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Résumé

La réduction de l'utilisation des produits phytosanitaires constitue I'un des axes majeurs de la
transition agroécologique. Dans ce contexte, il est urgent de développer des stratégies assurant une
gestion efficace et durable de la pression parasitaire, tout en préservant I'environnement. La
mobilisation du microbiome du sol, et notamment des communautés de bactéries qui le composent,
représente une de ces solutions. S’il a été démontré qu’une partie de ces communautés était capable
de limiter I'impact de pathogenes des cultures, les relations entre I'environnement de ce microbiome
et sa capacité a réguler les maladies des plantes restent encore largement méconnus. L’ambition de
ce projet de thése était d’évaluer I'impact de facteurs, telles que les conditions pédologiques et les
pratiques agricoles, sur la structure et le fonctionnement du microbiome du sol et d’analyser la relation
entre ces modifications et la capacité du microbiome a participer a la régulation de la fusariose de I'épi.
Ce projet s’articule autour de deux axes de recherche, visant a (1) déterminer quels facteurs expliquent
le caractére suppressif des sols vis-a-vis de I'agent pathogene Fusarium graminearum, et (2) évaluer
I'influence de I'environnement sur I'assemblage du microbiome du sol et du blé. Pour répondre a ces
objectifs, un réseau de 103 parcelles d’agriculteurs de la plaine de Limagne (Puy-de-Déme, France) a
été mobilisé. Les parcelles représentaient une diversité de types de sols et de pratiques agricoles, et
se répartissaient soit en agriculture conventionnelle, soit en agriculture biologique, soit en agriculture
de conservation. Des échantillons de sol ont été prélevés dans chaque parcelle et caractérisés par (1)
les pratiques agricoles (2) des analyses physico-chimiques, (3) leur communauté bactérienne par
metabarcoding du géne ADNr 16S et (4) des tests d’inhibition in vitro (fongistase) du champignon
pathogéne Fusarium graminearum. Parmi ces 103 parcelles, 98 ont servi au prélevement
d’échantillons de rhizosphere et de racines de blé (Triticum aestivum) dont la communauté
bactérienne a également été recensée. Enfin, neuf sols parmi les 103 ont été sélectionnés pour la

culture et I'infection du blé par F. graminearum en conditions controlées. Le test de fongistase a révélé
une grande variabilité au sein de I'échantillon ainsi que la capacité de certains sols a inhiber
complétement la germination du champignon. Les caractéristiques pérennes du sol et la diversité
bactérienne étaient liées a la fongistase des sols. Il existait aussi une corrélation entre I'abondance de
Burkholderia spp. et la fongistase. La comparaison des microbiomes bactériens du sol, de la
rhizospheére et des racines du blé a révélé des compositions différentes entre les trois compartiments.
La composition microbienne dans les sols influencait celles de la rhizosphere et des racines dans une
méme parcelle. Les caractéristiques physico chimiques et le systeme de culture influencaient la
composition de la communauté bactérienne dans les trois compartiments. L'expérimentation en
conditions contr6lées n’a pas révélé de lien entre microbiome (diversité et composition) et symptémes
de la fusariose, ni de lien entre fongistase et symptomes in planta sur un méme sol. Dans I'ensemble,
ces travaux contribuent a évaluer les possibilités d’utilisation des pratiques agricoles comme levier de
controle agroécologique de la fusariose du blé, a travers la modulation des communautés
microbiennes naturelles.

Mots-clefs : Metabarcoding, microbiome du sol, Fusarium graminearum, blé, biocontrdle, service
écosystémique



Abstract

Reducing the use of phytosanitary products constitutes one of the major axes of the agroecological
transition. In this context, it is urgent to develop strategies ensuring effective and sustainable
management of parasitic pressure, while preserving the environment. Mobilization of the soil
microbiome, and particularly the bacterial community, represents one of these solutions. Although it
has been demonstrated that part of these communities is capable of limiting the impact of crop
pathogens, the relationships between the environment of the microbiome and its capacity to regulate
plant diseases still remain largely unknown. The ambition of this thesis project was to evaluate the
impact of factors, such as soil conditions and agricultural practices, on the structure and functioning of
the soil microbiome and to analyze the relationship between these modifications and the capacity of
the microbiome to participate in the regulation of Fusarium head blight. This project is structured
around two axes of research, aiming to (1) determine which factors explain the suppressive nature of
soils with respect to the pathogen Fusarium graminearum, and (2) evaluate the influence of the
environment on the assembly of the soil and wheat microbiome. To meet these objectives, a network
of 103 plots in the Limagne plain (Puy-de-Déme, France) was mobilized. The plots represented a
diversity of soil types and agricultural practices, and were divided into either intensive agriculture,
organic agriculture, or soil conservation agriculture. Soil samples were taken from each plot and
characterized by (1) agricultural practices (2) physicochemical analyses, (3) their bacterial community
by metabarcoding of the 16S rDNA gene and (4) in vitro inhibition tests (fungistasis) of the pathogenic
fungus Fusarium graminearum. Among these 103 plots, 98 were used to collect samples of wheat
(Triticum aestivum) rhizosphere and roots, that were also described through their bacterial
community. Finally, nine soils among the 103 were selected for the cultivation and infection of wheat
by F. graminearum under controlled conditions. The fungistasis test revealed great variability within
the sample as well as the ability of certain soils to completely inhibit the germination of the fungus.
Perennial soil characteristics and bacterial diversity were related to soil fungistasis. There was also a
correlation between the abundance of Burkholderia spp. and fungistasis. Comparison of bacterial
microbiomes from soil, wheat rhizosphere and roots revealed different compositions between the
three compartments. The microbial composition in the soil influenced those of the rhizosphere and
roots of the same plot. The physicochemical characteristics and the management system influenced
the composition of the bacterial community in the three compartments. Experimentation under
controlled conditions did not reveal a link between microbiome (diversity and composition) and
symptoms of Fusarium head blight, nor a link between fungistasis and in planta symptoms on the same
soil. Overall, this work contributes to evaluating the possibilities of using agricultural practices as a
lever for agroecological control of Fusarium head blight in wheat, through the modulation of natural
microbial communities.

Keywords: Metabarcoding, soil microbiome, Fusarium graminearum, wheat, biocontrol, ecosystem
service
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Avant-propos

Les évolutions des systémes agricoles qui sont intervenues dans un grand nombre de pays
développés au cours de la seconde moitié du XX® siecle ont permis d’assurer la sécurité alimentaire
d’une partie de la population humaine. Pour autant, les systémes qui en résultent sont aujourd’hui
remis en question pour leurs limites et les désagréments qu’ils entrainent: érosion des sols,
contamination des eaux naturelles, baisse de la biodiversité (Tilman et al., 2002)... Dans ce contexte a
émergé le concept de transition agroécologique qui propose de faire évoluer I'agriculture vers des
pratiques plus vertueuses et durables. Il existe notamment une volonté croissante de s’affranchir de
I'usage des intrants, et plus particulierement des pesticides, en agriculture. Au-dela de l'intérét de ne
plus en dépendre, il s’agit de limiter 'usage de substances potentiellement nocives pour I'homme et
I’environnement (Goeb et al., 2020; Jacquet et al., 2022a). Cette volonté est illustrée par des initiatives
comme les plan Ecophyto initié en 2008 par le gouvernement francais, qui avait pour objectif de
réduire de moitié I'usage des pesticides en dix ans et le nouveau plan Ecophyto 2030 qui planifie le
retrait de 75 molécules sur les 291 encore utilisées (Ministére de I’Agriculture et de la Souveraineté
alimentaire, n.d.). Dans la pratique il est difficile de diminuer la consommation des produits
phytosanitaires, comme I'ont illustré le relatif échec du premier plan Ecophyto, qui n’a pas atteint ses

objectifs en termes de réduction des consommations, ou la récente mise en suspens du plan actuel.

Les deux grandes familles de produits phytosanitaires les plus utilisées sont les herbicides et les
fongicides (Agreste, 2022). Certains produits comme des herbicides peuvent étre substitués par
d’autres pratiques (par exemple, le désherbage mécanique) et sont plus faciles a remplacer. Pour
d’autres produits comme les fongicides, peu de solutions existent, or les agriculteurs sont en demande
d’alternatives a l'utilisation de ces produits. En outre, 'utilisation répétée de mémes molécules
entraine |'apparition de souches résistantes dans les populations naturelles d’agents pathogénes
(Lucas et al., 2015). Certaines pratiques comme le labour permettent de limiter la propagation des
agents pathogenes fongiques en enfouissant les résidus de culture (Leplat et al., 2013), mais sont aussi
guestionnées pour leur impact sur I'environnement. En effet, la pratique du labour est accusée de
fragiliser la structure des sols et de favoriser I'érosion, ainsi que d’accélérer la minéralisation du

carbone organique stocké dans les sols (Haddaway et al., 2017; Tilman et al., 2002).

Dans cette optique, de nombreuses initiatives s’orientent donc vers I'agroécologie, qui repose sur les
services fournis par la biodiversité : les services écosystémiques (Wezel et al., 2009). Le recours aux
services écosystémiques issus des propriétés du sol et des plantes est désormais une thématique de
recherche privilégiée. La notion de service écosystémique a émergé a la fin du 20°™ siécle et désigne

les bénéfices pour 'Homme et la société issus des processus écologiques (FAO, 2020). On peut en



distinguer quatre catégories : les services d’approvisionnement, de support, les services culturels et
les services de régulation. Les services de régulation comprennent le controle des bioagresseurs ou la
. . . R , s g
pollinisation (Haines-Young and Potschin, 2009). Le contréle des bioagresseurs, c’est-a-dire des
organismes susceptibles d’engendrer une perte de récolte, est particulierement important en

agroécologie. C’'est la mobilisation ce service qui sera au cceur de ce sujet de these.

Les pratiques agricoles peuvent évoluer pour intégrer la stimulation de ces services. Il s’agit de changer
de paradigme et de définir des systemes de cultures combinant des leviers pour favoriser la régulation
des bioagresseurs, par davantage de mesures prophylactiques, et en imposant une plus faible pression
de sélection. Etant donnée leur grande diversité fonctionnelle et leur activité dans I'agroécosysteme,
beaucoup d’espoirs sont portés par la mobilisation des microorganismes comme voie alternative, par

différentes approches (Jacquet et al., 2022b).

Pour exploiter le potentiel des microorganismes en protection des cultures, beaucoup d’informations sur
I'interaction des communauté microbiennes avec I'environnement, les agents pathogénes et leur héte
sont encore nécessaires (Busby et al., 2017). Dans I'introduction de ce document, nous proposons de
décrire les microbiomes du sol et des plantes, leurs fonctions d’intérét, ainsi que les méthodes employées
pour leur mobilisation. Enfin notre modele d’étude, la fusariose du blé, les objectifs du projet et le

dispositif méthodologique de la thése seront présentés.



Chapitre 1 : Introduction

1. Le microbiome du sol aux plantes

1.1. Définitions
Les microorganismes sont omniprésents dans I'environnement et interagissent avec tous les étres
vivants. L'assemblage de microorganismes associés a un environnement ou a un héte, plante ou
animal, forme son microbiote. Le microbiote est constitué de bactéries, archées, protistes et
champignons microscopiques. Le microbiote en activité et en interaction avec un héte ou un
environnement donné est aussi appelé « microbiome » (Fig. 1). Ce terme désigne également

I’ensemble des geénes et des produits de I'activité d’'une communauté microbienne (Berg et al., 2020).

Le microbiote joue un role majeur dans la vie de I’hote, au niveau son développement, sa nutrition,
son métabolisme et sa résistance aux stress biotiques ou abiotiques (Alavi et al., 2013; Hartman and
Tringe, 2019; lkeda-Ohtsubo et al., 2018). Il représente un panel de fonctions variées et donc un
potentiel d’adaptation a I'environnement. Ces nombreuses interactions avec I’'h6te sont plus ou moins
étroites et bénéfiques, et peuvent aller de la pathogénicité a la symbiose mutualiste. Cette
interdépendance encourage la prise en compte du microbiote lors de I'étude d’un organisme donné.
C’est ce qui a donné lieu au concept d’holobionte, I'association de I’h6te et de son microbiote, parfois
considéré comme l'entité soumise a la pression de sélection. Par ailleurs, I'observation récurrente de
certains taxons associés aux hotes d’une méme espéece ou d’'une méme population a imposé l'idée
d’un « core microbiome » (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Cette notion suggére que I'assemblage de

ces communautés n’est pas aléatoire mais le résultat de longues co-évolutions.
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Figure 1 : Représentation schématique de la notion de microbiome. Le microbiome inclut la composition de la
communauté microbienne et les produits de son activité, dans un environnement donné (d'aprés Berg et al.,
2020).

1.2. L’étude des communautés microbiennes

1.2.1. Descripteurs de la communauté microbienne

Plusieurs indicateurs peuvent étre utilisés en écologie microbienne : la biomasse (ou abondance)
refléte la quantité absolue de microorganismes, la structure (ou composition) décrit I'identité et les
proportions des taxons et la richesse spécifique (ou diversité observée) la quantité de taxons différents
présents (Garbeva et al., 2004). La richesse spécifique est un indice d’alpha-diversité, propre a un
échantillon donné. C’'est également le cas de I'indice de Shannon, qui prend en compte le nombre de
taxons ainsi que leur abondance relative. Les microorganismes peuvent aussi étre décrits par les
fonctions qu’ils exercent (Lemanceau et al., 2017), et étudiés au sein de réseaux d’interactions qui

reflétent leur co-occurrence (Jiang et al., 2019). Il existe un éventail de méthodes pour caractériser

I"abondance, I'activité, la composition et déterminer les fonctions de la communauté microbienne.



1.2.2. Diversité des techniques disponibles
Jusqu’a récemment, I'étude des communautés microbiennes était limitée par la faible fraction
cultivable des microorganismes, estimée a 1 %. Les derniéres années ont vu le développement de
méthodes et d’équipements permettant d’une part de faciliter la culture et donc I’étude d’une fraction
plus importante de ces communautés, et d’autre part de s’affranchir de la culture pour dénombrer et

décrire les communautés (Lemanceau et al., 2015; Zhang and Xu, 2008).

L'avenement de I'analyses des données « omiques », c’est-a-dire la caractérisation groupée de tous
les organismes d’un milieu selon leurs génes ou le produit de leurs transcription et traduction, permet
de dresser un profil complet des communautés environnementales. Ces méthodes reposent en partie
sur le séquencage a haut débit, grace aux techniques de séquencage de nouvelle génération (Bertola

et al., 2021; Kumar et al., 2023) (Fig. 2).

Parmi ces techniques, le metabarcoding permet d’identifier les taxons présents dans I’environnement,
par I'amplification d’un géne « barcode » suffisamment conservé au sein d’un régne, par exemple la
région V3-V4 de I’ADN ribosomique 16S dans le cas des procaryotes. La taxonomie est ensuite assignée
en fonction des bases de données disponibles. Cette méthode est actuellement un standard en

écologie microbienne pour la description de la composition des communautés.

La métagénomique correspond au séquencage des génomes complets de tous les organismes présents
dans un environnement donné, ce qui facilite I'identification des especes présentes dans ces
communautés, et permet surtout une prédiction plus précise des fonctions potentielles de ces
communautés. Il est parfois souligné que ces deux méthodes, metabarcoding et métagénomique,

prennent en compte I'ensemble des microorganismes présents, actifs ou non.

La métatranscriptomique, c’est-a-dire le séquencage de la totalité des ARN présents, permet quant a
elle la mesure de [lactivité et des fonctions d’'une communauté microbienne. Enfin Ila
métaprotéomique et la métabolomique proposent l'identification des protéines et métabolites
produits par une communauté microbienne, ce qui renseigne sur leur activité, et peut permettre
d’expliquer les processus associés aux services écosystémiques microbiens (Berg et al., 2020; Kumar

et al., 2023).

Les approches par la culture conservent néanmoins leur intérét et sont complémentaires des données
obtenues par d’autres approches. La « culturomique » propose notamment de multiplier les milieux
de culture afin d’isoler le plus grand nombre possible de microbes (Zhang et al., 2021). Ces techniques
pourraient notamment permettre I'enrichissement de microorganismes rares (Kavamura et al., 2019;
La Scola, 2015) et permettent une étude plus approfondie du métabolisme, du type trophique, de

nouvelle espéces non identifiées.



Il est aussi possible de quantifier I'abondance absolue de la communauté microbienne par exemple
par I'amplification des ADN (qPCR) ou la destruction des cellules microbienne pour ensuite mesurer le
carbone extractible libéré (fumigation). D’autres méthodes incluent la cytométrie en flux, et la
guantification des acides gras phospholipidiques ou de I'adenosine tri-phosphate (Zhang et al., 2017).
Enfin I'activité globale de la communauté microbienne des sols peut notamment étre estimée via la

mesure de la respiration.
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Figure 2 : Méthodes d’études des microorganismes. D’aprés Berg et al., 2020

Les techniques disponibles permettent désormais de décrire en détail la composition, 'abondance,
I'activité et les fonctions des communautés microbiennes. La compréhension de la dynamique des
communautés microbiennes en fonction des hétes et des environnements est essentielle pour favoriser
les services rendus par les microorganismes, notamment dans |'agroécosystéme (Bertola et al., 2021).
Dans la suite du document il sera question de microbiomes d’intérét pour la protection des cultures : le

microbiome du sol et de I’environnement racinaire des plantes.
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1.3. Le microbiome des sols
Loin d’étre un milieu inerte, le sol abrite une vaste biodiversité. Les microorganismes constituent une
grande part de celle-ci, puisqu’on estime qu’un gramme de sol contient environ un million d’espéces
microbiennes (Karimi et al.,, 2018a). Chaque espéce a un fonctionnement et un type trophique
particuliers, ainsi que des conditions de développement optimales spécifiques. Il est alors attendu que
les caractéristiques du sol exercent une pression de sélection sur ces microorganismes, et soient

déterminantes pour la composition et I'abondance microbienne dans le milieu édaphique.

Les principaux phyla bactériens dans les sols varient selon les zones géographiques, mais parmi ceux
fréquemment observés se trouvent les Proteobactéries (ou Pseudomonadota), les Bacteroidetes, les
Firmicutes (ou Bacillota), et les Actinobactéries. Les champignons appartiennent quant a eux
principalement aux Ascomycetes et aux Basidiomycetes (lkeda-Ohtsubo et al., 2018; Trivedi et al.,
2020). La composition du microbiome du sol, tout comme son abondance et sa diversité, sont

influencés par une multitude de facteurs environnementaux décrits ci-apres.

1.3.1. Influence des caractéristiques pédologiques
Parmi les caractéristiques du sol, certaines résultent du processus de pédogénése et sont peu soumises
a des variations au cours du temps, a I'échelle des activités humaines. Ces caractéristiques pérennes
regroupent notamment sa texture (taille des particules de sol, réparties selon la fraction d’argile, de
limon et de sable), sa capacité d’échange cationique (CEC), sa teneur en certains métaux et en
carbonates, et son pH. En outre, toutes ces caractéristiques sont intrinsequement liées. Par exemple,
un sol avec une teneur en argile élevée aura généralement une CEC plus importante qu’un sol sableux
(Dequiedt et al., 2011). D’autres caractéristiques comme la teneur en matiere organique sont plus
variables, et dépendantes notamment des pratiques agricoles, bien qu’également liées aux
caractéristiques pérennes. Par exemple, les sols argileux retiennent davantage la matiere organique
gue les sols sableux grace a la formation d’associations entre |’argile et le carbone organique, qui limite

la dégradation de celui-ci par la respiration des micro-organismes hétérotrophes (Islam et al., 2022).

Ces caractéristiques sont déterminantes dans la composition et I'abondance des communauté
microbiennes. Les effets sont variables selon la nature de la communauté étudiée (par exemple,
bactérienne ou fongique), et la zone géographique, mais certaines tendances ont pu étre dégagées.
Les caractéristiques expliquant le plus de variations de la communauté microbienne sont le pH (Wang
et al., 2019; Zhang et al., 2016) et la texture du sol (Dequiedt et al., 2011) en ce qui concerne les
caractéristiques pérennes, et la teneur en matiere organique (Constancias et al., 2015; Dequiedt et al.,

2011; Naveed et al., 2016) en ce qui concerne les caractéristiques variables (Tab. 1).
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Sur le territoire francais par exemple, La texture, le pH et le carbone organique total expliqueraient
davantage les variations de biomasse que le climat (Dequiedt et al., 2011). Il existe une corrélation
positive entre la biomasse microbienne et le pH, la finesse du sol (texture argileuse), et sa capacité
d’échange cationique (CEC). Une texture argileuse favoriserait la création de niches et I'occupation par
les microorganismes, notamment grace a la création d’agrégats stables (Constancias et al., 2015;
Ranjard and Richaume, 2001). A I'inverse, un pH acide, le ratio Carbone/Azote (C/N), et une texture
grossiere (sableuse) sont négativement corrélés a la quantité de biomasse microbienne. Le pH serait
aussi positivement corrélé a la diversité taxons bactériens, contrairement a la teneur en argile et au
ratio C/N (Terrat et al., 2017). Enfin, les facteurs influencant la distribution taxonomique des archées
et bactéries seraient en premier lieu le pH du sol, puis le type d’exploitation du sol, la texture, la teneur

en nutriments et enfin le climat (Karimi et al., 2018b).

Tableau 1 : Effets prépondérants des propriétés physico-chimiques sur les paramétres des communautés
bactérienne et fongique du sol. Légende : + = augmentation, - = diminution, * = impact sur la composition, B. =
communauté bactérienne, F. = communauté fongique. 1. Lauber et al., 2008, 2. Kuramae et al., 2012, 3.
Constancias et al., 2015, 4. Karimi et al., 2018, 5. Terrat et al., 2017, 6. Xue et al., 2018, 7. Naveed et al., 2016, 8.
Wang et al., 2019, 9. Zhang et al., 2016, 10. Dequiedt et al., 2011.

pH Argile CEC Carbonates Matiere C/N
organique
B. F. B. F. B. F. B. F. B. F. B. F.
Structure | %1,4 | %9 *2
Diversité +3,5,8 _3,5 +7 +7 +3 _5
Biomasse +1O +3,10 +6,10 +3,1O _10
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1.3.2. Influence des pratiques agricoles
Les pratiques culturales dépendent des systemes de production dans lesquels s’inscrivent les
exploitations, qui sont définis par « I'ensemble des modalités techniques mises en ceuvre sur des
parcelles cultivées de maniére identique » (Sebillotte, 1990). Chaque systeme répond a des objectifs
de gestion et de production et peut s’inscrire dans un cadre délimité par des principes ou des normes
qui réglementent les pratiques culturales. Plusieurs pratiques sont donc souvent regroupées et
existent en association au sein d’un systeme de production donné. Dés lors, elles interagissent et la
modification de I'’environnement est le fait de la somme de ces pratiques. De maniére schématique,
I"agriculture conventionnelle vise a optimiser la production grace au recours aux intrants, alors que
I'agriculture biologique et [Iagriculture de conservation s’inscrivent dans une démarche
agroécologique, en s’appuyant sur la mobilisation des services écosystémiques. L’agriculture
biologique proscrit l'utilisation de produits phytopharmaceutiques et d’engrais de synthése et
privilégie des techniques comme des rotations plus longues et la complémentarité entre les
productions animales et végétales, avec notamment le recours aux amendements organiques, pour
assurer la protection et la nutrition des cultures. L’agriculture de conservation cherche a favoriser le
développement de la faune du sol, pour maximiser les services écosystémiques rendus par ces
organismes. Elle repose pour cela sur trois piliers: un travail du sol minimal, une couverture
permanente du sol par des couverts ou par des résidus végétaux et la diversification des especes dans

la rotation (Christel et al., 2021).

Les pratiques agricoles faconnent le milieu et peuvent impacter les communautés microbiennes du
sol, en modifiant les caractéristiques physico-chimiques de I'environnement tellurique. Ces
modifications peuvent étre directes, par des pratiques qui visent a impacter la teneur des sols en
certains éléments (fertilisation). Les modifications peuvent aussi étre indirectes, par exemple par le
choix du couvert végétal, qui modifie I’environnement tellurique par son activité racinaire ou lors de
sa décomposition (dans le cas des résidus de culture). En rapport avec la modification des
caractéristiques variables du sol ; il apparait que les pratiques qui impactent la teneur en nutriments,
la disponibilité et la diversité des substrats carbonés, impactent le plus les microorganismes (Delitte et

al., 2021).

