of the amount of tissue sampled (Fig. 24)
nor an increase in the size of the cultivable bacterial population
(Fig. 2B). In radish samples, richness and phylogenetic diversity
significantly decreased during the transition from fruit to devel-
oping seeds and then remained stable over the course of seed
filling and maturation (Fig. 2C-F). This decrease was indepen-
dent of the amount of tissue sampled or the size of the cultivable
population (Fig. 2A and B).

Changes of bacterial communities structure were sub-
sequently monitored by analyzing phylogenetic dissimilarity
among all sampled habitats. According to distance from cen-
troid, variation in bacterial phylogenetic composition was sig-
nificantly lower in bean in comparison to radish for all sampled
habitats (Fig. 3A and B). In fact, the bean microbiota was almost
exclusively composed of bacterial ASVs affiliated to Pseudomon-
adales whilst the radish microbiota was made up of ASVs related

55

120z Alenuer z| uo 18sn JusWauUoIAUT,| 18 UoRBUBWIY,| ‘@innouby,| Inod ayosayoay ap [euoneN 1Syl IvYNI Ag G870 16S/061 BBY/ZL/96/2]011E/98SWaY/W00 dNo"olwapeoe//:sdiy Wwol papeojumod







6 | FEMS Microbiology Ecology, 2020, Vol. 96, No. 12

to Enterobacterales and Pseudomonadales (Figure S2, Supporting
Information). Phylogenetic membership (unweighted UniFrac
distance) was significantly (P-value < 0.001) impacted in bean
and radish by habitat type sampled with both molecular mark-
ers (Figure S3, Supporting Information). Overall, habitat type
explained 22.0% and 33.6% of variance in bean samples with
gyrB and 16S sequences and 22.2% and 31.9% in radish samples
(Figure S3, Supporting Information). Phylogenetic composition
(weighted UniFrac distance) was also significantly impacted by
habitat type in bean (95.0% and 45.1% of variance with gyrB and
16S sequences) but not in radish (Figure S3, Supporting Informa-
tion).

To assess whether changes in phylogenetic membership
across habitats were driven by phylogenetic turnover or nest-
edness, we employed a framework initially proposed for assess-
ing spatial turnover of lineages (Baselga and Orme 2012; Lep-
rieur et al. 2012). Changes in beta-diversity between two com-
munities can be attributed to nestedness, which is the acquisi-
tion of new members while retaining some original members, or
to turnover, which is the replacement of original members with
new members. Phylogenetic turnover was the major component
of beta-diversity in bean samples (>90%) up to the seed matura-
tion stage where the total amount of phylogenetic beta-diversity
became half between turnover and nestedness (Fig. 3C). With
respect to radish samples, phylogenetic turnover represented
more than 75% of phylogenetic beta-diversity at all stages sam-
pled with the exception of the transition from fruit to developing
seeds (R11-R25, Fig. 3C). During this transition nestedness rep-
resented 74% of the total amount of phylogenetic beta-diversity.

Influence of the floral pathway in bacterial seed
transmission

To estimate the relative importance of the floral pathway in seed
bacterial communities memberships, we measured the number
of ASVs detected in buds, flowers and fruits that were associated
with seeds. As the gyrB read set is composed of a larger number
of sequences than the 16S dataset, we used the former for sub-
sequent analyses. Only 10% of the ASVs associated with bean
seeds were detected in buds, flowers and fruits. This percent-
age was more than three times higher in radish, with 36% seeds
ASVs detected in buds, flowers and fruits.

To assess whether some groups of ASVs displayed similar
changes in their abundances over time a hierarchical clustering
based on cosine similarity was performed. Radish-associated
taxa were not clustered according to the nature of the habitat
sampled (Figure S4, Supporting Information). For instance, we
did not detect any taxa specifically associated with radish seeds.
However, a set of eight persistent taxa was found at every stage
sampled (cluster 3; Figure S4, Supporting Information). These
persistent taxa were affiliated to Pseudomonas, Pantoea, Erwinia
and Sphingomonas. Concerning bean samples, one cluster (clus-
ter 2) was mainly composed of ASVs associated with seeds while
another cluster (cluster 4) contained ASVs primarily detected on
bud, flower and fruit (Fig. 4).

Investigation of genetic determinants involved in
transmission to bean seeds

Isolation of bacterial strains from buds, flowers, fruits and seeds
on a single synthetic media resulted in 180 and 196 isolates in
bean and radish, respectively. Of these isolates, 88% and 83%
possess 100% identity to ASVs obtained through community

profiling approach. Bean isolates were distributed in 13 ASVs
(96.9% of all reads) with a mean of 12 isolates (min 1, max
52) per ASV while 28 ASVs (93.5% of all reads) were associated
with radish isolates with a mean of 4 isolates (min 1, max 26)
per ASV. A total of 39 isolates representative of the most abun-
dant ASVs (Figure S5, Supporting Information) were selected for
whole genome sequencing. These 39 genomic sequences (Table
S3, Supporting Information) were clustered according to the per-
centage of shared k-mer, resulting in 12 bacterial groups at a 50%
threshold (Fig. 5). A total of two groups, related to ASV1 (Pseu-
domonas orientalis) and ASV28 (Pseudomonas coleopterorum), both
belonging to the P. fluorescens subgroup (Hesse et al. 2018), were
composed of bean seed-associated taxa (bean cluster 2). Of note,
ASV1 group (P. orientalis) was composed of genomes sequences
derived from bean and radish seed isolates, which suggested no
host specificity (Fig. 5).

To assess whether some genetic determinants could be
associated with transmission of bacterial taxa to bean seed, a
comparative genomic analysis was performed between isolates
specifically associated to seeds ASVs (bean cluster 2) and iso-
lates associated with buds, flowers and fruits ASVs (bean cluster
4). Since Pseudomonadales represented the main bacterial order
detected on bean seeds (Figure S2, Supporting Information), we
focused our analysis on Pseudomonas isolates associated with
bean cluster 2 (n = 8) and bean cluster 4 (n = 12). A total of
four and 12 eggNOG orthologous groups (OGs) were significantly
(P-value = 0.05) associated with bean cluster 2 and bean clus-
ter 4, respectively (Table 1). The four OGs shared between P.
orientalis (ASV1) and P. coleopterorum (ASV28) were predicted
to encode a LysR family transcriptional regulator, a DUF262
domain-containing protein, an aldose 1-epimerase family pro-
tein and a sugar major facilitator superfamily (MFS) transporter
(Table 1).

Although P. orientalis (ASV1) and P. coleopterorum (ASV28)
were both detected during bean seed filling and maturation,
the former (ASV1) was the dominant taxa of bacterial com-
munities (Fig. 4). The high relative abundance of P. orientalis
could be potentially related to specific genetic determinants
that provided a better fitness. In addition to the four OGs
shared with P. coleopterorum, 68 OGs were specifically detected
in the representative genome sequences (n = 6) of P. orien-
talis. According to eggNOG classification approximately 75% of
these OGs were associated with proteins of unknown function
(Table S4, Supporting Information). Closer inspection of protein
sequence similarity through BLASTp searches revealed however
that some of these OGs of unknown function were associated
with secondary metabolites biosynthetic clusters (B207_01600,
B207.01601, B207.01607, B207_01611 and B207.02823) and puta-
tive type III effector (B207.02170).

DISCUSSION
Origin of seed-associated taxa

According to our sampling, the arrival of bacteria at the early
stages of seed development was different between the two
plant species investigated. In radish, 36% of the bacterial taxa
detected in seeds were also associated with buds, flow