Notamment, les systémes qui ont le plus recourt a I’'ajout de matiere organique par des amendements
augmenteraient la biomasse, la diversité et 'activité des bactéries du sol (Lori et al., 2017) (Tab. 2). La
fertilisation minérale en azote augmenterait cependant aussi de 15% la biomasse microbienne
(Geisseler and Scow, 2014). La composition en microorganismes peut étre influencée par la richesse
en nutriment du milieu, qui détermine la présence d’oligotrophes ou de copiotrophes (Hartmann et

al., 2015).
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Une plus faible biomasse microbienne serait retrouvée dans les sols des monocultures en comparaison
aux autres systemes (Dequiedt et al. 2011) et les rotations culturales plus longues apporteraient aussi
une augmentation d’environ 15% de richesse microbienne (Venter et al., 2016). Le labour et plus
généralement une augmentation du travail du sol aurait un effet négatif sur la diversité bactérienne et

fongique (Lisboa et al., 2015; Schmidt et al., 2019, 2018; Sipila et al., 2012).

Tableau 2 : Effets prépondérants des pratiques agricoles sur les communautés bactériennes et fongiques.
Références : 1. Schmidt et al., 2018, 2. Schmidt et al., 2019, 3. Kim et al., 2020, 4. Hartmann et al., 2015, 5.
Geisseler etal., 2014, 6. Lorietal., 2017, 7. Kavamura et al., 2018, 8. Hartman et al., 2018, 9. Venter et al., 2016,
10. Lupatini et al., 2017, 11. Esmaeilzadeh-Salestani et al., 2021. Les méta-analyses sont indiquées en gras.
Légende : + = augmentation, - = diminution, * = impact sur la composition, B. = communauté bactérienne, F. =
communauté fongique. AB vs AC = Agriculture biologique comparée a I’agriculture conventionnelle.

Labour Rotation Cultures Fertilisation AB vs AC
intermédiaires | minérale (N)

B. F. B. F. B. F. B. F. B. F.
Structure | %1,8 | %2,8 *1 *7 *4,8 *4,8
Diversité | _1 +9 +9 _|_2 _|_4,10,11 +4,11
Biomasse +3 +5 _|_6

Il apparait que les communautés microbiennes telluriques sont fortement influencées par les
caractéristiques pérennes des sols. Néanmoins, pour un type de sol donné, il semble exister une marge
de variation d’activité, de composition, de diversité et d’abondance du fait des pratiques culturales. Or,
dans les sols agricoles, la nature du microbiome du sol de réserve est déterminante pour sa capacité a

fournir des services écosystémiques, notamment a travers ses interactions avec les plantes.
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1.4, Le microbiome des plantes
Le microbiote de la plante provient de son environnement (transmission horizontale) et dans une
moindre mesure du microbiote initial de la graine, transmis en partie par la plante mére (transmission
verticale) (Philippot et al., 2013; Shade et al., 2017). Dans I'environnement, les microorganismes
proviennent de I'atmospheére, de I'eau et du sol. Dans les cas des plantes de culture, ce microbiome
dépend aussi de ce qui est apporté via les pratiques agricoles : fertilisation organique ou encore
microorganismes apportés activement dans un objectif de biocontrdle (Berg et al., 2021; Scotti et al.,

2020).

Les communautés microbiennes varient selon chaque compartiment et organes végétaux (Trivedi et
al., 2020), ainsi qu’en fonction des espéces végétales et des zones géographiques (Vandenkoornhuyse
et al., 2015). Dans le cas des plantes, on peut distinguer plusieurs compartiments d’intérét dans
lesquels les microbiomes peuvent différer : les parties aériennes ou phyllosphére (tiges, feuilles,
organes reproducteurs), et souterraines. Parmi les parties souterraines, on distingue le sol au contact
et sous l'influence des racines (la rhizosphére), la surface des racines (rhizoplan) et I'intérieur des
racines (endosphére) (Philippot et al., 2013; Santoyo, 2022). Le microbiome des parties souterraines
est le plus riche et diversifié, étant protégé des UVs et des variations de température (Bulgarelli et al.,

2013).

Dans le sol, les plantes interagissent avec ces microorganismes grace au phénomeéne de
rhizodéposition : les plantes sécretent dans la rhizosphére des composés riches en azote et en carbone
qui, en attirant et en sélectionnant les microorganismes, contribuent a la composition des
microbiomes racinaires. La rhizodéposition et le profil d’exsudation racinaire varient entre les espéces
et les variétés, ainsi qu’au cours du développement de la plante (Bulgarelli et al., 2013; Park et al.,
2023). Il est estimé que la plante peut allouer entre 10% et 40% du carbone fixé lors de la
photosyntheése a la rhizodéposition, selon son stade de développement et son environnement (Bais et
al., 2006; Kuzyakov and Domanski, 2000). Le recrutement peut étre expliqué comme un processus en
deux étapes : une étape de sélection des microorganismes spécialistes de I'utilisation des ressources
de la rhizosphere, et une étape d’interaction plus fine dépendant du génotype de la plante ol peut
s’installer un dialogue moléculaire entre la plante et les microorganismes (Bulgarelli et al., 2013). Ainsi,
ces deux étapes ont un réle de filtre sur la communauté microbienne. Il est d’ailleurs souvent observé
une diminution de la diversité a proximité de la plante (Trivedi et al., 2020). Ce phénomeéne est
imputable a la sélection de microorganismes copiotrophes spécialisés dans |’exploitation des
composés carbonés fournis par la plante. En outre, il a été démontré que les plantes sont capables

d’interagir préférentiellement avec des microorganismes qui en retour peuvent exercer des fonctions
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bénéfiques. Les plantes peuvent aussi moduler leur profil d’exsudation racinaire en fonction des stress

biotiques ou abiotiques (Canto et al., 2020; Hartman and Tringe, 2019; Park et al., 2023).

Le sol de réserve constitue donc un « réservoir microbien » a partir duquel la plante recrute son
microbiome souterrain (Berg and Smalla, 2009). La composition taxonomique des microbiomes
racinaire et rhizosphérique est ainsi étroitement liée a celle du sol. Elle résulte aussi de la sélection
appliquée par les changements de niche entre sol et racines et l'interaction avec la plante. Les
principaux phyla bactériens et fongiques dans I’environnement racinaire de la plante sont donc
sensiblement similaires a ceux du sol, mais peuvent différer en proportions (lkeda-Ohtsubo et al.,

2018; Trivedi et al., 2020) (Fig. 3).

L'assemblage du microbiome souterrain des plantes dépend donc principalement (1) du réservoir
microbien dans le sol (2) du génotype et du stade de la plante et (3) de facteurs environnementaux et des
stress qui peuvent survenir. La prise en compte des interactions entre la plante et ses microbiotes, en tant
gu’holobionte, représente un changement de paradigme dans I'étude des organismes vivants et en
particulier des plantes d’intérét agronomique (Berg et al., 2020). Par plusieurs mécanismes décrits ci-
aprés, les communautés microbiennes du sol, de la rhizosphére et des racines jouent un réle majeur pour

la santé des plantes.
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Figure 3 : Structure et composition des communautés bactériennes et fongiques associées aux plantes dans leurs
différents compartiments. 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
racinaire, I'endosphére foliaire et la phyllosphere de diverses espéces végétales (Source : Trivedi et al., 2020).
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2. Fonctions bénéfiques des microorganismes pour les plantes de culture

Il est désormais admis que les microorganismes présents dans le sol et recrutés par la plante peuvent
contribuer positivement au développement des végétaux, et ce par de nombreux mécanismes
(Berendsen et al., 2012). Parmi ceux-ci, on peut distinguer deux modes d’action principaux: la
phytostimulation et la phytoprotection. Ces fonctions sont exécutées par divers microorganismes, en
association plus ou moins étroite avec les plantes, dans les racines, la rhizosphére ou en amont, dans

le sol de réserve.

2.1. Phytostimulation

2.1.1. Solubilisation des minéraux
Les plantes prélévent les minéraux dans la phase aqueuse du sol, la disponibilité des minéraux dépend
donc de leur solubilisation. Des minéraux avec une forte affinité avec la phase solide du sol, comme le
phosphore et le fer, sont peu biodisponibles pour la plante. Certains microorganismes des genres
Pseudomonas, Bacillus et Klebsiella peuvent solubiliser le phosphore (Gyaneshwar et al.,, 2002;
Lugtenberg and Kamilova, 2009). De nombreuses bactéries comme certains Pseudomonas produisent
aussi des sidérophores capables de chélater le fer, ce qui facilite son absorption par la plante (Ahemad

and Kibret, 2014).

La mycorhization, c’est-a-dire I'interaction symbiotique entre des champignons mycorhiziens et les
racines de plantes, concernerait jusqu’a 80% des especes végétales terrestres (Bais et al., 2006). Elle
s’établit notamment dans un contexte de sols pauvres en nutriments. Cette interaction symbiotique
permet de multiplier la surface racinaire des plantes et ainsi de maximiser leur capacité d’absorption

d’eau, de sels minéraux et tout particulierement du phosphore (Smith and Read, 2008) (Fig. 4C).
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Figure 4 : Mécanismes microbiens de phytoprotection et de phytostimulation. Les micro-organismes bénéfiques
peuvent (A) libérer des antibiotiques, des composés volatiles et des enzymes lytiques, causant des dommages aux
agents pathogénes, en plus de susciter une résistance systémique induite des plantes et de rivaliser pour I'espace
et les nutriments. Le microbiote peut (B) stimuler la germination, le développement de I'architecture racinaire et
la biomasse végétale, (C) augmenter la disponibilité des nutriments pour les plantes en favorisant la solubilisation
des minéraux et (D) permet la fixation biologique de I'azote. Source : Volpiano et al., 2022.
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2.1.2. Fixation de 'Azote
Le di-azote (N3) représente 80 % de I'atmosphére terrestre, mais trés peu d’organismes peuvent utiliser
cette forme stable, |a fixation de I’azote étant un procédé tres coliteux en énergie pour rompre la triple
liaison qui lie les deux atomes d’azote. Les formes de I'azote assimilables par les plantes sont
I'ammonium (NH*) et surtout le nitrate (NOs). Les interactions symbiotiques plantes/bactéries
fixatrices d’azote impliquent la mise place d’'une structure fonctionnelle spécifique (le nodule
symbiotique), et sont restreintes aux especes de la famille des légumineuses (pois, soja, haricot, etc.)
avec des bactéries du genre Rhizobium, ou aux plantes actinorhiziennes avec les bactéries du genre
Frankia. Toutes les espéces végétales peuvent cependant interagir de facon moins étroite avec des
bactéries fixatrices d’azote libres dans I'environnement, comme par exemple Azospirillum,
Azotobacter et Stenotrophomonas (Ahemad and Kibret, 2014). Les apports d’azote a la plante par ces
voies restent cependant modérés, et insuffisants a alimenter seuls la croissance de la plante (Ahemad

and Kibret, 2014; Lugtenberg and Kamilova, 2009) (Fig. 4D).

2.1.3. Production de phytohormones
De nombreuses rhizobactéries (80% d’aprés Patten et Glick, 1996) sont capables de produire de
I"auxine, qui controle de nombreux procédés chez la plante, dont la croissance et la défense contre les
pathogénes (Ahemad and Kibret, 2014). L’auxine d’origine bactérienne favorise I'élongation racinaire,
et facilite ainsi I'acceés aux nutriments (Fig. 4B). De nombreuses espéces de champignons dans la
rhizosphére produisent aussi des phytohormones qui servent a la mise en place de leur interaction

avec la plante et qui ont un effet bénéfique sur sa croissance (Adedayo and Babalola, 2023).

2.2. Phytoprotection

2.2.1. Compétition, interférence, antagonisme
Plusieurs mécanismes microbiens peuvent contribuer a entraver les agents pathogenes.
Premierement, la compétition directe pour les ressources entre les microorganismes peut conduire a
un ralentissement de leur développement. En effet, des bactéries particulierement compétitives pour
la captation des ressources présentes dans la rhizosphére, comme Pseudomonas et Bacillus, peuvent
en limiter I'accés pour des pathogénes, et ainsi entraver leur développement au sein de cette niche

(Lugtenberg and Kamilova, 2009).

Les bactéries de la rhizosphére peuvent aussi interférer avec des agents pathogenes telluriques en

captant et dégradant les molécules signal impliquées dans le quorum sensing. Le quorum sensing est
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un systéme de communication bactérienne qui leur permet d’adapter leur phénotype en fonction de
leur nombre, et peut déclencher leur production de facteurs de virulence (Lugtenberg and Kamilova,

2009).

Par ailleurs, certaines bactéries dites « antagonistes » produisent des composés antimicrobiens. Par
exemple, Pseudomonas fluorescens produit un antifongique, le diacetylphloroglucinol (Berendsen et
al., 2012). D’autres antibiotiques comme le cyanure d’hydrogéne, la phénazine, la pyoluteorine et la
pyrrolnitrine, la zwittermycine A et la kanosamine sont produits par I'espece bactérienne Bacillus

cereus (Lugtenberg and Kamilova, 2009) (Fig. 4A).

Les champignons non pathogenes pourraient également jouer ce role de compétition pour les
ressources avec les pathogenes fongiques (Alabouvette et al., 2009). Enfin les mycorhizes peuvent
protéger les racines de la plante d’attaques par des agents pathogénes, en particulier via le manchon

gue beaucoup d’entre-elles sont capables de mettre en place autour des racines.

2.2.2. Induction de la réponse systémique
Le mécanisme de résistance systémique induite (ISR ou SIR) est un état de protection généralisé de la
plante contre tout type d’attaque qui peut survenir suite a sa sensibilisation par des microorganismes
bactériens ou mycorhiziens de la rhizosphére (Fig. 4A) (Pieterse et al., 2014). Un des mécanismes de
I'ISR repose sur la reconnaissance par la plante de certains composés microbiens comme la flagelline,
le lipopolysaccharide, les sidérophores, ainsi que les acyls homosérine lactone et les lipopeptides
cycliques (Lugtenberg and Kamilova, 2009). Il a été observé que les plantes peuvent recruter des
microorganismes capables d’induire I'ISR, qui vont contribuer a la défense contre des agents
pathogénes, et ce, méme si ces derniers s’attaquent aux parties aériennes de la plante (Yuan et al.,
2018). De plus, certains champignons mycorhiziens peuvent induire la réponse systémique chez les

plantes, et transmettre un signal de I'ISR entre plantes avoisinantes (Berendsen et al., 2012).

Le constat des nombreuses fonctions bénéfiques des communautés microbiennes telluriques a suscité un
intérét croissant pour leur exploitation dans des stratégies de protection des cultures, ce qui a entrainé le

développement de diverses méthodes de biocontrole.
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3. Mobilisation des microorganismes

3.1. Définitions du biocontrole
Le biocontrole est défini par le contréle des agents pathogénes ou des ravageurs par le biais
d’organismes vivants. D’aprés Eilenberg et al. (2001), on peut distinguer deux types principaux de
biocontréle : le biocontréle par augmentation, et le biocontréle par conservation. Le biocontréle par
augmentation consiste a apporter des organismes exogénes. Ce type de biocontrdle est subdivisé en
plusieurs sous catégories: classique, par inondation et par inoculation, selon ['origine, le
développement et la persistance des organismes de biocontrole (bien que dans le cas des
microorganismes la distinction n’est pas pertinente). Le biocontrdle par conservation consiste a
favoriser certaines espéces « bénéfiques » présentes dans les communautés naturelles en modulant

’environnement.

3.2. Avantages et inconvénients des biocontrdles microbiens
Dans le cas du biocontréle microbien, le biocontréle par augmentation requiert 'identification,
I'isolement et la culture de microorganismes qui peuvent inhiber les pathogenes visés. Une ou
plusieurs espéces microbiennes peuvent ensuite étre appliquées dans les parcelles, sur les plantes ou
sur les graines, avant le semis. Ces microorganismes exogenes peuvent parfois persister dans

I’environnement et modifier microbiome de la plante (Berg et al., 2021; Dal Cortivo et al., 2020).

Le biocontrole par conservation consiste quant a lui a modifier I'environnement par les pratiques
agricoles afin de sélectionner des microorganismes telluriques d’intérét. En effet, comme décrit
précédemment, les pratiques agricoles peuvent modifier certaines caractéristiques physico-chimiques
du sol, et ainsi modifier I'abondance, la diversité ou la composition des communautés microbiennes
(Delitte et al., 2021). Ces communautés peuvent ensuite agir directement sur le pathogéne mais
servent aussi de réservoir a la plante pour la constitution de son microbiome racinaire (Park et al.,

2023; Philippot et al., 2013).

On peut par ailleurs parler de biocontréle par acclimatation lorsque ces deux stratégies sont
combinées ; en apportant des microorganismes exogénes et en modifiant I’environnement par les

pratiques pour assurer leur maintien.

Bien qu’apparentées au biocontréle de conservation, on peut distinguer dans cette catégorie les
perspectives offertes par le choix variétal en fonction du potentiel d’interaction de la variété cultivée
avec les microorganismes. Il s’agit la aussi de sélectionner le microbiome déja présent, filtré par son

recrutement dans la rhizosphere et la racines de la plante (Park et al., 2023).
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Tableau 3 : Avantages et inconvénients des différentes approches de biocontréle appliquées au biocontréle
microbien dans les grandes cultures.

Avantages

Inconvénients

Biocontréle par

augmentation

Application directe sur les
parcelles, plantes ou graines
Microorganismes déja

identifiés comme bénéfiques

Maintien dans
I’environnement incertain
Besoin d’optimiser les
produits

Besoin d’autorisations

Biocontréle par

conservation

Microorganismes déja adaptés
a I'environnement

Pas de développement
nécessaire (mobilisation de

pratiques existantes)

Indirect donc incertitude sur
I’efficacité
Dépendant des conditions

environnementales

Sélection

variétale

Peut s’appliquer quelles que
soient les conditions

environnementales

Difficile a sélectionner, peut-
étre aux dépends d’autres

traits

La modulation du microbiome préexistant présente plusieurs avantages (Tab. 3). Premiérement, la

présence des microorganismes témoigne de leur adaptation et compétitivité dans les conditions d’un

environnement donné. Les microorganismes introduits pour le biocontréle par augmentation ne sont

pas forcément compétitifs pour les ressources face aux microorganismes autochtones. Cette méthode

permet aussi de s’affranchir des barriéres financiéres, techniques et légales quant a I'introduction

d’organismes vivants dans un environnement. De plus, les microorganismes ont par nature un taux de

croissance et une évolution rapide, ainsi qu’une certaine plasticité, ce qui favorise leur modulation par

I’environnement. Cette approche ne nécessite pas de temps de recherche et développement pour

I’élaboration d’un inoculum produit en grande quantité prét a I'application, a I'inverse du biocontrole

augmentatif. De la méme maniére, le choix variétal guidé par différentes interactions des variétés avec

le microbiome du sol est prometteur mais nécessite un processus de sélection long et difficile a

évaluer.
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Le potentiel de contréle des agents pathogenes par les microorganismes issus du sol et de la
rhizosphere est désormais connu. Cette observation a mené a d’importants efforts de criblage pour
sélectionner des souches candidates pour le biocontréle par augmentation, dont certaines ont été
commercialisées. On sait aussi que certaines pratiques agricoles ont un effet sur les communautés
microbiennes du sol. En revanche, 'effet des pratiques agricole sur le contréle des pathogenes par

I'intermédiaire de la communauté microbienne est encore peu documenté.

Pour mettre en ceuvre des approches de biocontréle par conservation, il est nécessaire de disposer
d’informations sur ce qui conditionne la composition et I'activité du microbiome du sol, ainsi que son
assemblage dans la plante. La variabilité dans la composition des communautés naturelles et la difficulté
a prédire I'assemblage de communautés bénéfiques restent un frein a cette exploitation. Pour déterminer
les conditions favorables a la suppression des bioagresseurs, il est possible de s’intéresser aux sols
agricoles qui limitent naturellement les agents pathogenes, pour identifier les conditions propices a cette
limitation. C’'est notamment le cas de plusieurs études visant les sols suppressifs dont il est question dans

la section suivante.
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4. Le cas des sols suppressifs

Certains sols peuvent limiter ou contréler la capacité d’un agent pathogene a se développer. On parle
alors de sols suppressifs, ou résistants (Schlatter et al., 2017). Un sol est dit suppressif lorsqu’un agent
pathogene donné ne s’y développe pas ou moins, et ce, quand bien méme les conditions propices a
son développement sont réunies (Schroth and Hancock, 1982). A I'inverse, un sol qui ne limite pas le
développement d’un agent pathogéne pourra étre qualifié de permissif, ou sensible. De nombreux sols
suppressifs ont été décrits a travers le monde, pour des pathogénes bactériens ou fongiques, depuis
plusieurs dizaines d’années (Kyselkova and Moénne-Loccoz, 2012). On peut citer par exemple les sols
naturellement résistants a Fusarium oxysporum en France (Alabouvette, 1986), a Rhizoctonia solani en

Australie (Hayden et al., 2018) ou a Streptomyces spp. aux Etats-Unis (Rosenzweig et al., 2012).

L'origine du caractére suppressif des sols a longtemps été recherché dans sa composition chimique.
Une origine microbienne a cependant fréquemment été établie par I'observation de la perte du
caractére suppressif apres stérilisation des sols. Historiguement, on distingue deux mécanismes de
suppression : L'activité suppressive d'un sol peut étre attribuée a I'ensemble de la communauté
(suppression générale) ou a certains microorganismes particuliers (suppression spécifique). La
suppression spécifique se distingue aussi du fait de son caractere transmissible, c’est-a-dire
I"acquisition du caractére suppressif par des sols permissifs inoculés avec un faible pourcentage de sols
suppressifs (Weller et al., 2002). Cependant, les études plus récentes ont mis en évidence la difficulté
de dégager des mécanismes communs a l'origine de la suppression par le sol et ses déterminants

microbiens.

Si I'antagonisme de certains genres, espéces ou souches ont été bien décrits, dans la plupart des cas,
les microorganismes impliqués dans le caractere suppressif des sols ne sont pas précisément identifiés.
Il semblerait que ce soit parfois la composition (Cha et al., 2016; Mendes et al., 2011; Siegel-Hertz et
al., 2018), I'activité, les fonctions (Borrero et al., 2004) ou la structure des réseaux d’interactions des
microbiomes (Ossowicki et al., 2020) qui expliquent ce phénomeéne. Il est donc essentiel de considérer
le microbiome du sol dans son ensemble, d’autant plus que les microorganismes présents dans une
communauté naturelle sont interdépendants au niveau des chaines trophiques et peuvent fonctionner
en synergie. En outre, il semblerait que les mécanismes a l'origine des effets suppressifs soient
hautement variables et dépendent du type de sol, des systemes de culture, et surtout du pathosystéme
en question (Garbeva et al., 2004; Lobmann et al., 2016; Postma et al., 2008). En effet, un sol suppressif

pour un pathogéne ou un hote donné ne le sera pas forcément pour d’autres.
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Le controle des agents pathogénes par les communautés microbiennes, qui est probablement a
I'origine du caractere suppressif des sols, a été observé dans différents compartiments et a différents
stades de développement des plantes. Les microorganismes du sol peuvent bloquer ou limiter la
production de I'inoculum primaire avant le semis. Les microorganismes peuvent aussi entraver les
pathogenes autour de la graine puis de la plantule au moment de la germination, et inhiber les
pathogenes qui s’attaquent aux racines dans la rhizosphére. Dans ces exemples, |'effet suppressif serait
d@ a I'action de la communauté microbienne directement au contact de I'agent pathogene. Ce type
d’effet suppressif peut résulter d’'une compétition entre I'agent pathogene et les communautés
microbiennes, de la production de composés antimicrobiens ou d’une prédation (Garbeva et al., 2004).
L'inhibition directe du développement de champignons phytopathogénes par des microorganismes est

appelée « fongistase » (Garbeva et al., 2011).

Les microorganismes peuvent aussi atténuer ou empécher le développement d’un agent pathogéne in
planta, et donc, limiter I'apparition des symptémes. Dans ce cas, I'effet suppressif serait du fait de la
phytostimulation ou de I'induction des défenses de la plante par son interaction avec un ou des

microorganisme(s) présent(s) dans le sol (Pieterse et al., 2014; Yu et al., 2022).

Dans la littérature, les sols sont donc décrits comme suppressifs qu’ils limitent directement le
développement des pathogenes, ou indirectement par I'intermédiaire de la plante hote (Todorovic et
al.,, 2023). Dans la suite de ce manuscrit, nous proposons de distinguer ces deux mécanismes
d’inhibition, directe et indirecte, qui ont lieu dans des environnements et par le biais de mécanismes
distincts. 1l est probable que ce ne soit pas les mémes agents et/ou propriétés fonctionnelles des
communautés microbiennes qui conditionnent I'inhibition directe (dont la fongistase) et indirecte des

sols.

En résumé, le caractére suppressif des sols (1) est majoritairement d’origine microbienne, bien que les
agents a l'origine de ce caractére et les conditions de sa réalisation ne sont pas toujours identifiés, (2)
peut provenir de diverses fonctions microbiennes, dans plusieurs compartiments, de maniére directe ou
indirecte et (3) dépend du pathosystéme considéré. Bien que I'origine du caractére naturellement
suppressif de certains sols reste encore assez mal connue, il est probable qu’il résulte d’'une combinaison
des facteurs incluant caractéristiques physico-chimique du sol, et dans une moindre mesure, de I'impact

des pratiques agricoles, qui déterminent la nature des communautés microbiennes.
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Tableau 4 : Types et mécanismes possibles de contréle microbien des pathogénes a I’origine des sols suppressifs.

. Sol Plante (rhizosphere, racines, phyllosphére)
Compartiment
P Y N2 ?
. Inhibition directe : Inhibition indirecte :
Mode d’action L L ) ] )
compétition, prédation, antagonisme... phytostimulation, ISR

Suppression générale : communauté dans son ensemble
Origine/mécanisme
Suppression spécifique : antagonistes identifiés
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Récapitulatif n® 1 :

Dans un contexte de transition agroécologique, les microorganismes du sol et des plantes représentent
une alternative prometteuse aux traitements phytosanitaires pour garantir la santé des cultures. Par
de multiples mécanismes, ces microorganismes jouent en effet un réle central dans le controle des
bioagresseurs. Pour tenter de stimuler ce service, le biocontréle par conservation propose la
modulation des microbiomes autochtones par les pratiques agricoles. Pour étre mis en place, le
biocontréle de conservation nécessite la connaissance approfondie des microorganismes a |'origine du
controle des pathogenes et des facteurs qui influencent les communautés microbiennes. Si certains
déterminants environnementaux de |'assemblage des microbiomes ont été identifiés, leur effet sur le
service de contréle des bioagresseurs sont encore peu connus. Dans cette optique, I'étude des
capacités naturelles des sols a contrbler les pathogénes, dans différentes conditions, pourrait

permettre de déterminer les conditions propices a la réalisation de ce service.
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5. Le blé, holobionte d’intérét

Le blé tendre (Triticum aestivum) est une espéece hexaploide de la famille des Poaceae, dont la
domestication remonte a 10 000 ans. Le blé est la premiére céréale cultivée dans le monde en termes
de surfaces récoltées. Les variétés actuelles de blé ont été sélectionnées en fonction de traits comme
la taille et le nombre de grains, leur teneur en protéine, et leur résistance aux agents pathogenes et
ravageurs. Comme toutes les plantes, le blé est associé avec des microorganismes au niveau de ses

parties aériennes (tiges, feuilles, épi...) et souterraines.

L'étude des communautés microbiennes présentes au niveau de la rhizosphére de différentes variétés
de blé tendre a mis en évidence une prédominance des Actinobactéries, Acidobactéries, Bacteroidetes
et Protéobactéries, ainsi qu’un prédominance des Ascomycota, Chytridiomycota et Basidiomycota
pour les champignons, et des Sarcomonadea, Thecofilosea et Imbricatea pour les cercaires (Fan et al.,

2017; Mavrodi et al., 2018; Rossmann et al., 2020).

Malgré les variations de diversité et de composition microbiennes dans le sol de réserve en fonction
de ses caractéristiques et de son origine géographique, de l'itinéraire technique de la parcelle et du
stade de croissance de la plante, on retrouve dans la rhizosphére du blé un méme assemblage
d’especes de bactéries et de champignons (Schlatter et al., 2020). Ces espéces systématiquement
associées au blé pourraient jouer un réle clé dans sa croissance et sa nutrition. Certains taxons,
retrouvés de maniére récurrente dans la rhizosphéere du blé, ne semblent pas dépendre du type de sol
et de la variété, ce qui suggere I'existence d’'un “core microbiome” du blé. La composition du
microbiome rhizosphérique ne varierait que trés peu entre les variétés de blé, et les variations seraient
davantage expliquées par les différents types de sols, et dans une moindre mesure par les pratiques

agricoles (Simonin et al., 2020).

On observe cependant quelques différences de microbiome entres les variétés, notamment
lorsqu’elles sont génétiquement éloignées. Les variétés rustiques de blé auraient par exemple des
réseaux d’interaction microbiens plus complexes dans leur rhizosphere : la sélection du blé aurait
conduit a un recrutement de microorganismes plus spécialisés, et a un appauvrissement des
interactions entre la plante et le microbiome rhizosphérique. Par ailleurs, le taux de mycorhization du
blé, I'espece de champignon concernée et la dépendance a cette symbiose dépendent des variétés
étudiées, et seraient moindre pour les variétés “modernes” (Hetrick et al., 2011; Singh et al., 2012).
Cela pourrait s'expliquer une fois de plus par la sélection de cultivars sur d’autres critéres que la
mycorhization, et les conditions de cultures dans des sols riches qui font que les plantes ont moins

besoin de ce type de symbiose. L'effet du cultivar, bien que non négligeable, serait cependant
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secondaire par rapport a d’autres facteurs comme les types de sols (Chen et al., 2019; Spor et al.,
2020). Au champ, c’est principalement le type de sol et le stade de développement du blé qui
impacteraient la composition du microbiome de la rhizosphére (Gdanetz and Trail, 2017). Cependant,
le systéme de production global peut influencer la composition du microbiome racinaire bactérien du
blé (Hartman et al., 2018). Des changements de diversité et de composition bactérienne ont également
été observés dans la rhizosphére du blé en fonction de la fertilisation azotée (Kavamura et al., 2018;
Liu et al., 2020). Certaines pratiques particulieres peuvent aussi impacter les microorganismes
d’intérét pour la régulation des agents pathogénes du blé. Par exemple, l'irrigation aurait un effet
défavorable sur une souche de Pseudomonas spp potentiellement phytoprotectrice (Mavrodi et al.,

2018).
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6. Le champignon phytopathogene Fusarium graminearum

6.1. La fusariose du blé
La fusariose est causée par un complexe composé d’une vingtaine d’espéces appartenant pour
I'essentiel au genre Fusarium, dont les espéces majoritaires varient selon les années et les zones
géographiques. Ce sont des champignons téléomorphes appartenant a la classe des ascomyceétes, qui
sont pathogénes de la quasi-totalité des especes de céréales. La fusariose cause d’'importantes pertes
en s’attaquant a I'épi (Fusarium Head Blight, FHB), ce qui peut le stériliser mais surtout rendre les
grains impropres a la consommation par la production de toxines. La principale est le déoxynivalénol,
dangereux pour I’'Homme et I'animal. Les symptémes typiques de fusariose incluent aussi la fonte des
semis (Fusarium Seedling Blight) et la fusariose du collet (Crown rot). Parmi les espéces majoritaires
en Europe et en Amérique du Nord, se trouve Fusarium graminearum (forme sexuée : Giberella

zeae)(Goswami and Kistler, 2004; Kaur et al., 2024).

Dans le cas du blé, le champignon colonise les feuilles, les tiges, et infecte la cavité florale a la floraison.
F. graminearum passe I'hiver sur les résidus de culture et dans le sol (Fig. 5). Les champignons du genre
Fusarium étant des saprophytes efficaces, ils pourraient subsister dans le sol pendant plusieurs années

(Goswami and Kistler, 2004; Leplat et al., 2013).

Des facteurs comme I'humidité et la pluie au moment de la floraison et un précédent cultural comme
le mais favorisent la contamination du blé par F. graminearum. Les méthodes actuelles de contréle de
cet agent pathogéne sont le labour pour enfouir les résidus de culture ou les fongicides appliqués de
maniéere préventive, avant la floraison. Ces deux méthodes sont efficaces, mais il est désormais admis
gu’elles peuvent avoir des effets négatifs a long terme sur la structure du sol et I'environnement
(Haddaway et al., 2017; Tilman et al., 2002). La sensibilité du blé a F. graminearum dépend des variétés,
mais aucune résistance totale n’a été identifiée a ce jour, la résistance du blé au FHB est strictement

quantitative (Goswami and Kistler, 2004).
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6.2. Interactions de F. graminearum avec le microbiome du sol et du blé
Les interactions de Fusarium graminearum avec le microbiome associé au blé au cours de son cycle
sont décrites dans une revue de Karlsson et al. (2021). En résumé, le champignon interagit avec le
microbiome du sol par présence dans celui-ci et sur les résidus de cultures. Fusarium graminearum
interagit aussi avec le microbiome de la rhizosphére, des épis et des graines, aux différents stades

critiques de développement de la plante (Fig. 5).

Les acteurs microbiens des sols suppressifs envers Fusarium spp. ont récemment été décrits dans une
revue par Todorovi¢ et al. (2023). Dans le cas de F. graminearum, I'activité antagoniste in vitro de
certaines genres bactériens tels que Bacillus (Adeniji et al., 2018; L. Chen et al., 2018; Zalila-Kolsi et al.,
2016), Pseudomonas (Pal et al., 2001), Paenibacillum (He et al., 2009) et Lysobacter (Kim et al., 2019)
a été démontrée. En conditions de culture ou en mésocosme, le réle dans l'inhibition de I'agent
pathogene de pratiques comme l'utilisation d’engrais verts ou de légumineuses dans la rotation a été
mis en évidence. Une surabondance des bactéries des genres Streptomyces et Burkholderia dans des
sols plus résistants a également été observée (Lisboa et al., 2015; Perez et al., 2008). Par ailleurs, la
variété de blé pourrait influencer la présence de de F. graminearum dans la rhizosphere, et la
résistance du blé au pathogéne en corrélation avec un changement du microbiome de la rhizosphére

(Li et al., 2020).

Etant donnés (1) I'impact de F. graminearum sur une culture de haute importance économique, (2) les
effets délétéres sur I'environnement des méthodes actuelles de contréle du pathogéne, (3) 'interaction
de Fusarium avec le microbiome du sol et de la plante au cours du cycle infectieux, et (4) I'identification
d’antagonistes microbiens de F. graminearum issus des communautés naturelles du sol, le pathosystéme
blé-Fusarium graminearum représente un modele d’intérét pour les approches de biocontrole par
conservation. Or, les données concernant le contréle F. graminearum par les pratiques culturales via la

stimulation du microbiome restent rares.

32



Crop ..
residues ' 9o
.-..
Landscape
level
—= e

Plant and soil ‘ - ‘

microbiome

/ 4 Airborne
<%

ascospores

T T L
S —

7

Seedling

conidia

| Splash
\ dispersal

- AL ‘k

a Perithecia
L QLY
NUA

-

3

%‘ = :5% 4’*\} »
e, Y

> L
et

!

A\

Figure 5 : Interactions de Fusarium graminearum avec le microbiome du blé au cours de son cycle d’infection.
(Source : Karlsson et al., 2021)
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7. Objectifs et dispositif expérimental de la these

7.1. Objectifs du projet de thése
L'objectif de ce projet de thése est d’évaluer le potentiel des pratiques agricoles a moduler le
microbiome du sol et du blé, et son activité de régulation de F. graminearum (Fig. 6). Pour cela, le
projet vise a répondre a deux questions de recherche :

1. Quels facteurs déterminent le caractére suppressif des sols vis-a-vis de I'agent pathogéne

Fusarium graminearum ?

2. Quelle influence I'environnement exerce-t-il sur I'assemblage du microbiome du sol et du blé ?
La premiére question consiste a évaluer la variabilité du pouvoir suppressif entres les sols, identifier
les facteurs a l'origine de ces différences de suppressivité, et déterminer I'impact des pratiques sur la

composition ou I'activité du microbiome.

La seconde se propose d’étudier la transmission du microbiome du sol a I'environnement racinaire afin
de discriminer les réles du réservoir microbien du sol, des facteurs environnementaux, des pratiques

agricoles et de la plante dans I'assemblage du microbiome souterrain du blé.

Pour I'étude de ces questions, nous proposons les hypotheses suivantes :
1. Letype de sol influence les services rendus par le microbiome (et I'effet des pratiques varie selon
le type de sol)
2. Les pratiques qui modulent I'environnement tellurique et la vie microbienne ont un potentiel de
contrdle du pathogéne (par I'augmentation de la suppression générale)
3. Le pool microbien du sol, influencé par les pratiques, détermine le microbiome recruté par la
plante

4. Lasanté de la plante dépend de ce réservoir microbien

Afin de tester ces hypotheses, nous avons fait le choix d’un dispositif a grande échelle, en conditions
de culture, sur un territoire délimité. Pour cela un dispositif regroupant 19 agricultrices et agriculteurs
et 103 parcelles en plaine de Limagne (Puy-de-Déme, France) (Fig. 7) a été mis en place. Les parcelles
ont été choisies pour étre représentatives de la plus grande diversité de pratiques et de types de sols

possibles, tout en restant dans une zone restreinte de fagon a limiter les variations climatiques
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Figure 6 : Schéma conceptuel de la these. Les fleches représentent les interactions connues au sein du systéme.
Les effets qui seront explorés dans ce projet sont : I'impact des pratiques agricoles et des caractéristiques
variables et pérennes du sol sur la communauté bactérienne, la fongistase, et le processus de recrutement.
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7.2.  Diversité des types de sol

La plaine de Limagne est située a I’est de la chaine des Puys et de la ville de Clermont-Ferrand (Puy-de-

Déme, France). La plaine couvre environ 200 000 hectares a une altitude moyenne de 350 metres.

C’est une formation sédimentaire, traversée par la riviere de I’Allier. On y retrouve trois types de sols

principaux : des sols argilo-calcaires peu profonds a profonds (calcisols), des argiles lourdes et

profondes (vertisols) et des sols d'alluvions sableux (fluvisols) (Fig. 7) (Nowak and Marliac, 2020).
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B Fuuvisol
Others

Clermont-Ferrand

Allier

Haute-Loire

20 km

L 2

*

Figure 7 : Carte de la plaine de Limagne. Les couleurs représentent les principaux types de sols (Source : Nowak

et Marliac, 2020).
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7.3. Diversité des pratiques

L'utilisation dominante des terres arables en plaine de Limagne est la production de blé tendre et de
mais-grain (Zea mays) (Agreste, 2010). La production céréaliére représente 64% de la superficie
agricole de la plaine. Les cultures sont principalement conduites en agriculture conventionnelle, avec
des rotations mais/blé. Les rendements moyens des cultures de blé au cours des 30 derniéres années

se situent entre 6 et 7 t/ha.

Les exploitations agricoles mobilisées dans le projet se répartissent dans trois grands systémes de
culture : I'agriculture conventionnelle, I'agriculture de conservation et I’agriculture biologique (Tab. 5).
Les parcelles exploitées dans ces systemes depuis au moins cing ans ont été priorisées. Ces catégories
pouvant couvrir une grande diversité de pratiques agricoles, des enquétes ont été menées aupres des
agriculteurs pour définir précisément leurs interventions au cours de I'année de prélévement et des

cing années précédentes.

Tableau 5 : Effectifs des agriculteurs et des parcelles prélevées par systéeme de production et types d’échantillons.

Agriculture Agriculture de Agriculture Total
conventionnelle conservation Biologique

Nombre de 60 19 24 103
parcelles (sol)
Nombre de 60 19 19 98
parcelles (blé)
Nombre 9 2 8 19
d’agriculteurs
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7.4.  Echantillonnage et collecte des données

Tous les prélevements ont été réalisés en une semaine pour limiter les variations temporelles. En plus
des données physico-chimiques, agronomiques et microbiennes collectées pour chaque sol, I'activité
fongistatique des 103 sols a été mesurée in vitro. Parmi ces 103 parcelles, 98 étaient des cultures de
blé I'année des prélevements et ont servi a la collecte d’échantillons de rhizosphere et de racines (Tab
5). En fonction de leur pouvoir fongistatique, des sols ont été sélectionnés pour y cultiver du blé en

conditions contrélées et évaluer leur potentiel naturel d’inhibition de la fusariose de I’épi.

Pour caractériser les communautés de procaryotes du sol, de la rhizosphére et des racines, avons fait
le choix de recourir au metabarcoding, en choisissant le séquencage de I'intégralité du géne ADNr 16S
(« long reads ») par PacBio (Fig. 8). Cette méthode utilise, comme illumina, le séquencage par synthése,
a la différence qu’une seule molécule est formée puis séquencée en boucle (Single Molecule Real Time,
SMRT). Cela permet un séquencage rapide, précis et a haut-débit, et réduit le nombre d’erreurs lors
de I'amplification (Bharti and Grimm, 2021). Cette technique nous permet de bénéficier d’une base de

données riche tout en augmentant nos chances d’identifier précisément les microorganismes.
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Figure 8 : Principe du séquengage PacBio. Cette technique utilise le séquengage par consensus circulaire (CCS).
Chaque brin de I'ADN est séquencé en plusieurs tours et les séquences consensus des deux brins sont incorporées
(Source : Bharti et al., 2021).
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Grace aux données collectées avec ce dispositif nous avons dans un premier temps analysé I'impact des
pratiques et des caractéristiques physico-chimiques sur le pouvoir fongistatique du sol de réserve,
présenté dans le chapitre 2 (article publié). Dans le chapitre 3, nous avons confronté ces résultats a la
composition des communautés microbiennes présentes dans ces sols. Les déterminants de 'assemblage
du microbiome souterrain du blé, et notamment le réle de réservoir du microbiome du sol de réserve
sont étudiés dans le chapitre 4 (article prévu pour soumission). Finalement, un lien entre composition des
communautés microbiennes du sol et niveau de symptomes de fusariose en conditions controlées est

recherché dans le chapitre 5. Les résultats et les perspectives du projet sont discutés dans le chapitre 6.

Ces travaux proposent ainsi d’évaluer le potentiel des pratiques culturales a moduler la composition du
microbiome du sol et du blé, et son interaction avec Fusarium graminearum a différents stades du cycle
d’infection. Dans I'ensemble, ces données visent a apporter des informations nouvelles, utiles au

biocontréle par conservation pour limiter I'impact de F. graminearum sur le blé.
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Chapitre 2 : impact des pratiques et du type de sol sur les propriétés

fongistatiques
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Abstract

Soils are termed ‘suppressive’ when they can limit the emergence and propaga-
tion of plant diseases. However, little is known regarding what factors determine
suppressiveness and whether they could be improved for a given soil. Agricultural
practices, such as tillage systems, influence the properties of the soil, and could
be a lever to improve soil suppression of pathogens. In this study, we investigated
the impact of soil type and crop management practices on soil suppressiveness
towards Fusarium graminearum, a major winter wheat (Triticum aestivum) path-
ogen. As it is transmitted via crop residues left on soil, F. graminearum is suscep-
tible to soil suppression. Soil suppressiveness has been evaluated in more than a
100 sampled fields in the Limagne plain (Puy-de-Dome, France), to represent a
great diversity of soil types (either calcisol, vertisol or fluvisol) and cropping sys-
tems (organic, reduced tillage or intensive cropping systems). The physicochemi-
cal composition of the sampled soils and crop management practices, identified
through farmer surveys, were included in a generalized linear mixed-effect model
to explain soil fungistasis. A fungistasis test was performed by putting a plug of
PDA-agar inoculated with Fusarium in contact with the soil and measuring the
area of fungal growth. This test revealed a wide variety of soil fungistatic proper-
ties, ranging from conducive soils (22% of soil covered by fungal growth) to very
suppressive soils (1% of soil covered). Suppressiveness was related to soil peren-
nial properties (p-value <.001) rather than practices. Overall, these results show
that soil type and composition play a key role in fungistasis, and that soil suppres-

siveness is a complex, multifactorial process.
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1 | INTRODUCTION

More and more attention is given to the opportunities to
harness soil ecosystem services that could play a part in pest
regulation. In particular, soil microorganisms are critical to
ecosystem services: they are involved in biogeochemical
cycles that take place in the soil, they promote soil resil-
ience and stability, and they interact directly with plants
and plant pathogens (Ahemad & Kibret, 2014; Banerjee
& van der Heijden, 2023; Welbaum et al., 2004). In some
cases, soils can even prevent or directly limit the diseases
caused by soil-borne crop pathogens. These soils, called
suppressive, are defined by their capacity to limit the occur-
rence of disease even in presence of the pathogen (Scher &
Baker, 1980). This property is therefore an interesting op-
portunity to limit the use of pesticides in agriculture.

The origin of soil suppressiveness is thought to be the
soil microbiome, as is suggested by the complete or partial
loss of the suppressive properties after sterilization (Boer
et al., 1998; Scher & Baker, 1980). Despite the efforts to
study soil suppression, descriptions of this phenomenon
in situ are still lacking. Often, attention is given to partic-
ular strain of antagonist or synthetic communities, but
the functioning of the microbiome is highly dependent
on environmental conditions and interactions within the
community (de Boer et al., 2019). Moreover, uncultured
microbes could play a part in soil suppressiveness. The
overall microbial diversity, abundance and activity that
enable competition with pathogens are the result of soil
perennial physicochemical properties such as carbon, pH
or clay content. The microbiome is also shaped by variable
soil properties (nitrogen, phosphorus, potassium and or-
ganic matter content) as well as overall land use (Mhete
et al., 2020; Weyman-Kaczmarkowa & Pedziwilk, 2000;
Xue et al., 2018). Crop management techniques can di-
rectly or indirectly impact the soil microbial life and activity
(Welbaum et al., 2004). For instance, soil tillage, fertiliza-
tion or liming modulate soil properties such as structure
(Alletto et al., 2010), organic matter, nutrient content, and
pH, while it has been shown that these properties influ-
ence soil microbiome. For example, higher organic carbon
content promote soil microbial diversity (Esmaeilzadeh-
Salestani et al., 2021). These various management prac-
tices consequently affect specific soil properties involved in
pathogen control and soil fungistasis, i.e. the limitation of
fungal growth and development by the soil. It has notably
been observed by Palojérvi et al. (2020) that reduced till-
age and no tillage increased soil suppressiveness towards
Fusarium culmorum relatively to tilled soil. Additionally,
soil variable characteristics could respond differently to
agricultural practices (Viaud et al., 2018) and we lack the
knowledge on the effects of agricultural practices on vari-
ous soil types on fungistasis potential.

Part of the life cycle of Fusarium graminearum (Fg)
occurs within the soil and could be affected by soil sup-
pression. This fungus is the main species responsible for
Fusarium Head Blight (FHB), one of the most important
cereal diseases worldwide. F. graminearum produces tox-
ins in planta, such as deoxynivalenol, that are harmful for
animals and humans (Schmale III & Bergstrom, 2003).
FHB decreases yield and causes major losses each year in
Europe and the USA (Goswami & Kistler, 2004). To this
day, the preventive use of fungicides remains one of the
main resorts to fight FHB, along with agronomic practices
such as crop rotation and soil tillage to bury crop residues.
To better control this pathogen, it is fundamental to un-
derstand what determines its suppression in the top layer
of soil, in contact with the crop residues. We hypothesized
that soil fungistasis could be influenced by (i) soil peren-
nial properties and (ii) agricultural practices through the
variation of soil variable properties. We also hypothesized
that practices such as organic amendments, residues man-
agement and cover crops that promote microbial diversity
and activity might stimulate soil suppressiveness. To test
these hypotheses, we provided a simple and efficient as-
sessment of soil fungistatic properties towards F. gram-
inearum, with samples from farm plots described with a
detailed record of crop management practices. We sampled
over a hundred plots in Limagne, Puy-de-Dome (France),
an important region with respect to cereal production, and
often faced with important losses caused by FHB. To max-
imize the diversity of the crop management practices, we
selected 19 farms conducted in either intensive or agro-
ecological (organic or soil conservation) agriculture. This
substantial sampling also allowed us to base this study on
three soil types representative of this area. The aim of this
study is to determine which physicochemical and agro-
nomic factors could enhance soil fungistasis. This project
is based on a large-scale approach to better represent field
conditions and include several environmental factors.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Context of the study area

The Limagne plain is a sedimentary formation, near the
city of Clermont-Ferrand and crossed by the Allier River
(Puy-de-Dome, France, latitude: 45°53'13.73” N, longi-
tude: 3°14'20.19” E) (Figure 1). It covers about 200,000 ha
atan average elevation of 350 m. Pedogenesis has produced
three main soil types: shallow to deep calcareous clay soils
(calcisols), heavy and deep clays (vertisols) and sandy allu-
vium soils (fluvisols). The three main types of soils repre-
sented in the Limagne plain are notably distinguished by
clay percentage, calcium carbonate percentage, pH(H,0),
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density and rock fragments (>2mm) percentage (Nowak
& Marliac, 2020; World Reference Base, FAO, n.d.).

The dominant arable land use is production of winter
bread wheat (Triticum aestivum) and grain maize (Zea
mays) (Agreste, 2010). Cereal production represents
64% of the agricultural area of the plain. The crops are
mainly managed with intensive practices, with maize/
wheat rotations. The average yields for wheat crops over
the last 30years range between 6 and 7t/ha. Plots with
maize in the rotation are often irrigated, and some of
the plots use cover crops, mainly in conservation and or-
ganic farming.

The climate is semi-continental, and a mountainous
relief to the West generates a Foehn effect that greatly
reduces rainfall: the average annual precipitation was
573 mm between 2000 and 2018 (Météo France, 2019).
For the same period, the mean annual temperature was
12.2°C. The average thermal amplitude is moderate (dif-
ference of 16.4°C between the average temperature of the
hottest and coldest month) but extreme events can occur,
especially during the summer when there are periods of
several days with temperatures above 40°C. For the year
of sampling, annual precipitation was 575.30 mm and av-
erage temperature was 13.0°C (Météo France, 2022).

and Management
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2.2 | Plot characterization

Samples were taken from 103 plots from 19 farms in the
plain of Limagne (Figure 1). The diversity of agricultural
practices in the sample was maximized by selecting eight
farms (24 plots) under organic farming, two (19 plots)
under conservation farming, with minimum soil tillage
(no ploughing) and use of cover crops and nine (60 plots)
managed with intensive practices. Organic farming is de-
fined by the absence of phytosanitary treatments and the
use of organic amendments. Conservation farming aims
to reduce soil tillage, as well as to diversify and maximize
soil cover. Intensive farming can resort to soil tillage and/
or phytosanitary treatments and is often less diversified
regarding crop rotation.

Since these broad categories may cover a wide diver-
sity of agricultural practices, surveys were conducted
to define them more precisely. Agricultural practices
during the year of sampling were characterized in detail
for each plot with the farmers. The plots were charac-
terized by agricultural practices that were relevant re-
garding microbial activity and fungistasis, i.e. practices
that can influence soil organic matter, structure, and
pathogen load.
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Variables included in agricultural practices analyses
comprised the sensitivity of the previous crop to Fg, the
previous crop residue management, the type of soil tillage,
organic amendments, the amount of nitrogen per hectare,
the number of months without soil cover previous to the
crop of the sampling year and the Treatment Frequency
Index (TFI) (Table 1). The TFI is an indicator used to
monitor pesticide use in European agriculture (Butault
et al., 2011). This index corresponds to the number of full
registration doses of the commercial products applied
during the season (Jorgensen, 1999). It is calculated for
each plot by adding every treatment performed on that
plot with the following formula:

Treated Surface

Reference Dose

The reference doses are provided by the French min-
istry of agriculture (Ministere de l'agriculture et de l'al-
imentation, 2022). These practices were differentially
represented among the three main systems from which the
plots originated. These data reflect the principles of each
system with, for instance, no phytosanitary treatments or

TABLE 1 Agricultural practices variables included in the model.

mineral fertilization on organic plots, and no soil inver-
sion tillage in conservation agriculture (Table 2).

2.3 | Soil sampling

Bulk soil samples were collected in May 2021 during the
wheat flowering period. The samples were taken at least
4m from any border, at a 150 mm-depth. Five sampling
points separated by 2m were chosen for each plot and
pooled. All the equipment was disinfected with ethanol
between every plot.

2.4 | Physico-chemical analysis

The texture of the soil (clay, silt, and sand fractions, NF
X31-107), and its chemical properties i.e. pH(H,O) (NF ISO
10390), available phosphorus (Olsen method, NF ISO 11263),
exchangeable potassium (NF ISO 23470), organic matter
concentration (NF ISO 14235), carbonates concentration (NF
10693), Cationic Exchange Capacity (CEC) (NF ISO 23470)
and DTPA-extracted iron and copper (NF X31-121) were
measured by an agronomic analysis laboratory (SADEF).

Variable Type Encoding Min Max
Previous crop sensitivity Discrete 0=previous crop is not host to Fusarium 0 1
1=previous crop is host to Fusarium
Crops residue management Discrete 0=residues were removed 0 1
1 =residues were left on the plot
Organic fertilization Discrete 0=no organic fertilization 0 1
1=organic fertilization
Soil tillage Discrete 0=no tillage 0 2
1=reduced tillage
2=inversion tillage
Mineral N Continuous kg/ha of nitrogen during the year of sampling and 0 181.9
before sampling
Soil cover Discrete Number of months without crops 0 4
Treatment frequency index (TFI) Continuous As calculated according to official dosage of each 0 6.24
treatment (1 full dose =1 unit)
) ) . TABLE 2 Agricultural practices
Intensive Conservation Organic .
representation among the three
Residues left on plot 86% 95% 42% management systems. Discrete variables
Organic fertilization 6% 0% 37% are expressed as percentages and
No tillage 4% 63% 0% continuous variables with their mean in
each category.
Reduced tillage 50% 37% 73% sony
Average mineral N (kg/ha) 167.2 173.5 0
Average months without cover 2 0.5 0.5
Average TFI 2 3.5 0
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2.5 | Fungistasis test

The method used to assess fungal growth and soil sup-
pressiveness was adapted from the surface method from
Boer et al. (1998).

We used the strain MDC_Fg1 previously isolated in field
experiments (Alouane et al., 2021). Each soil was air dried
after sampling and stored at room temperature before use.
The samples were rehydrated with sterilized water to reach
33% of water content 8days prior to the experiment. For
every sample, 20g of soil were placed in Petri dishes. The
soils were then hydrated to reach water saturation. Discs
of potato dextrose agar (PDA) medium were placed on the
soil and inoculated with 100 pL of a suspension of Fg spores
(10° spores/mL). Each soil inoculation was replicated three
times. The dishes were then sealed with parafilm and in-
cubated for 6days at 23°C. Controls consisted of the same
inoculated discs deposited in empty Petri dishes. Spore ger-
mination was measured after 6days by image analysis with
Fiji software from photos of the dishes. The area of hyphae
development was used as the indicator for fungal growth,
and expressed as a percentage of surface covered.

2.6 | Statistical analysis

The data was analysed with R software (version 4.0.5). The
perennial physical (clay, silt and sand portions) and chemi-
cal (pH, CEC, iron and carbonates content) characteris-
tics of the soils were used to project all plots in a Principal
Components Analysis, and a hierarchical clustering on
Principal Components was performed to classify soil in 5
subgroups. Only clay and sand were included to describe
soil texture to avoid redundancy. Clustering was performed
with the ‘FactoMineR’ package, and results were plotted
with the ‘factoextra’ package. A generalized linear mixed
model was then constructed following a quasi-binomial dis-
tribution with the glmmPQL function of the “MASS” pack-
age. The model included (i) soil perennial characteristics
through the clustering output, (ii) soil variable character-
istics (copper, phosphorus, potassium and organic matter),
and (iii) agricultural practices (TFI, tillage, previous crop,
residues), and (iv) the interaction between previous crop
and residues. Pseudoreplication for each plot in the fung-
istasis test was included as a fixed effect. Collinearity of the
model variables was analysed beforehand with the pack-
age ‘olsrr’. Independence of the residuals was tested with a
Durbin-Watson test (‘car’ package), followed by a Shapiro—
Wilk test to assess the normality of the distribution using the
‘stats’ package. Pairwise comparisons of the clusters were
performed on the output of the model with Tukey tests, with
the ‘emmeans’ package.

and Management

3 | RESULTS

3.1 | Soils vary in suppressive potential
There was a wide variety in the responses of the soils to
the strains. The MDC_Fg1 strains showed hyphal growth
ranging from 1% to 22% of the surface of soil with a mean
0f 9.00%, with the more permissive soils allowing growth
more than 20-fold the growth of the more suppressive
ones (Figure 2). All soils diminished fungal growth com-
pared to the control that covered 79% of the surface of
the Petri dish. High fungal growth was considered as the
expression of a permissive soil, i.e. with low fungistatic
potential. Low fungal growth was attributed to sup-
pressiveness and high fungistatic potential. The eight
most conducive soils seemed to differ from the rest of
the distribution with an average growth exceeding 15%,
whereas the rest of the values were equally distributed
around the mean. There was no significant difference of
fungal growth on soils from organic, conservation and
intensive farming (p-value=.8533). All three systems
presented soils with high, low and intermediate suppres-
sive properties.

3.2 | Diversity of soils across the
Limagne plain

The soils were grouped into five clusters, determined
by their texture i.e. clay and sand content, as well as
CEC, pH, iron, and carbonates content (Table 3). These
variables explained 56.6% of the variance in the first
axis and 24.9% in the second. The variables that con-
tributed the most to the first axis of the PCA are the
Iron, CEC, and sand content (respectively 20.8%, 20.7%
and 19.6%), and the carbonates, clay content, and pH
for the second axis (respectively 33.4%, 22.4% and
18.6%).

The first cluster, comprised of 12 soils, is composed
of the most sandy soils with highest iron concentration,
lowest pH, CEC, and carbonates content (Table 3). The
second cluster consists of 16 sandy to silty soils (the av-
erage sand fraction of 388 g/kg being above the overall
mean but lower than the first cluster) with no differ-
ence in pH, iron or carbon, and a significantly lower
CEC. The third cluster (17 soils) represents clay soils
with a pH slightly more acidic than average, higher
iron content and less carbon. The fourth cluster (26
soils) consists of silty alkaline soils with high carbon
and low iron concentration. Finally the fifth cluster (32
soils) includes alkaline clay soils, with high CEC and
low iron content.
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FIGURE 2 Relative growth of Fusarium graminearum on soils from 103 plots representing three types of crop management. Soils
that exhibit smaller fungal growth are the most suppressive. Black (ORG) = organic farming, tillage, no pesticides; white (INT) =intensive
farming, tillage, pesticides; grey (CSV)=soil conservation farming, no tillage, pesticides. Dots show the mean value for each soil sample
and the errors bars show the standard deviation between the three replicates. Pictures featured above are examples of (a) suppressive, (b)

intermediate and (c) conducive soils.

Meanin Meanin

Variable clusterl cluster2
Clay 205%** 348%**
Sand 542%** 388***
Carbonates  0.00** 45.50

Fe 95.17%** 18.35

pH 6.65%%* 7.94
CEC 141.17%**  287.38**

Mean in
cluster 3

588***
174**
1.59%**
47.76**
7.04%%%
391.8

Mean in
cluster 4

443
216
215.96***
10.18%%*
8.20%**
372.0

Mean in
cluster 5

58 7%k
157
57.72
14.88**
8.02**
438.91%**

TABLE 3 Soil physicochemical

Overall .
characteristics of each cluster.

mean

469
254
79.78
29.02
7.73
356.02

Note: Variables whose mean in the cluster significantly differ from the overall mean after a v test (Husson,
Lé and Paggs, 2016) are in bold. Lighter and darker cells signify significantly lower and higher values,
respectively. Carbonates = total COBZ" (g/kg); CEC = cation-exchange capacity with cobaltihexamine
method (mEq/kg); Clay =soil particles <2pm (g/kg); Fe =Iron measured with DTPA method (mg/kg);
pH=pH H,0; Sand =soil particles >50 ym (g/kg).

Significance codes: *p <.05, **p <.01 and ***p <.001.
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3.3 | Effects of soil type and
agricultural practices

The generalized mixed model including soil type cluster,
soil organic matter content, phosphorus, potassium, cop-
per, TFI, tillage type, previous crop sensitivity to Fg, the
management of residues, mineral nitrogen fertilization,
and soil cover revealed that only soil cluster significantly
affected soil fungistasis (p-value =.0005) (Table 4). Variable
soil characteristics as well as agricultural practices did not
influence fungal growth significantly in this model.

The output of the model was used to compare fungistatic
potential between the five soil type clusters (Figure 4). The
results were significantly different between soils of cluster
3 and clusters 1 (p-value =.0046), and 5 (p-value =.0094).
Cluster 1 presented the lowest average value for fungal
growth (5.6%), thus gathering the most suppressive soils.
The highest values of fungal growth were found in clus-
ter 3 that also presented the highest mean (10.3%). This
cluster represents soils with the highest clay content, a rel-
atively low pH, high iron and low carbon concentration.

TABLE 4 Analysis of deviance table (Type II Wald chi-squared
tests) of the linear mixed-effect model including soil cluster and
agricultural practices variables.

Std.
Value error DF t-value p-value
(Intercept) —-3.49  0.79 120 —4.41 .00
Previous crop —0.32 048 42 —0.67 .51
Residues —0.05 0.46 42 -0.11 91
Reduced tillage  0.44 0.24 42 1.88 .07
Inversion tillage  0.32 0.27 42 1.19 24
Organic matter 0.01 0.01 42 1.05 o3
P —2.57 2.04 42 —-1.26 21
K —0.13 0.32 42 —-0.41 .68
Cu 0.04 0.03 42 1.68 1
TFI 0.07 0.08 42 0.94 .35
Cluster 2 0.45 0.27 42 1.68 1
Cluster 3 1.12 0.3 42 3.75 .00***
Cluster 4 0.46 0.33 42 1.4 17
Cluster 5 0.18 0.33 42 0.55 .58
Cover -0.07 0.21 42 —0.34 73
N fertilization 0 0 42 —0.11 .92
Organic 0.03 0.31 42 0.11 91
fertilization
Previous crop: 0.37 0.52 42 0.7 49
Residues

Note: Formula=fg — previous. crop X residues + tillage + Organic.
Matter + P+ K+ Cu+IFT + cluster + cover + N fertilization + Organic
fertilization, random = ~1Iplot.

Significance codes: *p <.05, **p <.01 and ***p <.001.

and Management

Soils belonging to this cluster tended to be more condu-
cive to Fg, i.e. exhibit weaker suppressive properties.

Clusters 2, 4 and 5 presented average fungal growth of
respectively 9%, 9.6% and 9.0% (Figure 3). Clusters 2 and 4
did not differ significantly from the other clusters.

4 | DISCUSSION

With an experimental design that reproduces the devel-
opment of Fusarium graminearum in the field, this study
showed striking differences in the suppressive power of
soils against this fungus, even though the soil samples
originated from a restricted area (approximately 750 km?)
(Figure 1). The most suppressive soil almost com-
pletely inhibited the growth of Fusarium graminearum
(Figure 2). Although the absolute difference between the
most and least suppressive soil was relatively limited com-
pared to the control, this inhibition of pathogens in their
saprotrophic stage at the field level could determine the
potential for disease outbreak. These results should be put
in perspective by other work regarding the suppression
mechanisms that occur at different phases of the fungal

(a) \Variables - PCA
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i Carbonates

05-

Dim2 (24.9%)
.

. . 1 . '
-10 -05 00 05 10
Dim1 (56.8%)

(b)

[ p—

Dim2 (24.9%)

—2-

=25
Dim1 (56.8%)

FIGURE 3 Hierarchical Clustering on Principal Components
of soil samples based on perennial characteristics. (a) PCA of

the perennial soil characteristics. Carbonates =total COSZ" (g/
kg), CEC = Cation-Exchange Capacity with cobaltihexamine
method (mEq/kg); Clay =soil particles <2 um (g/kg); Fe =Iron
measured with DTPA method (mg/kg); pH=pH H,0; Sand =soil
particles >50 pm (g/kg). (b) Hierarchical Clustering on Principal
Components.
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cycle: soils are also considered suppressive if they limit the
impact of the pathogen indirectly by increasing plant im-
munity and overall fitness (Gémez Exposito et al., 2017).
We expected soil fungistasis to vary depending on pa-
rameters influenced by both soil type and agricultural
practices. Agricultural practices can impact soil properties
differentially depending on soil type: for instance, the ef-
fect of tillage on soil structure is deeply linked to the clay
content of soils (Roger-Estrade et al., 2014). To be able to
distinguish these factors, we proposed a generalized linear
mixed-effect model including the soil type, determined
beforehand with clustering on perennial soil characteris-
tics, crop management data as well as variable soil charac-
teristics that can be affected by those practices (Table 4).
Notably, organic matter promotes bacterial abundance,
diversity and activity and thus increases the chances for
soil suppressiveness (Perez et al., 2008). In our model,
only the soil perennial characteristics, in the form of
soil cluster, significantly influenced pathogen inhibition.
Sandy soils tend to have lower organic matter content but
surprisingly, the sandiest soils (cluster 1), that were also
slightly more acidic soils, exhibited stronger suppressive
properties (Figure 4). Furthermore, organic matter con-
tent was not significantly associated with fungistasis in
our model (Table 4). We expected soils with lower pH to
favour the development of this fungus, as fungi generally
thrive in acidic pH (Rousk et al., 2009) but the opposite
was observed in cluster 3. However, the difference in pH
is relatively moderate and this level of acidity might not
be sufficient to favour fungi over bacteria. In general, and
particularly in our samples, soil pH and iron content are
strongly negatively correlated (results not shown). In this
same cluster, iron content was indeed significantly higher
than average. In a study comparing one suppressive and

one non-suppressive soil, Kloepper et al. (1980) proposed
that soil suppressiveness could be associated with the ac-
tivity of Pseudomonas siderophores that limit the avail-
ability of iron. In this study, the authors showed that the
addition of iron to the suppressive soil made it more con-
ducive, as it was made available to the pathogen. However,
in our case, the soils that have highest iron content (clus-
ter 1) are also the most suppressive ones (Figure 4). This
could be that iron is not the key component that explains
fungistasis in this case.

Several studies have previously shown the influence of
farming practices on the development of F. graminearum
in the field, through their impact on the soil microbiome.
The survival of F. graminearum on crop residues was in-
vestigated by Perez et al. (2008) on three distinct soils.
They found green manure to increase the number of pu-
tative Fusarium antagonists. Sipild et al. (2012) examined
the impact of tillage on F. culmorum suppression on six
agricultural fields, and found that microbial and fungal
biomass were correlated with fungistasis, and that tillage
reduced fungal biomass. De Corato et al. (2020) found
that tomato-wheat rotation in a plot, compared with to-
mato monoculture, decreased the abundance of Fusarium
oxysporum in the tomato rhizosphere and improved the
health of the tomato plants cultivated on this soil. In
a microcosm experiment with sandy soil, Bonanomi
et al. (2017) found the frequent applications of organic
amendments increased soil fungistasis towards four fun-
gal species. Legrand et al. (2019) evaluated the effect of
tillage and organic amendments on soil fungistasis in an
assay including 31 wheat plots. They discovered that soils
under minimum tillage practices exhibited stronger F.
graminearum suppression than soils from plots under in-
tensive tillage. Contrary to what was observed in previous
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work, in our results, the cropping system and specific ag-
ricultural practices were not associated with suppression.
Studies that focus on a particular management practice
provide precious insight but often lack the complexity of
field conditions. Conversely, even with a large number of
samples, it remains difficult to unravel the origin of these
mechanisms in diversified environments.

In our experimental design, the fungus was able to
grow thanks to a plug of PDA medium deposited on the
soil. Fungal growth was therefore not limited by nutrients,
as would be confirmed by the controls with solely the piece
of PDA medium. According to Schlatter et al. (2017), soils
can exhibit either general or specific suppressive proper-
ties. In the case of general suppression, the main mech-
anism is likely competition with soil microorganisms. In
such conditions, the development of a wide variety of soil-
borne pathogens can be limited (Weyman-Kaczmarkowa
& Pedziwilk, 2000). Specific suppressive properties on
the other hand could originate in antagonism mediated
by particular microbial species rather than the entire mi-
crobial community. Given these results, the suppression
regarding F. graminearum in our samples could be due
to a specific suppression mechanism at the saprophytic
stage, involving antagonistic microorganisms rather than
a general suppression mechanism explained by competi-
tion. Additionally, the mechanism of suppression could
vary among the sampled soils, depending on soil types and
physicochemical properties. As fungal growth was inhib-
ited even when the fungus not in direct contact with the
soil, this suppression is likely the result of the production
of Volatile Organic Compounds (VOCs) by the microbial
community. This phenomenon has been observed on
pathogens such as Phytophthora capsica, Rhizoctonia so-
lani, Fusarium oxysporum, and Pythium intermedium, by
isolated bacterial species as well as soil samples (de Boer
et al., 2019; Syed-Ab-Rahman et al., 2019; Van Agtmaal
et al., 2018). Notably, Van Agtmaal et al. (2018) found that
inhibition of F. oxysporum by VOCs was increased by re-
duced till.

Our fungistasis test can be used to assess inhibition of
other fungal pathogens. To go further, crop management
practices should be studied retrospectively over longer
time spans. This way, the cumulated years of specific land
use that can affect the soil will be considered to explain
specific soil properties at a given time.

5 | CONCLUSION

By taking into account soil characteristics and farming
practices in the same study, we were able to identify the
perennial soil characteristics as the main driver of soil
fungistasis. Our work proposes a simple and efficient

and Management

method to evaluate soil capacity to limit the development
of a pathogen, as well as an insight on the impact of both
crop management practices and soil type on this multifac-
torial phenomenon. This project is the first to undertake
the study of over a 100 field samples with this approach.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors acknowledge the support received from
the International Research Center on Sustainable
AgroEcosystems (IRC-SAE, ISITE CAP20-25).

The authors would like to thank all the farmers that
allowed sampling in their plots, Stéphane Sauvat for the
collection of the samples, Julie Billom (VetAgro Sup) and
Hannah Rey-Yang (Clermont Auvergne University) for
proofreading the manuscript.

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT
The authors declare no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The data that support the findings of this study are avail-
able on request from the corresponding author. The
data are not publicly available due to privacy or ethical
restrictions.

ORCID
Lena Simon @ https://orcid.org/0000-0003-2512-1178
REFERENCES

Agreste (2010) Recensement agricole 2010. http://agreste.agric
ulture.gouv.fr/recensement-agricole-2010/resultats-donnees-
chiffrees/ (accessed December 13th, 2019).

Ahemad, M., & Kibret, M. (2014). Mechanisms and applications of
plant growth promoting rhizobacteria: Current perspective.
Journal of King saud University-science, 26, 1-20. https://doi.
0rg/10.1016/j.jksus.2013.05.001

Alletto, L., Coquet, Y., & Roger-Estrade, J. (2010). Two-dimensional
spatial variation of soil physical properties in two tillage sys-
tems. Soil Use and Management, 26, 432-444. https://doi.org/
10.1111/j.1475-2743.2010.00295.x

Alouane, T., Rimbert, H., Bormann, J., Gonzalez-Montiel, G. A,,
Loesgen, S., Schifer, W., Freitag, M., Langin, T., & Bonhomme,
L. (2021). Comparative genomics of eight Fusarium gramin-
earum strains with contrasting aggressiveness reveals an ex-
panded open pangenome and extended effector content sig-
natures. International Journal of Molecular Sciences, 22, 6257.
https://doi.org/10.3390/ijms22126257

Banerjee, S., & van der Heijden, M. G. A. (2023). Soil microbiomes
and one health. Nature Reviews. Microbiology, 21, 6-20. https://
doi.org/10.1038/s41579-022-00779-w

Boer, W. D., Gunnewiek, P. J. A. K., & Woldendorp, J. W. (1998).
Suppression of hyphal growth of soil-borne fungi by dune soils
from vigorous and declining stands of Ammophila arenaria.
The New Phytologist, 138(1), 107-116.

Bonanomi, G., Gaglione, S., Cesarano, G., Sarker, T. C., Pascale, M.,
Scala, F., & Zoina, A. (2017). Frequent applications of organic

aSUB0 17 SUOLILIOD BAITEaID 3(qedl|dde ay Aq pausenob afe s e YO ‘3N Jo Sa|nJ Joy Akeiq i auljuQ AS[IM UO (SUO N IPUOD-pUe-SLULIBY WO A3 | IM ARelq 1jouUo//:Sd1Y) SUORIPUOD pue SWiB | 83Ul 88S *[7202/T0/6T] uo Ariqiiauluo A|IM ‘PY dns oifel A A 8662T WNS/TTTT OT/IOP/W0d A8 | 1M ARlq1pul|uo'S eulnokssqy/:sdny wouy pepeolumoq ‘T ‘v20z ‘€v.2SLyT


https://orcid.org/0000-0003-2512-1178
https://orcid.org/0000-0003-2512-1178
http://agreste.agriculture.gouv.fr/recensement-agricole-2010/resultats-donnees-chiffrees/
http://agreste.agriculture.gouv.fr/recensement-agricole-2010/resultats-donnees-chiffrees/
http://agreste.agriculture.gouv.fr/recensement-agricole-2010/resultats-donnees-chiffrees/
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2013.05.001
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2013.05.001
https://doi.org/10.1111/j.1475-2743.2010.00295.x
https://doi.org/10.1111/j.1475-2743.2010.00295.x
https://doi.org/10.3390/ijms22126257
https://doi.org/10.1038/s41579-022-00779-w
https://doi.org/10.1038/s41579-022-00779-w

SIMON ET AL.

10 of 11 <
SoilUse samss
Wl LEY—pee Management % e

matter to agricultural soil increase fungistasis. Pedosphere,
27(1), 86-95. https://doi.org/10.1016/S1002-0160(17)60298-4

Butault, J., Delame, N., Jacquet, F., & Zardet, G. (2011). L'utilisation
des pesticides en France: état des lieux et perspectives de
réduction.

de Boer, W., Li, X., Meisner, A., & Garbeva, P. (2019). Pathogen
suppression by microbial volatile organic compounds in soils.
FEMS Microbiology Ecology, 95(8), fiz105. https://doi.org/10.
1093/femsec/fiz105

De Corato, U., Patruno, L., Avella, N., Salimbeni, R., Lacolla, G.,
Cucci, G., & Crecchio, C. (2020). Soil management under
tomato-wheat rotation increases the suppressive response
against Fusarium wilt and tomato shoot growth by changing
the microbial composition and chemical parameters. Applied
Soil Ecology, 154, 103601. https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2020.
103601

Esmaeilzadeh-Salestani, K., Bahram, M., Ghanbari Moheb
Seraj, R., Gohar, D., Tohidfar, M., Eremeev, V., Talgre, L.,
Khaleghdoust, B., Mirmajlessi, S. M., Luik, A., & Loit, E.
(2021). Cropping systems with higher organic carbon pro-
mote soil microbial diversity. Agriculture, Ecosystems and
Environment, 319, 107521. https://doi.org/10.1016/j.agee.
2021.107521

Gomez Expésito, R., de Bruijn, I., Postma, J., & Raaijmakers, J. M.
(2017). Current insights into the role of rhizosphere bacteria
in disease suppressive soils. Frontiers in Microbiology, 8, Article
2529. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02529

Goswami, R. S., & Kistler, H. C. (2004). Heading for disaster:
Fusarium graminearum on cereal crops. Molecular Plant
Pathology, 5, 515-525. https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.
2004.00252.x

Husson, F., L&, S., & Pages, J. (2016). Analyse de données avec R.
Presses Universitaires de Rennes.

Jorgensen, L. N. (1999). Denmarks action plant for pesticides:
Status and role of research. Nordic Agricultural Research., 81,
197-203.

Kloepper, J. W., Leong, J., Teintze, M., & Schroth, M. N. (1980).
Pseudomonas siderophores: A mechanism explaining disease-
suppressive soils. Current Microbiology, 4, 317-320. https://doi.
0rg/10.1007/BF02602840

Legrand, F., Chen, W., Cobo-Diaz, J. F., Picot, A., & Floch, G. L.
(2019). Co-occurrence analysis reveal that biotic and abiotic
factors influence soil fungistasis against Fusarium gramin-
earum. FEMS Microbiology Ecology, 95(5), fiz056. https://doi.
org/10.1093/femsec/fiz056

Météo France (2019) Station météorologique de Clermont-Ferrand.
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_
contenu=37 (accessed in 2019).

Météo France (2022) Station météorologique de Clermont-Ferrand
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_
contenu=37 (accessed in 2022).

Mhete, M., Eze, P. N., Rahube, T. O., & Akinyemi, F. O. (2020).
Soil properties influence bacterial abundance and diversity
under different land-use regimes in semi-arid environments.
Scientific African, 7, €00246. https://doi.org/10.1016/j.sciaf.
2019.e00246

Nowak, B., & Marliac, G. (2020). Optimization of carbon stock
models to local conditions using farmers' soil tests: A case
study with AMGv2 for a cereal plain in Central France. Soil

Use and Management, 36(4), 633-645. https://doi.org/10.
1111/sum.12608

Palojdrvi, A., Kellock, M., Parikka, P., Jauhiainen, L., & Alakukku, L.
(2020). Tillage system and crop sequence affect soil disease sup-
pressiveness and carbon status in boreal climate. Frontiers in
Microbiology, 11, 534786. https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.
534786

Perez, C., Dill-Macky, R., & Kinkel, L. L. (2008). Management of soil
microbial communities to enhance populations of Fusarium
graminearum-antagonists in soil. Plant and Soil, 302, 53-69.
https://doi.org/10.1007/s11104-007-9455-6

Roger-Estrade, J. J., Labreuche, J., & Boizard, H. H. (2014).
Importance du travail du sol: Typologie des modes de mise en
ceuvre et effet sur le rendement des cultures. Savoir Faire (Quae).

Rousk, J., Brookes, P. C., & Baith, E. (2009). Contrasting soil pH ef-
fects on fungal and bacterial growth suggest functional redun-
dancy in carbon mineralization. Applied and Environmental
Microbiology, 75(6), 1589-1596. https://doi.org/10.1128/AEM.
02775-08

Scher, F. M., & Baker, R. (1980). Mechanism of biological control
in a Fusarium-suppressive soil. Phytopathology, 70(5), 412-417.
https://doi.org/10.1094/PHYTO-70-412

Schlatter, D., Kinkel, L., Thomashow, L., Weller, D., & Paulitz, T.
(2017). Disease suppressive soils: New insights from the soil
microbiome. Phytopathology, 107(11), 1284-1297. https://doi.
0rg/10.1094/PHYTO-03-17-0111-RVW

Schmale, D. G., III, Bergstrom, G. C., & Fusarium head blight
[WWW document]. (2003). Fusarium Head Blight. Retrieved
17 May 2022 in https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/
fungalasco/pdlessons/Pages/Fusarium.aspx

Sipild, T. P., Yrjdld, K., Alakukku, L., & Palojérvi, A. (2012). Cross-site
soil microbial communities under tillage regimes: Fungistasis
and microbial biomarkers. Applied and Environmental
Microbiology, 78(23), 8191-8201. https://doi.org/10.1128/AEM.
02005-12

Syed-Ab-Rahman, S. F., Carvalhais, L. C., Chua, E. T., Chung, F.
Y., Moyle, P. M., Eltanahy, E. G., & Schenk, P. M. (2019). Soil
bacterial diffusible and volatile organic compounds inhibit
Phytophthora capsici and promote plant growth. The Science of
the total environment, 692, 267-280. https://doi.org/10.1016/j.
scitotenv.2019.07.061

Van Agtmaal, M., Straathof, A. L., Termorshuizen, A., Lievens, B.,
Hoffland, E., & De Boer, W. (2018). Volatile-mediated suppres-
sion of plant pathogens is related to soil properties and micro-
bial community composition. Soil Biology and Biochemistry,
117, 164-174. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbi0.2017.11.015

Viaud, V., Santillan-Carvantes, P., Akkal-Corfini, N., Le Guillou,
C., Prévost-Bouré, N. C., Ranjard, L., & Menasseri-Aubry, S.
(2018). Landscape-scale analysis of cropping system effects on
soil quality in a context of crop-livestock farming. Agriculture,
Ecosystems and Environment, 265, 166-177. https://doi.org/10.
1016/j.agee.2018.06.018

Welbaum, G. E., Sturz, A. V., Dong, Z., & Nowak, J. (2004).
Managing soil microorganisms to improve productivity of agro-
ecosystems. Critical Reviews in Plant Sciences, 23(2), 175-193.
https://doi.org/10.1080/07352680490433295

Weyman-Kaczmarkowa, W., & Pedziwilk, Z. (2000). The develop-
ment of fungi as affected by pH and type of soil, in relation
to the occurrence of bacteria and soil fungistatic activity.

85U8017 SUOLULLIOD 3ATea1D 3edldde aup Aq peuienob aJe sspie YO ‘SN JO Sa|n 1oy ARiqiT8uljuQ A8|IA UO (SUONIPUOD-PUR-SLLIBY/LIOD" A3 1M AeIq Ul UO//SANY) SUORIPUOD pUe SWLB | 8L 88S *[7202/T0/6T] Uo Arigiauliuo A8|IM 'RV dns 0ifer A Aq 8662T WNS/TTTT OT/I0P/W00"A8| 1M ARIq U1 |UO'S euIN0ssay/:sdny Wouy pepeojumod ‘T %202 ‘S7L2GLYT


https://doi.org/10.1016/S1002-0160(17)60298-4
https://doi.org/10.1093/femsec/fiz105
https://doi.org/10.1093/femsec/fiz105
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2020.103601
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2020.103601
https://doi.org/10.1016/j.agee.2021.107521
https://doi.org/10.1016/j.agee.2021.107521
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.02529
https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2004.00252.x
https://doi.org/10.1111/j.1364-3703.2004.00252.x
https://doi.org/10.1007/BF02602840
https://doi.org/10.1007/BF02602840
https://doi.org/10.1093/femsec/fiz056
https://doi.org/10.1093/femsec/fiz056
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_contenu=37
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_contenu=37
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_contenu=37
https://donneespubliques.meteofrance.fr/?fond=contenu&id_contenu=37
https://doi.org/10.1016/j.sciaf.2019.e00246
https://doi.org/10.1016/j.sciaf.2019.e00246
https://doi.org/10.1111/sum.12608
https://doi.org/10.1111/sum.12608
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.534786
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.534786
https://doi.org/10.1007/s11104-007-9455-6
https://doi.org/10.1128/AEM.02775-08
https://doi.org/10.1128/AEM.02775-08
https://doi.org/10.1094/PHYTO-70-412
https://doi.org/10.1094/PHYTO-03-17-0111-RVW
https://doi.org/10.1094/PHYTO-03-17-0111-RVW
https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/fungalasco/pdlessons/Pages/Fusarium.aspx
https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/fungalasco/pdlessons/Pages/Fusarium.aspx
https://doi.org/10.1128/AEM.02005-12
https://doi.org/10.1128/AEM.02005-12
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.07.061
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.07.061
https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2017.11.015
https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.06.018
https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.06.018
https://doi.org/10.1080/07352680490433295

SIMON ET AL.

Microbiological Research, 155(2), 107-112. https://doi.org/10.
1016/S0944-5013(00)80045-2

World Reference Base | FAO SOILS PORTAL | Food and Agriculture
Organization of the United Nations [WWW Document], (n.d)
Retrieved April 28, 2023. https://www.fao.org/soils-portal/
data-hub/soil-classification/world-reference-base/en/

Xue, P.-P.,, Carrillo, Y., Pino, V., Minasny, B., & McBratney, A. B.
(2018). Soil properties drive microbial community structure
in a large scale transect in South Eastern Australia. Scientific
Reports, 8(1), 11725. https://doi.org/10.1038/s41598-018-
30005-8

SoilUse %5‘%‘.{;‘} Wl LEY 11 0f 11

and Management Shive

How to cite this article: Simon, L., Langin, T.,
Nowak, B., & Marliac, G. (2024). Perennial soil
characteristics are the main factor driving in vitro
inhibition of the wheat fungal pathogen Fusarium
graminearum in a French case study. Soil Use and
Management, 40, €12998. https://doi.org/10.1111/
sum.12998

85U8017 SUOLULLIOD 3ATea1D 3edldde aup Aq peuienob aJe sspie YO ‘SN JO Sa|n 1oy ARiqiT8uljuQ A8|IA UO (SUONIPUOD-PUR-SLLIBY/LIOD" A3 1M AeIq Ul UO//SANY) SUORIPUOD pUe SWLB | 8L 88S *[7202/T0/6T] Uo Arigiauliuo A8|IM 'RV dns 0ifer A Aq 8662T WNS/TTTT OT/I0P/W00"A8| 1M ARIq U1 |UO'S euIN0ssay/:sdny Wouy pepeojumod ‘T %202 ‘S7L2GLYT


https://doi.org/10.1016/S0944-5013(00)80045-2
https://doi.org/10.1016/S0944-5013(00)80045-2
https://www.fao.org/soils%E2%80%90portal/data%E2%80%90hub/soil%E2%80%90classification/world%E2%80%90reference%E2%80%90base/en/
https://www.fao.org/soils%E2%80%90portal/data%E2%80%90hub/soil%E2%80%90classification/world%E2%80%90reference%E2%80%90base/en/
https://doi.org/10.1038/s41598-018-30005-8
https://doi.org/10.1038/s41598-018-30005-8
https://doi.org/10.1111/sum.12998
https://doi.org/10.1111/sum.12998

Récapitulatif n°2

L'études de I'impact des caractéristiques des sols agricoles, a travers différents systemes de culture,
nous a permis de mettre en évidence I'impact des caractéristiques pérennes du sol sur un service
écosystémique : la fongistase. Contrairement a ce qui a été observé dans la littérature, les sols les plus
sableux et acides avaient aussi tendance a étre suppressifs. Pour mieux comprendre le mécanisme de
a I'c;euvre, nous rechercherons dans le chapitre suivant les déterminants microbiens de la fongistase

dans le cas de Fusarium graminearum.
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Chapitre 3 : Origine microbienne des propriétés fongistatiques

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons observé une influence des caractéristiques pérennes sur le
potentiel fongistatique des sols envers Fusarium graminearum. Or, il est admis que la fongistase est
un phénomene d’origine microbienne (Garbeva et al., 2011). D’autre part, comme nous |’avons décrit
en introduction il est souvent observé que les caractéristiques pérennes, comme le pH et la texture du
sol, jouent un réle majeur dans la composition et I'activité des communautés microbiennes présentes

dans le sol (Constancias et al., 2015; Karimi et al., 2018b; Kuramae et al., 2012; Lauber et al., 2008).

Fusarium spp. étant un saprophyte efficace, pouvant se maintenir dans les sols entre les cultures
(Stone et al., 2004), il y a un intérét fort a comprendre ce qui stimule son inhibition directe dans le sol
de réserve. Nous rechercherons dans ce chapitre la relation entre la communauté microbienne des
sols et leur potentiel fongistatique. Pour cela nous utiliserons les données acquises sur la communauté
bactérienne du sol de réserve en relation avec les résultats de test de fongistase, les caractéristiques

physico-chimiques du sol et les pratiques agricoles.

A travers 'analyse de données metabarcoding, il a été possible de comparer la diversité et la
composition des communautés entre sols suppressifs (résistants) et permissibles (sensibles) pour

mieux comprendre le mécanisme de suppression a I'ceuvre dans le cas de F. graminearum.
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Matériel et méthodes

Echantillonnage et caractérisation des sols

Le terrain d’étude, la méthode d’échantillonnage et la caractérisation physico-chimique et
agronomique (systeme de production) des sols sont décrits dans la section matériel et méthodes du
chapitre 2. En résumé, des échantillons de sol de réserve ont été collectés en mai 2021 dans 103
parcelles de blé situé dans la plaine de Limagne (Puy-de-Dome, France). Pour chaque parcelle cing
points de préléevement de 15 cm de profondeur espacés d’environ deux metres ont été mélangés. Le
pH, I'azote (N), le phosphore (P), le potassium (K), les carbonates (C), la capacité d’échange cationique
(CEC), le fer (Fe), le cuivre (Cu), et la texture des sols (fractions argile, limon et sable) a été mesurés par
un laboratoire d’analyse agronomiques (SADEF). Les sols ont ensuite été classés dans 5 clusters

(chapitre 2) en fonction de leurs caractéristiques pérennes (CEC, Fe, C, pH, argile, sable).

Description des pratiques agricoles

Dans ce chapitre, les pratiques agricoles cing ans avant et pendant I'année d'échantillonnage, obtenues
par les enquétes aupres des agriculteurs, ont été utilisées. Les variables incluses dans les analyses des
pratiques agricoles comprenaient le nombre de labours du sol et le nombre cultures différentes dans
la rotation. En plus de ces données, l'indice de fréquence de traitement (IFT) pour I'année des

prélevements, dont le calcul est décrit dans le chapitre 2, a été utilisé.

Test de fongistase

Le protocole des tests de fongistase est décrit dans la section matériel et méthodes du chapitre 2. Dans
ce chapitre-ci les données pour deux souches de F. graminearum sont exploitées : une souche plus
agressive (MDC_Fgl) et I'autre moins (MDC_FgU1) (Fabre et al., 2019). Ces deux souches ont été
inoculées sur un cercle de milieu PDA déposé sur du sol dans une boite de Petri, puis leur surface
croissance a été mesurée apres six jours d’incubation, par traitement d’'image. Pour chaque souche et
chacun des 103 sols, trois réplicas ont été réalisés. Pour les deux souches, trois témoins ont également

été réalisés, en déposant la gélose dans une boite de Petri vide.
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Pour chaque souche, un indice de fongistase (IF) de 0 a 1 a été calculé en fonction de la croissance des

témoins selon la formule suivante :

Croissance témoin - Croissance échantillon

IF (souche) = - —
( ) Croissance témoin

Equation 1 : Formule de calcul de I'indice de fongistase (IF). Deux indices par sol ont été calculés avec la moyenne
des trois réplicas et la moyenne des témoins pour chacune des deux souches (MDC _Fgl et MDC FgU1).

Un indice de fongistase combiné (IFC) correspondant a la moyenne des deux indices a ensuite été
calculé pour chaque sol. Les catégories de fongistase (« Sensible » et « Résistant ») ont été
déterminées par les ruptures de la distribution de I'lFC, et correspondent aux premiers et derniers 13%
de I'IFC des échantillons, respectivement. Les autres échantillons ont un pouvoir fongistatique

« indéterminé » (Fig. 9).
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Figure 9 : Répartition des sols en groupes « sensibles », « indéterminé » et « résistant » en fonction de leur indice
de fongistase combiné (IFC). Les séparations ont été choisies en fonctions de rupture sur la distribution de I'lFC
des 103 sols. Ainsi, 13 sols ont été classés dans la catégorie « sensible », 77 dans la catégorie « indéterminé » et
13 dans la catégorie « résistant ».
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Amplification et séquencage des ADN bactériens

L'ADN a été extrait a I'aide du kit FastDNA ™ SPIN pour sol (MP Biomedicals), en suivant les instructions
du fabricant. Pour chaque sol, 200 mg ont été broyés par agitation dans des tubes contenant des billes
et un produit détergent. Apres ajout d’une solution pour précipiter les protéines et centrifugation, le
surnageant a été mélangé a une solution de silice pour lier I'ADN. La matrice de silice a ensuite été

lavée a pour obtenir uniquement le produit de I'extraction dans de I’eau pure sans DNase.

La pureté et la concentration des extraits ont été mesurées avec un spectrometre NanoDrop™ (Ozyme)
et un fluoromeétre Qubit™ (Thermo Fisher Scientific). Lorsque nécessaire, les extractions ont été
purifiées par précipitation a I'éthanol : 3 volumes d'éthanol a 96 % a -20°C et 0,1 volume d'acétate de
sodium ont été ajoutés aux extraits d’ADN qui ont ensuite été placés a -20°C pour une nuit. Apres
centrifugation, le surnageant a été retiré et le culot a été lavé deux fois avec de I'éthanol a 75 % a
- 20°C en suivant le méme processus. Le culot final a été remis en suspension dans de |'eau pure sans

DNase.

Les ADN ribosomiques 16S (régions V1-V9) ont été amplifiés selon la procédure préconisée par PacBio
pour le séquencage d’échantillons multiplexés. Les extractions ont été diluées pour atteindre environ
0,2 ng/uL d'ADN dans 10 mM de Tris-HCl a pH 8, et 5 pL ont été utilisés pour I'amplification par PCR.
Chaque échantillon a ensuite été mélangé avec 1,5 pL d'eau pure et 12,5 plL de 2X KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Merck). Dans ce protocole, il y a huit « codes-barres » nucléotidiques différents intégrés
aux amorces sens (5'- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG -3') et 24 pour les amorces anti-sens (5'-
RGYTACCTTGTTACGACTT -3') afin que chaque échantillon dans deux plaques de 96 puits puisse avoir
une combinaison différente de codes-barres en vue du démultiplexage. Les amorces ont été diluées
dans du Tris-HCI pour atteindre 2,5 uM, et 3 pL de chaque amorce ont été ajoutés dans chaque puits.
Les plaques ont été placées dans un thermocycleur a 95°C pendant trois minutes, puis pour 23 cycles
a 95°C pendant 30 secondes, 57°C pendant 30 secondes et 72°C pendant une minute. Les produits
d’amplification ont ensuite été stockés a -20°C avant séquencgage. La taille attendue de I'amplicon était
d’environ 1 500 pb. Les librairies ont été produites, et séquencées dans un séquenceur PacBio Sequel

I, par la plateforme Gentyane (INRAE, Clermont-Ferrand, France).
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Analyse des données

Les analyses de données ont été effectuées sur R (version 4.2.2). Apres démultiplexage et suppression
des codes-barres, les amplicons ont été traitées avec {DADA2} (Callahan et al., 2019). Les amorces ont
été retirées et les amplicons ont été filtrés pour ne conserver que les fragments compris entre 1 000
et 1 600 paires de bases. Les séquences ont été dérépliquées et les erreurs ont été corrigées grace a la
fonction « learnerrors() » du package. Les séquences ont ensuite été débruitées et affiliées a une
taxonomie grace a la base de données Silva (Quast et al., 2013). Les données résultantes ont été
traitées avec le package {phyloseq}. Les séquences ont été filtrées pour conserver uniquement les
séquences bactériennes et exclure les mitochondries, les chloroplastes et les archées. Pour certaines
analyses, les données ont été raréfiées en prenant I'échantillon a la plus faible profondeur de

séquencage comme référence.

Les Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTUs) partagées ont été représentées a l'aide du package
{MicEco} et extraites avec {metagMisc}. Le package {phyloseq} a servi a |'extraction des indices d'alpha-
diversité incluant I'lndice de Shannon (Sl) et la diversité observée (OD) ainsi qu’a l'analyse des
coordonnées principales (PCoA) avec la distance Bray-Curtis sur les données raréfiées. Les analyses
permanova ont été réalisées avec le package {vegan} avec 999 permutations. Les genres indicateurs,
c’est-a-dire surreprésentés dans certains groupes, ont été déterminées a l'aide du package
{Indicspecies}. La matrice de corrélation des variables physico-chimiques, des indices de fongistase et
des phyla majoritaires a été réalisée avec le package {corrplot} sur les données raréfiées. Les
différences de diversité et d’abondance des phyla entre les groupes ont été testées par une anova,

suivie d’un test post-hoc (Tukey). Les corrélations ont été évaluées avec la méthode de Pearson.

Sélection des genres d’intérét

Les genres dont I'abondance a été étudiée pour expliquer la fongistase ont été sélectionnés dans la
littérature pour leur effet direct (validé in vitro) ou indirect (validé in planta) sur Fusarium
graminearum. Ces microorganismes étaient soit isolés du sol, soit de la rhizosphére du blé ou d’autres
cultures. Pseudomonas (Chen 2018), Lysobacter (Kim 2019), Staphylococcus, Bacillus (Besset-Manzoni
2019), Burkholderia, Bacillus, Streptomyces, Paenibacillus, Rhizobium, Pseudomonas, Dyella, et
Mesorhizobium (Lisboa 2015), et Stenotrophomonas (Dal Bello, 2002) ont été validés in vitro.
Microbacterium, Arthrobacter, Variovorax, Chryseobacterium (Besset-Manzoni 2019), et Streptomyces

(Colombo 2019) ont été validés in planta.
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Résultats

Caractéristiques du microbiome du sol

En tout, 1 059 455 amplicons ont été séquencés pour les 103 sols étudiés. Les profondeurs de
séquencages étaient trés variables entre échantillons, allant de 449 amplicons a 77 550. Apres
|"assignation, 24 150 OTUs différentes appartenant au domaine des bactéries ont pu étre identifiées.

En moyenne, chaque échantillon comportait 381 OTUs différentes.

Les dix phyla les plus représentés dans les communautés naturelles du sol étaient, dans I'ordre, les
Protéobactéries (un peu moins de 40% de |'abondance totale), suivi des Acidobactéries, des
Bacteroidota, des Actinobactéries (15% chacun environ), puis des Gemmatimonadota, des
Verrumicrobiota, des Planctomycetota, des Myxococcota, des Firmicutes et des Chloroflexi (moins de
10% chacun). Les dix genres bactériens les plus abondants étaient RB41, Pseudomonas, Sphingomonas,

Ralstonia, Lysobacter, Gaiella, Massilia, Rhizobacter, Variovorax et Gemmatimonas.

Test de fongistase

Comme décrit dans le chapitre précédent, les résultats du test de fongistase ont révélé une grande
variabilité entre les différents sols. En moyenne, la souche MDC_Fgl présentait une croissance plus
importante (9% de surface de sol recouverte en moyenne) que la souche MDC_FgU1 (4.3%) alors que
les témoins sans sol présentaient pour MDC_FgU1 des surfaces de croissance supérieure (84%) a celles
pour MDC_Fgl (79%). Les indices de fongistase pour les deux souches allaient ainsi de 80% a presque
100% d’inhibition de croissance par rapport aux témoins sans sols (Fig. 10). Le développement des
deux souches sur un méme sol étaient significativement corrélés (p< 0.001, r? = 0.34), signifiant qu’un

sol suppressif pour une souche avait tendance a étre suppressif pour I'autre souche aussi.
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Figure 10 : Corrélation entre I'inhibition des deux souches de F. graminearum lors du test de fongistase sur les 103
sols prélevés. Les pourcentages d’inhibition sont calculés par rapport a la croissance du témoin. Les couleurs
représentent les clusters formés sur les caractéristiques pérennes du sol (chapitre 2), c’est-a-dire pH, CEC, teneur
en sables, argile, carbonates, fer et cuivre. La taille représente I'indice de Shannon (alpha-diversité) de chaque
sol.

Déterminants microbiens de la fongistase

2.1.1. Composition
L’analyse de corrélation des variables (envfit) a montré que I'indice de fongistase pour MDC_FgU1 était
significativement corrélé a la composition de la communauté microbienne (p<0.05) mais pas MDC_Fg1
ni I'indice combiné (Fig. 11). Les communautés microbiennes issues des sols résistants présentaient
des bactéries appartenant a 28 phyla différents, les communautés microbiennes issues des sols
indéterminés et sensibles n’en représentaient quant a elles que 25 et 23, respectivement. Les phyla
Spirochaetota, Halanaerobiaeota et Calditrochota n’étaient pas représentés dans les sols
indéterminés. Les phyla absents des sols sensibles étaient les Cyanobacteria, les Spirochaetota, les
Deinococcota, les Hudrogenedentes et les Calditrochota. Ces différents phyla représentaient moins de

1% de I'abondance dans les sols résistants.
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Figure 11 : PCoA (distance de Bray-Curtis) des échantillons de sols. La couleur représente les clusters formés sur
les caractéristiques pérennes du sol (pH, CEC, Fe, Carbonates, Argile, Sable) et la forme représente le systeme de
production. Les fléches indiquent une valeur plus élevée des variables concernées dans cette direction, et leur
longueur l'intensité de cette corrélation. Indice_fgl = IF de la souche MDC Fg1 ; Indice_fu = IF de la souche

MDC_FgU1.

60



2.1.2. Diversité
Les 13 sols les plus résistants comportaient deux fois plus d’OTUs différentes (8331) que les 13 plus
sensibles (4085) (Tab. 6). L'alpha diversité était significativement plus élevée dans les sols résistants
(SI': 5.4) que dans les sols indéterminés (4.5) et sensibles (4.2) (p = 0.04) (Fig. 12B). Le groupe résistant

présentait la plus grande diversité au niveau du nombre de phyla et de classes (Tab. 6).

Le groupe « résistant » présentait plus d’OTUs spécifiques (25%) que le groupe « sensible » (8%). Les
groupes « sensible » et « résistant » partageaient moins d’OTUs entre eux (<1%) que les groupes
« sensible » et « indéterminé » ou « résistant » et « indéterminé » (Fig. 12A) Seulement 4% d’OTUs
étaient représentées dans les trois groupes, mais ces OTUs représentaient 41%, 35% et 50% de

I’abondance totale dans les groupes indéterminé, résistant et sensible, respectivement.

Tableau 6 : Diversité observée par groupe de fongistase des sols (colonnes résistant, indéterminé, sensible) et
dans tous les échantillons cumulés (total) par rang taxonomique.

Résistant Indéterminé Sensible Total
Phyla 28 25 23 28
Classes 49 46 39 52
Ordres 118 122 96 135
Familles 220 220 174 251
Genres 393 423 293 507
OTUs 8331 15 850 4 085 24 150
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Figure 12 : Diversité observée dans les trois catégories de fongistase. (A) OTUs présents et partagées entre les
groupes sensible (13 sols), indéterminé (77 sols) et résistant (13 sols). Les nombres entre parenthéses indiquent
le nombre d'OTU et le pourcentage correspond soit a la proportion d'OTU partagées (intersections), soit aux OTUs

spécifiques. (B) Alpha-diversité dans les trois catégories de fongistase ; diversité observée (nombres d’OTUs) a
gauche et Indice de Shannon a droite.
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2.1.3. Taxons d'intérét
Le lien entre abondance des genres d’intérét (Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, Lysobacter,
Paenibacillus,  Burkholderia,  Chryseobacterium, Dyella, Staphylococcus,  Microbacterium,
Stenotrophomonas, Rhizobium et Mesorhizobium) et l'indice de fongistase a été testé. Mis a part
Burkholderia (p<0.001, r? = 0.1), aucune variation d’abondance n’était significativement corrélée a un
indice plus haut ou bas (Fig. 13). L'analyse des taxons indicateurs (indicspecies) a montré que 22 genres
et 7 especes, dont Burkholderia, était significativement surreprésentés dans le groupe « résistant ».
Seulement trois genres étaient spécifiques du groupe « sensible », et sept étaient moins représentés
dans le groupe « indéterminé » (interprétés dans I’analyse comme indicateurs des groupes « sensible »

et « résistant » combinés) (Tab. 7).
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Figure 13 : Corrélation entre indice de fongistase et genres d’intérét (identifiés in vitro comme antagonistes de F.
graminearum dans la littérature). L’indice de fongistase représente I'inhibition moyenne pour les deux souches
par rapport aux témoins (IFC). L’abondance est 'abondance absolue transformée (log). Chaque point représente
un échantillon de sol.
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Tableau 7 : Genres et espéces indicateurs de chaque catégorie de fongistase. Les différences ont été calculées sur
I’'abondance relative grdce au package {indicspecies}. Les astérisques indiquent la p-value (codes : 0= ***,0.001
= **% 0,01 =*).

Groupe Résistant Groupe Sensible Groupe Resistant + Sensible
Candidatus Solibacter spp. ** Nitrobacter spp. * Caenimonas spp. *
Burkholderia spp. *** Kribbella spp. * Pseudolabrys spp. **
Rhodanobacter spp. ** Cohnella spp. * Parafilimonas spp. *
P30B-42 spp. ** Luedemannella spp. *
Jatrophihabitans spp. * YC-ZSS-LKJ147 spp. *
Nakamurella spp. ** Bauldia spp. *
Methylorosula spp. *** Candidatus Ovatusbacter spp. *

Roseiarcus spp. **
Terrabacterspp. **
Oryzihumus spp. **

Dyella spp. **
Occallatibacter spp. *
Granulicella spp. *

Ellin516 spp. *
Kitasatospora spp. *
Rhodopila spp. *
Tumebacillus spp. *
Acidiphilium spp. *
Acidipila-Silvibacterium spp. *
Kineosporia spp. *
Paenarthrobacter spp. *
Edaphobacter spp. *
Sphingomonas echinoides **
Bacillus longiquaesitum *
Oryzihumus terrae **
Adhaeribacter terreus *
Paenibacillus alginolyticus *
Caulobacter fusiformis *
Paenibacillus castaneae *
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Influence des variables environnementales

La PCoA (distance de Bray-Curtis) des 103 sols analysés explique 5.3% de la variance sur I'axe 1 et 3.9%
sur l'axe 2. L'analyse de corrélation des variables associées aux échantillons (envfit) a montré que
toutes les caractéristiques physico-chimiques du sol (carbonates, argile, pH, N, P, K) étaient
significativement corrélées a la composition de la communauté microbienne (p<0.05). La méme
analyse a montré que les pratiques individuelles (rotation, labour, IFT) n’étaient pas corrélées a la
composition de la communauté microbienne (Fig. 11). En revanche, la permanova a indiqué que les
systémes de culture (conventionnel, conservation ou agriculture biologie) étaient significativement

(p<0.001) différents en termes de composition microbienne.

Concernant les caractéristiques pérennes du sol, I'alpha-diversité moyenne était la plus élevée dans le
cluster 1 (indice de Shannon : 4.9), suivi des clusters 5 (4.7), 4 (4.6), 3 (4.6) et 2 (4.3) bien que ces
différences ne soient pas significatives. Par ailleurs, une analyse permanova indique que les cing

clusters avaient des centroides significativement différents (p<0.001).

Les corrélations entre I'abondance des phyla majoritaires (>1% de I'abondance totale), les variables
physico-chimiques du sol et les indices de fongistase pour chaque souche sont représentés dans la
Figure 14. Aucun des phyla ni des genres majoritaires n’était significativement corrélé avec les indices
de fongistase. L’analyse a mis en évidence les corrélations entre variables physico-chimiques du sol,
telles que la corrélation négative entre pH et teneur en fer, ou entre Argile et CEC. L’abondance de
certains phyla comme les Verrumicrobiota, les Actinobacteriota et les Firmicutes était corrélée a
plusieurs variables physico-chimiques. Il en ressort également que les abondances de certains phyla
étaient corrélées. Par exemple, I'abondance en Proteobacteria était négativement corrélée avec celles

en Acidobacteriota, Bacteroidota et Myxococcota.

L'abondance relative en Firmicutes était plus élevée dans le cluster 1 que dans les 4 autres clusters
(Fig. 15) (p<0.001). L’analyse de taxons indicateurs au niveau des genres a montré que 24 genres
étaient représentatifs du cluster 1, dont Burkholderia, contre un pour les clusters 2 et 4, deux pour le

cluster 3, et aucun pour le cluster 5 (Tab. 10 — Annexes).
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Figure 14 : Matrice des corrélations (Pearson) entre les phyla majoritaires (>1% de I"'abondance totale), les
caractéristiques physico-chimiques du sol et la croissance des souches. Les couleurs représentent le sens de la
corrélation (rouge : négative, bleu : positive). Une couleur plus sombre et un cercle plus grand indiquent un
coefficient de corrélation plus élevé. Seule les corrélations significatives (p>0.01) sont représentées. Indice_fgl =
IF de la souche MDC_Fg1 ; Indice_fu = IF de la souche MDC_FgU1.
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Figure 15 : Proportions en phyla majoritaires (>1%) des sols selon 5 clusters décrivant les caractéristiques
pérennes du sol (pH, CEC, Fe, Carbonates, Argile, Sable).
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Discussion

Les principaux taxons bactériens identifiés sont ceux retrouvés communément dans les sols, malgré
guelques variations selon les zones géographiques (Karimi et al., 2018b). Nos résultats ont montré que
les caractéristiques physico-chimiques, et dans une moindre mesure, le systeme de production,
influencaient la composition de la communauté bactérienne détectée dans les sols. Ces résultats sont
concordant avec les différents filtres qui régissent I'assemblage des communautés microbienne du sol

décrit dans la littérature (Dequiedt et al., 2011; Kuramae et al., 2012).

Dans ce chapitre, nous avons recherché les déterminants microbiens des propriétés fongistatiques des
sols envers Fusarium graminearum. Une plus grande alpha-diversité bactérienne a été retrouvée dans
les sols résistants. Des résultats similaires sont rapportés par Legrand et al., (2019) qui ont mesuré le
maintien dans les sols de F. graminearum. Dans des écosysteémes aussi variés que le sol et la lumiére
intestinale, il a été observé qu’une plus grande diversité microbienne constituait un frein a I'installation
d’agents pathogenes. Un des mécanismes suggéré dans ce cas est la compétition pour les nutriments
(Garbeva et al.,, 2004; Legrand et al., 2019; Spragge et al.,, 2023). Cependant dans notre
expérimentation, la croissance du pathogene n’était pas limité par les nutriments, fournis par le milieu
de culture (chapitre 2). Cette observation suggere que c’est plutét par un mécanisme d’antagonisme,
par la production de composés antifongiques, que la communauté microbienne inhibe F.
graminearum. Or, a été observé que la production de Composés Organiques Volatiles (COV) est parfois
positivement (Hol et al., 2015) et parfois négativement (Abis et al., 2020; Van Agtmaal et al., 2018)
corrélée a sa diversité. La mesure de la production de COV par les sols de notre échantillon permettrait
de confirmer si c’est ce mécanisme qui est déterminant pour la fongistase envers F. graminearum, et

s’il est lié a la diversité.

Dans le chapitre 2, nous avons identifié les caractéristiques pérennes du sol (cluster) comme ayant une
influence sur la fongistase. Le cluster le plus suppressif présentait aussi une diversité légerement plus
élevée, mais pas de fagon significative. Les caractéristiques pérennes avaient aussi un effet sur la
composition des communautés bactériennes du sol. Pour autant, la fongistase n’était corrélée avec la
composition que pour la souche MDC_FgU1, et pas pour MDC_Fgl ni pour l'indice de fongistase
combinant les résultats pour les deux souches. Bien que les indices de fongistase pour les des deux
souches de Fusarium graminearum étaient fortement corrélés, leurs projections sur la PCoA étaient
opposées. Ce résultat n’indique pas de role de la composition globale dans I'effet fongistase de nos
sols. Cependant, différentes espéces peuvent assurer des fonctions similaires (redondance
fonctionnelle) (Louca et al., 2018), donc des communautés microbiennes de compositions différentes

peuvent fournir le méme service, en I'occurrence celui de linhibition d’'un pathogene. L'étude
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fonctionnelle de ces communautés permettrait de confirmer cette hypothése dans le cas de notre

échantillon.

En diversité et en composition des communautés bactériennes, nous avons trouvé une plus grande
différence entre sols résistants et indéterminés, qu’entre sols sensibles et indéterminés, ce qui suggere
que le caractere résistant de certains sols repose potentiellement sur la présence et I'abondance de
certains microorganismes. Dans nos échantillons, le genre Burkholderia était significativement associé
a une plus forte inhibition de F. graminearum. Ce genre est décrit comme majoritaire parmi les isolats
ayant un pouvoir fongistatique sur F. graminearum dans une étude de Lisboa et al. (2015). Cette
Protéobactérie anciennement affiliée au genre Pseudomonas est potentiellement productrice
d’antibiotiques. Bien que présentant un intérét comme produit de biocontrole, la proximité
phylogénétique des souches présentes dans I’'environnement avec celles pathogenes pour ’homme a
limité son utilisation (Compant et al., 2008; Depoorter et al., 2016; Eberl and Vandamme, 2016). Le
groupe « résistant » possédait plus d’espéces indicatrices, ce qui pourrait découler de la plus grande
diversité bactérienne retrouvée dans ce groupe. En outre, plusieurs espéces du genre Paenibacillus
étaient indicatrices du groupe « résistant ». Ces bactéries sont également productrices de composés

antimicrobiens (Grady et al., 2016).

En résumé, nous avons observé I'influence de la diversité, de la composition et de I'abondance d’un
antagoniste spécifique sur la fongistase. Ces indicateurs sont liés: une plus grande diversité
microbienne augmente la probabilité de présence de bactéries potentiellement antagonistes de F.
graminearum. |l se peut donc que la fongistase s’explique non pas par un mécanisme spécifique ou
général mais par une combinaison de mécanismes liés. Le test de la transmissibilité du potentiel
fongistatique par inoculation d’un sol résistant dans un sol sensible pourrait déterminer, d’apres la

définition proposée (Schlatter et al., 2017), s’il s’agit de I'un ou 'autre des mécanismes.

Les sols présentaient une grande variabilité de profondeur de séquencgage, ce qui limite I'interprétation
des données. Le nombre d’amplicons par échantillon variait d’un facteur 100 et le plateau n’était pas
atteint pour tous les échantillons sur la courbe de raréfaction (Fig. 27 - Annexes). Il est donc possible
gue de nombreuses espéeces bactériennes n’aient pas été détectées dans les sols présentant une plus
faible profondeur de séquencgage. Ces différences peuvent étre dues aux différences de rendement
lors de I'extraction d’ADN, ou a la dégradation des ADN qui limite I'amplification avant le séquencage.
Les différences de profondeur n’étaient pas expliquées par le type de sol dans notre échantillon

(données non incluses).

L'avantage de notre protocole expérimental était d’observer I'effet de la communauté microbienne

dans sa globalité, puisque les microorganismes existent et fonctionnent en interaction. Nous avons pu
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ensuite rechercher 'origine des différences de fongistase observées, a travers |'étude de différents
indicateurs (diversité, la composition, abondance de taxons d’intérét). Afin d’élucider le mécanisme
responsable de la fongistase observée pour différentes souches de F. graminearum, il serait nécessaire
de mesurer aussi la biomasse, I'activité et les fonctions de la communauté microbienne. Il a en effet
été observé que la biomasse, la disponibilité des nutriments et |'activité des microorganismes
indépendamment de la taxonomie pourraient aussi jouer un rdle dans la fongistase (Bonanomi et al.,
2017; Sipila et al., 2012). La quantité de matiére organique ou I'azote n’étaient cependant pas corrélée

a I'effet fongistase dans notre cas.

Outre la communauté bactérienne, la fongistase et le caractére suppressif pourrait aussi étre
conditionnée par les micro-eucaryotes présents dans le sol (et notamment les autres espéces du genre
Fusarium) (Garbeva et al., 2011; Sipilad et al., 2012; Todorovi¢ et al., 2023) qu’il serait nécessaire de
recenser afin d’avoir une image plus compléte de la communauté microbienne des sols et des acteurs

de la fongistase.

La fongistase dans les sols ne représente qu’un mécanisme qui contribue au controle des pathogéenes,
par la limitation de l'inoculum primaire. Le contréle du pathogéne est aussi réalisé par les
communautés bactériennes en association avec les plantes, dans les racines et la rhizosphére. Ces
communautés dépendent entre autres du filtre que constitue le changement d’environnement du sol
a la rhizosphere et aux racines, et de la sélection effectuée par la plante. Pour espérer favoriser
I'inhibition du pathogéne par ces communautés recrutées par la plante, il est nécessaire de connaitre

les déterminants de I'assemblage de ces microbiomes.

Conclusion

Grace a I'étude de 103 échantillons représentant une grande diversité de type de sols et de pratiques
agricoles, nous avons observé l'influence de I’environnement sur la constitution du microbiome
bactérien et nous avons identifié que la diversité bactérienne et la présence de taxons antagonistes

dans les sols étaient liées au potentiel de fongistase envers F. graminearum.
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Récapitulatif n°3

Aprés avoir évalué I'impact des caractéristiques pérennes du sol, nous avons pu identifier les
déterminants microbiens de la fongistase du sol envers F. graminearum. Ce phénomeéne est lié d’une
part a une plus grande diversité bactérienne, et d’autre part a 'abondance de taxons particuliers.
Cependant, il demeure un angle mort dans l'origine de ce phénomene en I'absence d’un tableau
complet du microbiome (activité, microeucaryotes...). Nous avons par ailleurs observé l'influence des
caractéristiques physico-chimiques du sol et du systeme de culture sur la composition de la

communauté bactérienne des sols.

Les microorganismes du sol, en plus de leur activité directe de régulation des agents pathogénes,
constituent un réservoir a partir duquel la plante peut établir des interactions plus ou moins étroites
jusgu’a recruter son ou ses microbiome(s). Pour comprendre dans quelle mesure le réservoir d’origine
présent dans le sol détermine le microbiome associé aux plantes et comment ces interactions peuvent
étre influencées par les pratiques agricoles, nous avons dans le chapitre suivant cherché a caractériser
les flux microbiens entre les différents compartiments du sol : sol de réserve, sol rhizosphérique, et sol

racinaire.
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Chapitre 4 : assemblage du microbiome du blé

(Article en préparation pour soumission)

Influence of management system and soil type on the wheat belowground microbiome

Abstract

Plant-associated microbiomes constitute a promising resource for crop health. Particularly,
rhizosphere and root microbiome recruited from the soil play a pivotal role in plant nutrition and
protection against pathogens. The assembly process depends on many factors and further research is
needed to understand the constitution of this microbiome in order to be able to influence it. With this
work we propose to study the bacterial community in relation to soil properties and management
practices to unravel the filters that determine winter wheat microbiome assembly. We collected bulk
soil, rhizosphere and root samples from 98 wheat fields in the Limagne plain (France): 60 had been
managed with intensive practices, 19 with organic farming and 19 with soil conservation practices, for
at least 5 years. We sequenced the 16S ribosomal subunit to perform metabarcoding on the bacterial
community. We found differences in composition and diversity between the three compartments as
well as the three management systems. Alpha-diversity was significantly higher in the plant
compartments (rhizosphere and roots), although a greater number of different phyla and classes were
found in the soil. We observed the transmission of the microbiome throughout the compartments,
highlighting the importance of the microbial pool in the bulk soil. Management systems and soil
characteristics impacted composition in all three compartments. To a lesser extent, cultivar also
slightly impacted the bacterial composition in the roots and the rhizosphere. With this work we show
the potential of different management systems to modulate plant microbiome, by modulating the

recruitment pool and process.
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Introduction

Like all multicellular organisms, plants are tightly associated to microbes. They interact in many ways

with both micro-eukaryotes and prokaryotes that are an essential part of their holobiont.

The microbial community thus constitutes an interesting resource that is studied to increase or
preserve crop health as an alternative to phytopharmaceutical solutions. Among the beneficial
properties of this community are notably antagonism and competition with pathogens, facilitation of

nutrient acquisition and production of growth hormones for plants (Berendsen et al., 2012).

These beneficial interactions take place in both aerial and underground compartments, at every stage
of the plant life cycle (Bulgarelli et al., 2013). The plant microbiome assembled throughout its
development derives from the seed microbiome as well as the environmental communities found in
water, air and soil. In particular, the plant belowground microbiome mainly depends on the available
soil microbiome that acts as a “microbial seed bank” (Park et al., 2023; Philippot et al., 2013). Bulk soil
microorganisms also play an indirect role on plant health, through the role they play in nutrient cycling

and by inhibiting or competing with soil-borne pathogens.

The plant actively recruits its belowground microbiome from the soil, by providing microorganisms
with carbon sources through root exudation (Park et al., 2023; Santoyo, 2022). Some microorganisms
specialize in these interactions, and are found specifically in the rhizosphere or the roots (Munoz-Ucros
et al., 2021; Philippot et al., 2013). The plant exerts a selection pressure and represents a filter that
locally shapes the microbial community. Each plant organ and compartment harbors a distinct selected
microbial community, it is therefore interesting to consider separately the microbiome found in the

rhizosphere, and in the roots.

The recruited microbiome is specific to each plant, it varies depending on plant species, and to a lesser
extent, plant cultivar (Acuiia et al., 2023; Mahoney et al., 2017; Rossmann et al., 2020). Additionally, it
is now known that the recruitment process is modulated by external factors affecting the plant, such

as biotic and abiotic stress or nutrient availability (Hartman and Tringe, 2019; Trivedi et al., 2020).

Every microorganism has an optimal carbon source, oxygen and light levels, pH and temperature for
its development, as well as dependencies on other organisms in their trophic chain. Soil
microorganisms are no exception and their abundance and richness are determined by pedo-climatic
and edaphic factors such as soil texture, structure, pH and chemical composition (Dequiedt et al., 2011;

Wang et al., 2019; Zhang et al., 2016).

By locally impacting soil physicochemical properties, several crop management practices could also

directly or indirectly impact soil microbial communities and their functioning. For instance, the
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applications of compost can increase organic matter and available nutrient, tillage modifies soil
structure and ergo microbial habitats, while plant diversity in crop rotations diversifies roots exudates
consumed by microorganisms (Constancias et al., 2015; Hartmann, et al., 2015; Stefan et al., 2021; Yin
et al., 2010). Management practices such as mineral fertilization also impact the plant recruitment by

changing nutrient availability (Kavamura et al., 2018; Liu et al., 2020).

In short, resulting plant microbiome depends on (i) edaphic factors that pre-determine the microbial
pool, (ii) the plant genotype and (iii) other environmental factors that modulate plant needs and

recruitment.

With this work, we try to determine the influence of each factor on the assembly of the wheat
belowground bacterial community. To that end, we sampled 98 winter wheat (Triticum aestivum) fields
in the Limagne plain, a small area in central France with an important cereal production. The same
fields were previously involved in a study on soil fungistasis (Simon et al., 2023) and represent three
management systems across a wide variety of soil types in a restricted geographical area. We
performed metabarcoding on full-length 16S ribosomal DNA on bulk soil, rhizosphere and roots. We
then compared the bacterial diversity, structure and composition of the three compartments
depending on physicochemical characteristics and management practices. Ultimately, we wish to
assess the potential of management systems, through diverse agricultural practices, to either shape

the bulk soil microbiome or influence its recruitment.
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Material and methods

Study area

The context of the study area is further described in (Simon et al., 2023). In short, samples were taken
in an area covering approximately 25km from north to south and 20 km from east to west, in the
Limagne plain. The Limagne plain is a sedimentary formation crossed by the Allier River (Puy-de-Déme,
France). The climate is semi-continental, the average annual precipitation was 573 mm and the mean
annual temperature was 12.2°C between 2000 and 2018 (Météo France,2019). The average thermal
amplitude is moderate (difference of 16.4 °C between the average temperature of the hottest and

coldest month).

Plot characterization

The samples were collected in 98 plots from 19 farms, among which 8 farms (19 plots) were under
organic farming, two (19 plots) were under conservation farming, and nine (60 plots) were managed
with intensive practices. Organics systems have longer rotations, no phytosanitary treatment or
synthetic fertilizers, and often use organic amendments. Soil conservation systems have longer
rotations, no or little soil tillage, can use phytosanitary treatments and synthetic fertilizers, and often
use cover crops. Intensive systems have shorter rotations and can use tillage, phytosanitary treatments
and synthetic fertilizers. Agricultural practices five years prior and during the year of sampling were
characterized in detail for each plot through surveys with the farmers. Variables included the number
of soil ploughing, the number of different crops species in the rotation and the Treatment Frequency

Index (TFI). The calculation of the TFl is described in Simon et al. (2023).

Soil and root sampling

Bulk soil, rhizosphere and root samples were collected in May 2021 during the wheat flowering period.
The samples were taken at least four meters from any border, at a 150 mm-depth. Five sampling points
(bulk soil) and five plants (roots and rhizosphere) separated by two meters were chosen for each plot
and pooled. All the equipment was disinfected with ethanol between every plot. The samples were

then stored at -80°C before further processing.

The protocol to separate root and rhizosphere samples was adapted from Simmons et al. (2018). In
short, samples were thawed at 4°C and plants were firmly shaken to get rid of loosely bound soil, and

then shaken in sterile 4°C water. The remaining tightly root-adhering soil was considered as the
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rhizosphere. Individual roots with the remaining soil were cut with sterile scissors and placed in tubes
containing buffer (900mL sterile H20 + 6.075g KH2PO4 + 7.875g K2HPO4 + 900pL Triton X-100) and
vortexed 3 times 30 seconds. The roots were removed and the liquid phase containing the buffer and
the remaining soil was centrifuged for 10 minutes at 4000g to collect rhizospheric soil. The rhizosphere

and root samples were then stored at -80°C before DNA extraction.
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DNA extraction and amplification

The DNA was extracted using the FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) following the
manufacturer’s instructions. Briefly, 200mg of each soil was grinded in detergent to disrupt and
dissolve membranes. After centrifugation with a solution to precipitate proteins, the supernatant was
mixed with a DNA-binding silica matrix. The remaining solution was washed and filtered to obtain only
the product of extraction in DNase- and Pyrogen-Free Water. The purity and concentration of the
extracts were measured with a NanoDrop™ spectrometer (Ozyme) and Qubit ™ fluorometer (Thermo
Fisher Scientific). When needed, the samples were purified with ethanol precipitation: 3 volumes of
ice-cold 96% ethanol and 0.1 volume of sodium acetate were added to the extracts and DNA was
allowed to precipitate at -20°C overnight. After centrifugation the supernatant was removed and the
pellet was washed twice with ice-cold 75% ethanol following the same process and resuspended in

DNase-free water.

Full length 16S ribosomal DNA (V1-V9 regions) fragments were amplified following the PacBio
procedure for multiplexed SMRTbell library preparation and sequencing. The extractions were diluted
to reach approximately 0.2 ng/pL of DNA in 10mM Tris-HCl at pH 8 and 5uL were used in the PCR. Each
sample was then mixed with 1.5uL PCR grade water and 12.5uL 2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix
(Merck). In this protocol, there are 8 different barcodes integrated to the forward primers (5’-
AGRGTTYGATYMTGGCTCAG -3’) and 24 to the reverse (5’- RGYTACCTTGTTACGACTT -3’) so that each
sample in two 96-well plates can have a different barcode combination. The primers were diluted in
Tris-HCl to reach 2.5uM and 3uL of each primer was added to the reaction. The plates were then put
in a thermocycler at 95°C for 3 minutes, then put through 23 cycles at 95°C for 30 seconds, 57°C for 30
seconds and 72°C for 60 seconds, and stored at -20°C before sequencing. Expected amplicon size was
around 1500bp. The libraries were prepared, and sequenced in a PacBio Sequel Il by the Gentyane

platform at INRAE (France).
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Physico-chemical analysis

The texture of the soil (clay, silt, and sand fractions, NF X31-107), and its chemical properties i.e.
pH(H20) (NF ISO 10390), available phosphorus (Olsen method, NF ISO 11263), exchangeable potassium
(NF 1SO 23470), organic matter concentration (NF ISO 14235), carbonates concentration (NF 10693),
Cationic Exchange Capacity (CEC) (NF ISO 23470) and DTPA-extracted iron and copper (NF X31-121)

were measured by a soil analysis laboratory (SADEF).

Data analysis

All data processing and analyses were conducted under R 4.2.2. After demultiplexing and removal of
the barcodes, the reads were processed with {DADA2} (Callahan et al.,, 2019). The primers were
removed, and the reads were filtered to keep only fragments between 1000 and 1600bp. The
sequences were dereplicated and the errors were corrected thanks to the “learnerrors()” function of
the package. The sequences were then denoised and assigned a taxonomy according to the Silva
database. The resulting data was then treated with the {phyloseq} package. The sequences were
filtered to keep only bacterial sequences and exclude mitochondria, chloroplasts and archaea. The
shared OTUs were plotted using the {MicEco} package, and extracted with {metagMisc}. Alpha-
diversity indexes were extracted and Principal Coordinates Analysis were performed on Bray-Curtis
distance with the {phyloseq} package on rarefied data. Permanova analyses were performed with the
{vegan} package using 999 permutations. Pairwise permanova was conducted with the
{pairwiseAdonis} package, with included p-value adjustments. The diversity indexes were then used in
a mixed linear model with the plot as the fixed effect (package {Ime4}) to determine the differences in
diversity between compartments. Diversity indexes were also used in a linear model to assess the
effect of environmental variables within each compartment. The ternary plot was constructed with the
{microbiomeutilities} package and plotted with {ggtern}. Indicator families, i.e. families that were
overrepresented in certain groups, were determined using the {Indicspecies} package. The heatmap
was plotted with {ComplexHeatmaps}. The core taxa were retrieved with the package {microbiome}

with a 50% prevalence threshold.
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Results

Microbial variations across belowground compartments

In the 3 607 891 amplicons sequenced in total, 54 055 Operational Taxonomic Units (OTUs), were
identified and matched to 678 genera, 295 families, 153 orders, 59 classes and 28 phyla. The greatest
number of amplicons was achieved for the roots (1 530 593), but the rhizosphere and the soil had a

greater number of different OTUs (Observed Diversity) (Tab. 8).

In each compartment (i.e. soil, rhizosphere and root), approximately a quarter of the total taxa were
specific (Fig. 16). Soil was the compartment with the highest number of unique taxa, not shared with
other compartments (29% of total sequenced OTUs). Only 8% (4380 OTUs) were detected in all of the
three sampled compartments, but these shared OTUs accounted for respectively 56%, 59% and 56%
of the sequenced amplicons in the soil, rhizosphere and roots. Rhizosphere and roots were the two

compartments that shared the most taxa (8%).

Before rarefaction, mean Observed Diversity was 387, 533 and 565, and mean Shannon Index was 4.6,
5.5 and 5.6 in the soil, rhizosphere and roots, respectively. Observed Diversity (OD), and Shannon Index
(SI) significantly increased in the roots and rhizosphere compared to the soil (after a Tukey test, OD:
p<0.05, Sl: p<0.001). OD and Sl in the roots were significantly positively correlated with those of the
rhizosphere of same individuals, but not of the soil (p = 0.05). Diversity was not significantly different

between systems (Fig. 17A).

Permanova (999 permutations) on the distance between samples showed significant dissimilarity
between plots, compartments, as well as between management systems (p = 0.001, R? = 0.39, 0.04
and 0.02, respectively). Together, those three variables explained 45% of the variance. Pairwise
permanova indicated that the centroids of compartments and systems taken two-by-two were all
significantly different (p<0.003). Average Bray-Curtis distance was greater between samples within a
given compartment (0.96, 0.92 and 0.91 for soil, rhizosphere and roots) than between the different
compartments of one sampled plot (0.89). The first axis of the PCoA on the Bray-Curtis distance
explained 5.7% of variance. Compartments were separated along the Axis 2, that explained 3.4% of
variance. Roots and soil samples were more similar to rhizosphere samples than to one another (Fig.

178B).
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Table 8 : Number of amplicons sequenced and affiliated taxa by compartment and taxonomic rank. Amplicons is
the number of raw sequences obtained from sequencing, after filtering to keep bacteria only.

SOIL RHIZOSPHERE ROOTS GLOBAL
PHYLUM 28 26 26 28
CLASS 51 49 50 59
ORDER 133 135 127 153
FAMILY 249 254 240 295
GENUS 504 573 531 678
oTuU 23 506 23547 22 587 54 055
AMPLICONS 1021971 1055 327 1530593 3607 891
Roots
23 % (12479)
3% (1544) 8 % (4184)
8 % (4380)
Soil Rhizosphere
29 % (15617) 24 % (13018)
4 % (1965)

Figure 16 : Shared OTUs between the three sampled compartments. Numbers in parentheses show the number

of OTUs and percentage are either the proportion of shared (intersects) or specific OTUs.
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dissimilarity between samples of all three compartments. Ellipses represent the 95% confidence interval of a
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The sampled soils exhibited a lot of variability regarding phyla proportions. In all three compartments,
the main phyla (>1% of total relative abundance) were Proteobacteria, Bacteroidota, Actinobacteria,
Acidobacteria, Verrumicrobiota, Gemmatimonadota, and Planctomycetota. Proteobacteria were the
most represented phylum. Proteobacteria were particularly dominant in the rhizosphere and the roots
(up to 50% in the roots), and a greater diversity of phyla was observed in the soil. Firmicutes
represented more than 1% of total abundance in the rhizosphere and roots. Myxococcota represented
more than 1% of total abundance in the soil and roots. Patescibacteria represented more than 1% of
total abundance in the roots only. Apart from Verrumicrobiota, and Bacteroidota in soil and roots,

main phyla were significantly different in proportion between compartments (Fig. 18).

A mixed-effect linear model with the plot as the fixed effect showed that compared to the soil,
Proteobacteria were in slightly bigger proportions in the rhizosphere (p= 0.03) and the roots (p=0.001).
Acidobacteria, Myxococcota and Gemmatimonadota were in bigger proportions in the soil (p<0.001 ),
Actinobacteria were more abundant in the rhizosphere (p<0.001) and Bacteroidota and
Patescibacteria were more abundant in the roots (p<0.001). The bacterial communities of all three
compartments were composed of the same phyla except that compared to the soil, there were no
Calditrichota in the plant compartments, there were no Hydrogenedentes in the rhizosphere and no

Spirochaetota in the roots.
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Figure 18 : Relative abundance of the main phyla (>1%) in the three compartments for each sample.
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Influence of management systems

The difference in relative abundance at the family rank between systems was differentially impacted
depending on compartment (Fig. 19). Among the most abundant families in the soil, Bacillaceae,
Rhizobiales, Pedosphaeraceae, Nitrosomonadaceae, Geodermatophilaceae, Myxococcaceae,
Microscillaceae and the WD2101 soil group appeared to have a greater relative abundance in intensive
systems than the two others. Dongiaceae were more abundant in conservation plots and SC-I-84 in
organic plots. In the rhizosphere, family 67-14 and Erwiniaceae were more abundant in conservation
plots, LWQ8 and Yersiniaceae were more abundant in Organic plots, and Oxalobacteraceae were less
abundant in organic plots. In the roots, Devosiaceae and Saccharimonadaceae were relatively more

abundant in intensive plots.

The analysis of indicator species of each system for each independent compartment (indicspecies)
revealed a greater number of representative taxa for organic and conservation management systems
in the soil, rhizosphere and roots (Tab. 9), compared to the intensive system. In all three
compartments, Steptomyces canus was an indicator of organic systems (p= 0.02 in the soil and the
roots and p=0.01 in the rhizosphere). Luteitalea pratensis was an indicator of organic and conservation
systems in all three compartments (p=0.003, 0.006 and 0.003). Flavobacterium terrigena was found in
greater proportions in conservation systems (p=0.02 and 0.002), and Ensifer adhaerens was an

indicator of organic systems (p=0.04), in the rhizosphere and the roots.
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Table 9: Indicator species of management systems in each compartment. The analysis is on the main species
(relative abundance >0.01). Species in bold are indicator of one system only. Asterisks indicate p-value (codes: 0
=*** 0.001 = ** 0.01 = *).

SOIL

RHIZOSPHERE

ROOTS

Number of species

193

269

227

Significantly
associated species

10

10

INTENSIVE - Acidovorax radicis * Pseudomonas graminis *

CONSERVATION Microbacterium pumilum  ***  Pseudomonas yamanorum * Flavobacterium terrigena ***
Bradyrhizobium erythrophlei * Microbacterium demi nutum ** Flavobacterium flevense *
Chthoniobacter flavus ~ * Flavobacterium terrigena * Microvirga ossetica  ***
Acidovorax carolinensis  * Acidovorax radicis * Pedobacter steynii  *
Agromyces ramosus ** Luteitalea pratensis  ** Luteitalea pratensis **
Luteitalea pratensis ** Microlunatus aurantiacus ** Bacillus butanolivorans *

ORGANIC Streptomyces canus ¥ Streptomyces canus ~ ** Bacillus mycoides ~ **

Stenotrophomonas rhizophila *
Agromyces ramosus  **

Luteitalea pratensis **

Pseudomonas umsongensis *
Ensifer adhaerens  *
Rhizobacter gummiphilus *
Luteitalea pratensis **

Microlunatus aurantiacus **

Streptomyces canus  *
Ensifer adhaerens *
Pseudomonas graminis *
Microvirga ossetica ***
Pedobacter steynii  *
Luteitalea pratensis **

Bacillus butanolivorans *
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Plant microbiome assembly

On the PCoA, axis 1 explained 6.9% of the variance in the rhizosphere and 7.8% in the roots, axis 2
explained 3.6% in the rhizosphere and 2.9% in the roots (Fig. 20). The fitting of physicochemical
variables and agricultural variables on the Bray-Curtis distance in the rhizosphere and the roots showed
significant correlation with all the environmental and agricultural variables, apart from TFl and rotation
(displayed as arrows on Fig 20A and 20B). Permanova confirmed that the distance and distribution of
the samples from the three management systems was significantly different (p = 0.001) in the

rhizosphere and the roots.

A linear model including tillage, rotation, TFl and soil characteristics (clay, N, P, K, pH, carbonates)
showed that Shannon Index in the soil and Shannon Index in the rhizosphere did not vary significantly
with any variable. In a model including the same variables, Shannon Index in the roots increased

significantly with phosphorus (p = 0.02) and pH (p = 0.02) and decreased with carbonates (p = 0.04).

The analysis of the core taxa, i.e. detected in at least 50% of the samples, showed differences between
the three compartments. There were only 4 taxa meeting this criterion in soil, 25 in the rhizosphere
and 44 in the roots. On the 4 soil taxa, 2 were also rhizosphere and root core taxa (Tab. 11-

Supplementary).

A subset of samples was selected to analyze the effect of the cultivar, keeping only cultivars that
occurred five times or more. The analysis of the alpha diversity in the roots depending on the most
represented cultivars revealed a lot of variability. The highest average diversity (Shannon index) was
found in cultivars “RGT VIVENDO” and “TRIGOFORT” in the rhizosphere and the roots, although a

pairwise t-test showed no group was significantly different from another (Fig. 21A).

The permanova on the Bray-Curtis distance showed a significant effect of the cultivar on beta-diversity

in the rhizosphere and root samples (p = 0.01) (Fig. 21B and 21C).

87



0.2

017

0.0 1

0.11

Axis 2 [3.6%]

0.2 1

0.3

-[]I_E []_IU []_I5
Axis 1 [6.7%]

Tilage Carboriates

0.25 7

0.00 7

Axis 2 [2.9%]

-0.25 7

-0.50 7

-[]I.5 [].I[J E].IS
Axis 1 [7.9%)]

System
* Intensive
& (Organic

B Conservation

Figure 20 : Principal Coordinates analysis on Bray-Curtis distance between samples of (A) the rhizosphere and (B)
the roots. The arrows indicate a higher value of the variable for the samples in this direction and the length

indicate the intensity of the correlation.

88



Soil Rhizosphere Roots

%@é%?h

“_ﬂj“
al
A
(-
£ -
« {F

Shannon Index
(g%} = [=y]
»
» ﬂ »
TRIGOFORT {*+{ | }—=

WL =z Co LLZzC%0c WL =00k
T EzEQ TEzz22 T EzEo¢
Q O @ W Q O i T 9 0 W e
593529 258358 £59z2¢2¢8
< r o = e r o > 9@ I r r© > 2
O O = O O = O O =
0 Iz 0 F o F
[ s [C I W o
— — =
(O] [G] (V]
o o o
Cultivar
B C
0.31 oy * Cultivar
. l ®
7] & oo / B'EU'E ®e o o * ® APACHE
SR EE RN o @ 0114%% s T o ® BIFORT
e L ] & =,
007 o * > &, 007 $e o oo o%| @ OREGRAN
8 .011g o ] ® RGT SACRAMENTO
E e e
02§ . ® @ @ RGT VIVENDO
021 %o g
”-3'%. o . i ® TRIGOFORT
02-0100 01 02 03 02 00 02
Axis 1 [10.9%] Axis 1 [11.1%)]
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Discussion

The aim of this analysis was to assess the factors that play a part in plant microbiome composition and
assembly, and in doing so, determining if it possible to influence those processes through agricultural
practices. To that end, we examined the soil, rhizosphere and root microbiome of around a hundred
winter wheat plots, and compared the bacterial communities between management systems and

specific management practices as well as physicochemical soil characteristics.

Compared to the total number of OTUs, there were very few OTUs shared between the three
compartments, but the prevalence of those taxa accounted for over half of the total abundance in
each compartment. The specific taxa in the roots and rhizosphere are most likely recruited from the

soil (Berendsen et al., 2012), but might be undetected in this compartment, and enriched in the others.

From soil to roots, there is usually a decrease in diversity in the microbial community: the selection by
the plant favors microorganisms specialized in this interaction and notably root exudates acquisition
(Bulgarelli et al., 2013; Fan et al., 2017). In this analysis, we observed an increase in the average OTU
diversity per sample in the plant compartments. This could either be explained by the extraction bias,
or the enrichment of rare taxa from soil to plant that increase the detection. Indeed, the diversity per
sample was increased in the roots, and the roots samples benefited from greater sampling depth
(almost 50% more amplicons than the soil or the rhizosphere), increasing the chances of detecting less
abundant taxa. Still, fewer phyla, classes, orders and families were identified in the roots compared to
the soil, which suggests weaker phylogenetic diversity, and might be evidence for specialization.
Additionally, there was an increase of the number of core taxa from soil to roots, highlighting the
capacity of the plant to select and enrich specific microorganisms, independent on their initial

abundance in the soil.

The roots and rhizosphere shared more OTUs and similarity with each other than with the soil,
highlighting the role of plant filtering in the selection of the microbiome. Fan et al. (2017) also
highlighted this filtering by the plant in an experiment including bulk soil, soil loosely and tightly
adhering to wheat roots. However, samples from different compartments of the same plot had greater
similarity than samples within a compartment, and the plot explained 39% of the variance. This reveals

the role the initial recruitment pool in the soil plays in shaping the microbiome of the plant.

Proteobacteria were dominant in almost every sample : this is in line with observations from several
other studies and can be attributed to the ubiquitous nature of these bacteria that can grow in very
diverse conditions (Philippot et al., 2013). Bacteroidota, Acidobacteria and Actinobacteria were also
very prevalent, which is often the case in soil and wheat microbiomes (Acufia et al., 2023; Mahoney

et al., 2017; Rossmann et al., 2020).
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We also managed to show the strong effect of the management system on composition. The relative
abundance of the main bacterial phyla and families was impacted by the management, showing the
modification of the microbial community on several levels. Interestingly, some bacterial species
previsouly identified as beneficial were indicators of organic and conservation management systems.
For instance, Stenotrophomonas rhizophila (identified as a stress protecting agent) in the soil (Alavi et
al., 2013), Bacillus mycoides (able to induce systemic resistance) in the roots (2014 n.d.),
Ensifer/Sinorhizobium adhaerens (nitrogen-fixing) in the rhizosphere and roots (Casida, 1982) and
Streptomyces canus (antifungal producer) in all three compartments (Zhang et al.,, 2013) were
indicators of Organic farming. Bradyrhizobium erythrophlei, a nitrogen-fixing symbiont of legumes
(Yao et al., 2015), was an indicator of conservation systems in the soil. Only two species were indicators
of intensive systems. In the rhizosphere, Acidovorax radicis, a species isolated from wheat roots
attributed with plant-growth promoting properties (Li et al., 2011) was an indicator of intensive and
conservation systems. In the roots, Pseudomonas graminis, used as a biocontrol agent (Collazo et al.,

2017) was an indicator of intensive and organic systems.

Several studies report on the effect of agroecological practices on soil microbial indicators. In a five-
year field experiment, Esmaeilzadeh-Salestani et al. (2021) found organic treatments to increase
bacterial diversity. Stefan et al. (2021) found that increased crop diversity led to a shift in soil
community composition that favored beneficial microorganisms, in one of two soils of a mesocosm
experiment. On the other hand, many studies find soil perennial characteristics such as pH, carbon or
clay content (Constancias et al., 2015; Naveed et al., 2016; Zhang et al., 2016) to be the main factor

that shape soil microbial communities.

The difference between systems was greatest between conservation and intensive plots, regarding
alpha-diversity, beta-diversity in the roots, and number of differentially abundant OTUs. Soil
conservation systems are mainly defined by reduced or no tillage, and in our case, alpha-diversity was
slightly higher in those plots, albeit not significantly. Similarly, Schmidt et al. (2018) found that tillage

decreased bacterial diversity in the soil.

Interestingly, the effect of system and physicochemical properties appeared stronger in the roots,
confirming that the environment, modulated in part by practices, affects not only the recruitment pool
but also the recruitment process. Indeed, it is known that plant recruitment adapts and varies
depending on environmental factors such as nutrient availability and stressors like pathogens

(Hartman and Tringe, 2019; Liu et al., 2021).

Microbiome assembly is orchestrated by the plant from the recruitment pool depending on its

environment, stage of the life cycle, and genotype. There was an effect of the different winter wheat
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cultivar on bacterial composition. There were also differences of alpha-diversity between cultivars,
however the number of individuals were uneven and small. Also, cultivars exhibiting higher diversity
in the root and rhizosphere samples came from soils with higher soil diversity and overall diversity for
a given sample was significantly correlated with the diversity of the same plot in the other
compartments. This highlights the role initial soil diversity plays in shaping the plant microbiome
diversity. Several studies found that wheat cultivars elicited different microbiome composition,
although the effect was sometimes masked by other variables such as developmental stage, soil type
or seasonality (Acuia et al., 2023; Mahoney et al., 2017; Quiza et al., 2023). Although the community
differences between cultivars reported in the literature are not striking, the ability to elicit beneficial
interactions with microorganism remains an interesting lever for plant health. If the selection efforts

are oriented this way, those differences could develop and be efficient in the future.

With these results, we show that plant microbiome assembly at the rhizosphere and root level depends
on soil microbiome, itself influenced by physicochemical variables, management practices that might
influenced recruitment, and finally, wheat genotype. This study shows that the plant microbiome can
be artificially, indirectly modulated. To uncover the effects and implications of these changes, an
analysis of the functional traits of the microbiome would be needed. Lastly, to depict the full extent of

microbiome composition and activity, the study of micro-eukaryotes would be needed as well.

Conclusion

With this extensive sampling and data collection of soil characteristics, agricultural practices and
cultivar, we were able to discriminate the factors that intervene in plant microbiome assembly. We

showed the potential of management systems to play a major role in this process.
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Récapitulatif n°4

A travers I'étude du microbiome souterrain du blé, nous avons pu observer les différents filtres qui se
superposent lors de son assemblage : tout d’abord, le microbiome recruté par la plante dépend du
réservoir initial de microorganismes présents dans le sol. Ensuite, le recrutement effectué par le blé
enrichit préférentiellement certains taxons (dont ceux du core microbiome). De plus, différentes
variétés de blé peuvent recruter une communauté bactérienne différente. Enfin, nous avons mis en
évidence que les pratiques agricoles, en plus d’influencer le réservoir, ont une influence forte sur la
composition du microbiome de la plante, probablement par la modulation directe de ses besoins.
L'objectif est désormais d’évaluer dans quelle mesure différents microorganismes dans le sol peuvent

impacter la santé de la plante, lors d’une infection par le champignon Fusarium graminearum.
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Chapitre 5: Role du microbiome du sol dans la mitigation des

symptomes lors de l'infection

Introduction

Le microbiome du sol, en plus de son implication dans la fongistase, sert de réservoir a la plante pour
le recrutement de son microbiome racinaire (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Le microbiome recruté
peut a son tour entraver les agents pathogénes au niveau de la rhizospheére, et limiter leurs effets par
I'induction de la réponse systémique (Alabouvette et al., 2006) ou I"amélioration de la santé de la
plante (phytostimulation). Dans ce cadre, I'objectif de cette partie du projet était de déterminer si des
différences particulieres du réservoir de bactéries du sol, a partir duquel la plante construit son

microbiome, se traduit par une réduction des symptémes lors de I'infection par F. graminearum.

La fongistase directe in vitro étant utilisée dans le criblage de souches pour le développement de
solutions de biocontrdle (Besset-Manzoni et al., 2019), il est intéressant de savoir si cette propriété
dans le sol est liée a une réduction des symptdmes par un pathogene in planta. En effet, certaines
especes bactériennes comme Pseudomonas spp. (Y. Chen et al., 2018) ou Streptomyces spp. (Colombo
et al., 2019) ont été décrites comme ayant a la fois des propriétés fongistatiques et de stimulation de
la santé ou des défenses de la plante. L'idée était de tester I'existence, dans notre systeme
expérimental, d’'une relation entre la fongistase et la réduction des symptomes causés par F.

graminearum lors de l'infection des épis.

Les résultats du test de fongistase (Chapitre 2 et 3), réalisé sur 103 sols et avec deux souches de F.
graminearum, a permis de sélectionner neuf sols en fonction de leur pouvoir inhibiteur (fort, faible,
intermédiaire) pour y cultiver du blé. Des épis de blé ont été inoculés par une suspension de spores
issues de la plus agressive des deux souches, MDC_Fg1, en conditions contr6lées (chambre de culture).
Les symptomes de fusariose de I'épi (FHB) ont ensuite été mis en relation avec la composition des

communautés microbiennes des neuf sols et avec les résultats du test fongistase.
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Matériel et méthodes

Infection en chambre de culture

Pour tester le lien entre pouvoir suppressif du sol et protection de la plante lors de I'infection des
parties aériennes, neuf sols ont été sélectionnés en fonction du résultat du test de fongistase. Le calcul
de I'indice de fongistase (IFC) est décrit dans le matériel et méthodes du chapitre 3. Trois sols ont été
sélectionnés pour étre dans le premier tiers de la distribution de I'lIFC (sensibles), trois dans le second
(indéterminés) et trois dans le dernier (résistants). La variété de blé tendre RECITAL, sensible a la
fusariose, a été choisie pour les plants. Afin que le microbiome des plantes soit issu principalement de
celui du sol, les graines ont été stérilisées en les plongeant 40 minutes dans un bain d’hypochlorite de
sodium, puis 3 fois 3 minutes dans I'eau stérile, 3 fois 7 minutes dans une solution de sodium

thiosulfate (2%), 5 fois 3 minutes puis 45 minutes dans I’eau stérile.

Les graines ont ensuite été semées dans les sols préalablement prélevés dans les parcelles
sélectionnées et mélangés a 10 % de perlite. Aprés germination et vernalisation, les plants ont été
transférées dans des pots de 4L de sol dans une chambre de culture avec un cycle jour (16h, 20°C) -
nuit (8h, 18°C) et 80% d’humidité. Pour chaque sol, a la floraison de I’épi maitre (mi-antheése), trois
plants ont été inoculés avec une suspension de spores (10° spores/ml) de Fusarium graminearum
souche MDC_Fg1, et trois avec de I'eau stérile. Pour chaque plant, 10ul de suspension ou d’eau stérile
ont été déposés dans 12 des cavités florales sur 3 des épis. Les symptomes ont été notés pour chaque
épi chacun des 7 jours suivant I'inoculation, en suivant une échelle de 0 (pas de symptdémes) a 4 (score

maximal) (Fig. 22).

Figure 22 : Echelle de notation de symptémes de la fusariose de I’épi utilisée lors de I'essai d’infection en chambre
de culture. Les notes vont de 0 (pas de symptémes) a 4 (épi jauni, score maximal).
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Caractérisation physico-chimique, agronomique et biologique des sols
L'analyse physico-chimique et agronomique de ces sols est décrite dans la section matériel et
méthodes du chapitre 2. La caractérisation des communautés bactériennes par metabarcoding des

sols est décrite dans le chapitre 3.

Analyse des données
Les analyses de données ont été effectuées sur R (version 4.2.2). Le traitement des données de

séquencage est décrit dans la section matériel et méthodes du chapitre 3.

Le package {phyloseq} a été utilisé pour calculer La diversité (Indice de Shannon) des communautés
microbiennes et pour réaliser la PCoA (distance de Bray-curtis) sur les données raréfiées des neuf sols

sélectionnés.

L'aire sous la courbe du développement des symptémes (AUDPC) lors de I'expérience d’infection
correspond a l'aire des trapezes constitués par chaque point de mesure. Cette mesure a ensuite été

utilisée comme mesure de l'intensité des symptomes.

Le lien entre le développement des symptomes et la présence d’antagonistes bactériens de F.
graminearum identifiés dans la littérature a été recherché. Le détail des genres sélectionnés est décrit
dans la section matériel et méthodes du chapitre 3. Les genres conservés lors de I'analyse étaient ceux

détectés dans deux sols ou plus parmi les neuf sols sélectionnés dans les analyses du chapitre présent.
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Résultats

Symptdémes de fusariose de I'épi

Tous les plants présentaient des profils similaires en termes d’évolution des symptémes. En sept jours
la quasi-totalité des épis ont atteint la note maximale (4). L'intensité de I'infection, mesurée par la
mesure de |'aire sous la courbe de notation (AUDPC) au cours des sept jours de notation, allaient de

12 a14)9.

Identification des déterminants microbiens pouvant expliquer les variations de symptomes

Aucune corrélation significative n’a pu étre identifiée entre le développement des symptémes (AUDPC)
et l'alpha ou la béta-diversité dans les sols (Fig. 23). Les variations de distribution des genres
majoritaires dans les compositions des communautés microbiennes des neuf sols semblent étre
principalement liées a la profondeur de séquencage des ADN extraits de ces sols (Fig. 24), méme si une
légére corrélation positive entre l'intensité de l'infection et I'abondance des genres Gaiella et

Rhizobacter (p<0.03 et p<0.02) a pu étre observée.

De plus, il ne semble pas y avoir d’enrichissement significatif en espéces de bactéries identifiées
comme bénéfiques dans la littérature dans les sols pour lesquels les plantes présentaient le moins de
symptomes. A l'inverse, 'abondance des genres Mesorhizobium (Lisboa et al., 2015), Microbactérium
et Variovorax (Besset-Manzoni et al., 2019) est positivement corrélée a I'aire sous la courbe (p < 0.02,

0.005, et 0.04) (Fig. 25).

Lien avec la fongistase

L'intensité des symptomes était positivement corrélée avec le pouvoir fongistatique des sols, mais pas
de maniére significative (Fig. 26). Il n’existait pas non plus de corrélation significative entre I'intensité
des symptdmes et les propriétés pérennes (cluster) ou variables (N, P, K) des sols, ou entre I'intensité

des symptoémes et le systéme de culture.
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Figure 23 : PCoA (distance de Bray-Curtis) des sols utilisés lors de I'essai d’infection en chambre de culture. La
taille des points indique I'alpha-diversité (indice de Shannon) dans chaque échantillon et la couleur I'intensité des
symptémes de la fusariose de I’épi. Les noms correspondent au systeme pour la majuscule (C = conservation, | =
intensif/conventionnel, O = organic/biologique) et la minuscule & la catégorie de fongistase qui a servi a leur

sélection (r = résistant, i = indéterminé, s = sensible).
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Figure 24: Proportions des dix genres bactériens les plus abondants dans les 9 sols utilisés dans I’essai d’infection
en chambre de culture. Les couleurs représentent le genre. La valeur de 'AUDPC est affichée au-dessus du
diagramme pour chaque sol. Les sols sont ordonnés par ordre croissant de I’AUDPC. Les noms correspondent au
systéme pour la majuscule (C = conservation, | = intensif/conventionnel, O = organic/biologique) et la minuscule
ad la catégorie de fongistase qui a servi a leur sélection (r = résistant, i = indéterminé, s = sensible).
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Discussion

Notre expérimentation, réalisée en conditions contrélées, n’a pas révélé de lien entre microbiome
(diversité et composition) et importance des symptomes de fusariose, si ce n’est une abondance un
peu plus élevée de certains antagonistes microbiens dans certains sols, dont les plantes présentaient
le plus de symptémes. Ces résultats pourraient en partie étre dus aux différences de profondeur de
séquencage entre les neuf sols, qui entraine une détection accrue de tous les taxons dans les sols
présentant le plus d’amplicons. Wei et al. (2019) ont pour leur part trouvé que la communauté
microbienne du sol déterminait la survie de plants de tomate face a Ralstonia solanacearum et ont
notamment observé une surabondance de Bacillus, de Pseudomonas et de génes de production

d’antimicrobiens dans le microbiome des plantes ayant survécu.

Nos résultats sont cependant a relativiser, car bien qu’il serve de réservoir a la plante, le microbiome
ici étudié n’est pas celui de la rhizosphere ou des racines. En effet, le recrutement de son microbiome
par la plante constitue un filtre qui peut sélectionner des microorganismes bénéfiques dans le sol,

notamment lors de I'infection par un agent pathogéne (Berendsen et al., 2018).

Les mécanismes de protection de la plante par les microorganismes de la rhizosphéere sont la
compétition et I'antagonisme directs, I'ISR, ou la phytostimulation globale de la plante (Bulgarelli et
al., 2013). Dans notre dispositif, le pathogéne inoculé directement dans les épis n’était pas en contact
avec les microorganismes du sol ou de la rhizosphére. C'est donc seulement une protection des plantes
par I'ISR ou la phytostimulation qui aurait pu étre observée lors de cette expérimentation. Or I'ISR est
un mécanisme qui a rarement été décrit pour le blé. Par ailleurs, pour confirmer le mécanisme a
I’ceuvre, il faudrait pouvoir mesurer I'ISR dans le blé, en quantifiant I'expression des génes qui lui sont

associés.

Ces résultats sont préliminaires, limités et ne permettent pas de conclure de fagon définitive surle réle
du microbiome initial du sol dans le contréle d’'un agent pathogéne comme Fusarium graminearum.
La sensibilité a la fusariose de la variété utilisée et I'inoculum appliqué sur les épis expliquent I'intensité
de symptémes observés, et le fait que tous les épis aient atteint le score maximal de symptomes. Or,
ces conditions ne reflétent ni la sensibilité des variétés utilisées par les agriculteurs, ni I'inoculum
auquel la plante est exposée en conditions de culture. De plus, I'inhibition des symptémes du fait de
I'ISR ou de la phytostimulation n’est probablement pas assez forte pour étre observée face a une telle
pression du pathogene. Afin d’observer une protection conférée par la communauté microbienne dans
une expérimentation similaire, il est possible qu’il faille (1) utiliser une variété moins sensible, (2)
utiliser une souche de Fusarium graminearum moins agressive ou (3) réduire I'inoculum et/ou modifier

son mode d’administration. Enfin, dans notre dispositif, la plante et son microbiome n’ont été exposé
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au pathogene qu’a un stade tardif de développement. En conditions réelles, le pathogéne est
confronté en amont au microbiome du sol, et la plante recrute son microbiome en fonction de stress

biotiques tout au long de son développement (Bulgarelli et al., 2013; Cantd et al., 2020).

En outre, la diminution des symptémes peut également résulter de I’action du microbiote de I'épi, lui-
méme partiellement lié a celui du sol, comme décrit par Chen et al. (2018). L’analyse comparée des
microbiomes de la graine a la phyllosphéere en passant par les racines, et ce en condition d’infection
ou non, devrait permettre de discriminer les contributions respectives de ces différents compartiments

au controle d’un agent pathogene comme F. graminearum.

Nos résultats montrent une absence de lien entre pouvoir fongistatique des sols et intensité des
symptomes. En plus des limites du dispositif, cela s’explique par le fait que ce sont des mécanismes
différents, qui ont lieu a des stades distincts du cycle de I'agent pathogéne. Dans une expérience
utilisant la méme souche de F. graminearum (MDC_Fg1), Besset-Manzoni et al. (2019) avaient montré
que les bactéries présentant le plus fort role protecteur pour le blé contre l'infection par F.
graminearum n’étaient pas celles présentant le plus fort potentiel de fongistase. De méme, Dal Bello
et al. (2002) n’ont pas trouvé de lien significatif entre inhibition in vitro et in planta de F. graminearum

lors de I'analyse de 52 souches bactériennes et fongiques isolées du sol de parcelles de blé et de mais.

En conclusion, pour identifier le réle des communautés microbiennes naturelles du sol dans la
réduction des symptémes in planta, il est nécessaire de connaitre (1) le réle du filtre exercé par la
plante dans le microbiome du sol, et la composition des microbiomes racinaire et rhizosphérique qui
en résulte (2) la composition du microbiome de la phyllosphére, en interaction avec les pathogenes

qui s’attaquent aux parties aériennes des plantes.
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Récapitulatif n°5

Dans ce chapitre, nous avons vu que |I'abondance de plusieurs genres bactériens, faisant partie des
genres majoritaires ou des genres antagonistes de F. graminearum, était positivement corrélée avec
les symptomes de fusariose de I'épi d’'une variété sensible en conditions contrélées. Nous n’avons pas
observé de lien entre fongistase et réduction des symptomes au niveau des épis de blé. Cependant,
notre dispositif était limité et ces résultats sont préliminaires. Une étude plus approfondie sera
nécessaire pour confirmer les résultats obtenus, et aller plus loin dans l'identification du ou des

mécanismes impliqués.

Dans ce dernier chapitre, un bilan global des résultats sera dressé, pour ensuite émettre une

conclusion sur les objectifs et les apports du projet. Des perspectives de recherche seront proposées.
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Chapitre 6 : Discussion générale - Conclusion et perspectives

Les microbiomes du sol et des plantes cultivées ont fait I'objet d'un effort de recherche
considérable ces derniéres années, porté notamment par I'intérét grandissant pour les bénéfices liés
aux services écosystémiques (Banerjee and van der Heijden, 2023; Bertola et al., 2021; Ikeda-Ohtsubo
et al., 2018). Parmi les approches mobilisant ces services, le biocontrole par conservation propose la
mobilisation des communautés microbiennes autochtones par les pratiques agricoles pour limiter
I'impact des bioagresseurs (Alabouvette et al., 2006; Eilenberg et al., 2001; Karlsson et al., 2021). Ce
projet de these avait pour objectif principal d’explorer les modalités d’utilisation de ce biocontrdle par
conservation, avec comme modele la fusariose du blé. Les expérimentations réalisées au cours de ce
projet de thése ont été structurées autour de deux questions scientifiques complémentaires : Quels
facteurs déterminent le caractére suppressif des sols vis-a-vis de I'agent pathogéne Fusarium
graminearum ? Quelle influence I'environnement exerce-t-il sur 'assemblage du microbiome du sol et

dublé?

Dans cette optique, nous avons choisi de prélever des échantillons de sol et des parties souterraines
de blé dans des parcelles d’agriculteurs de la plaine de Limagne. Une des originalités de ce projet réside
dans la mobilisation d’un réseau d’une centaine de parcelles de blé, représentatives de la diversité des
types de sols de la plaine de Limagne et de la diversité des pratiques dans ce territoire. Ce dispositif a
grande échelle nous a permis d’observer une grande diversité d’inhibition de I'agent pathogene parmi

les sols étudiés.

Origine de la fongistase des sols envers F. graminearum

Pour toutes les parcelles étudiées, les itinéraires techniques, les caractéristiques physico-chimiques et
I'identification des communautés bactériennes des sols ont été croisés avec des tests d’inhibition de
la croissance d’un agent pathogene, Fusarium graminearum. Les objectifs recherchés étaient: (1)
d’évaluer la variabilité du pouvoir suppressif entres les sols, (2) d’identifier les facteurs a I'origine de
ces différences de suppressivité des sols et (3) de déterminer I'impact des pratiques sur la composition

ou |"activité du microbiome.

Tout d’abord, nous avons pu obtenir une gamme de variation de pouvoir fongistatique, et identifier
des sols qui présentaient une inhibition quasi-totale du développement de F. graminearum en
conditions contrbélées. Nous avons ensuite mis en évidence que les sols les plus sableux et acides
avaient le plus fort potentiel a limiter la croissance in vitro de I'agent pathogéne (chapitre 2). Dans un

second temps, nous avons mis en évidence I'existence d’une corrélation positive entre la richesse
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taxonomique et I'importance de I'effet fongistase. Enfin, nous avons pu identifier un lien entre
systeme de culture et composition microbienne des sols de réserve, mais sans impact sur la fongistase

(chapitre 3).

Le role de la diversité microbienne dans I'effet fongistase a déja été rapporté pour F. graminearum
(Legrand et al., 2019). Ici, la diversité dans les sols sableux était Iégérement plus élevée, bien que de
maniéere non significative. Les milieux sableux, plus oligotrophes, pourraient favoriser la diversité en

empéchant les microorganismes copiotrophes de dominer la communauté.

Dans notre échantillon, le systeme de culture n’avait d’'impact ni sur la diversité ni sur la fongistase. La
mise en lumiere de l'influence des caractéristiques pérennes comme facteur principal déterminant la
fongistase suggere que celle-ci pourrait ne pas étre modulable. Il existe cependant des pratiques qui
ont été identifiées comme augmentant la diversité dans les sols (Esmaeilzadeh-Salestani et al., 2021;
Hartmann, M., Frey, B., Mayer, J. et al., 2015; Lupwayi et al., 1998), et qui pourraient donc étre
explorées davantage sur des sols peu fongistatiques pour améliorer leur potentiel. Dans une
expérimentation mesurant la fongistase sur quatre agents pathogénes avec ajout de matiere
organique, Bonanomi et al. (2017) concluent que ce sont probablement les augmentations de
biomasse et d’activité microbiennes qui favorisent la fongistase. Ces indicateurs n’ont pas été mesurés
dans notre étude, mais seraient nécessaires pour comprendre les mécanismes de la fongistase envers

F. graminearum.

En résumé, la fongistase dépendait des caractéristiques pérennes du sol, et nous avons pu établir son lien
avec la diversité de la communauté microbienne du sol. Bien que la fongistase n’était pas liée aux

systemes de culture, nous avons observé un effet de ceux-ci sur la composition du microbiome.

Assemblage du microbiome souterrain du blé

L'étude de I'assemblage du microbiome du blé nous a permis d’observer les modalités de la
transmission du microbiome du sol aux racines du blé (chapitre 4). A travers I'étude de trois
compartiments (sol, rhizosphére, racines) nous avons pu mettre en évidence le role de la composition
initiale du microbiome du sol, de la sélection exercée par la plante, et dans une moindre mesure, I'effet
de la variété. Nous avons également mis en évidence un fort effet du systeme de production sur la
constitution du microbiome de la plante. Cet effet pourrait étre lié aux différences de variétés dans les
différents systemes de production, ou a la modulation des besoins de la plantes par les apports en
nutriments (fertilisation). L'effet du systeme jusque dans I'assemblage du microbiome rhizosphérique

du blé a précédemment été décrit par Hartman et al. (2018). Sur un autre modele, Chen et al. (2019)

105



ont notamment observé que les caractéristiques du sol étaient prédominantes dans I'assemblage du
microbiome des racines du mais. Il existe donc une hiérarchie de filtres imposés aux communautés

microbiennes du sol a la plante et le systeme de culture influence chacun de ces filtres.

Ces résultats confirment le potentiel des pratiques a moduler le microbiome dans tous les compartiments
du sol aux racines, et I'intérét d’explorer les interactions microbiennes dans la sélection variétale. Le choix
variétal est cependant contraint par d’autres traits qui sont recherchés en priorité (rendement, teneur

en protéine du grain...).

Limites de I'approche

Ces travaux tentent de prendre en compte les conditions réelles de culture, et s'intéressent aux
microbiomes présents dans des parcelles agricoles variées. Dans ces conditions, nous avons fait le
choix d’obtenir le plus grand nombre possible d’échantillons pour pouvoir identifier des sols possédant
des caractéres suppressifs variables, et mettre en lumiere les phénoménes microbiens qui les
expliquent. Bien que les sols sélectionnés représentent des pratiques et des compositions variées, ils

restent caractéristiques de ce climat et ce territoire, ce qui limite I'extrapolation des résultats.

L'obtention et I'étude de données de metabarcoding, qui est désormais un standard en écologie
microbienne, permet de réaliser un profilage riche des microorganismes cultivables et non-cultivables
(Semenov, 2021). Cette technique fait encore I'objet d’innovations tant technologiques que
méthodologiques, qui visent a améliorer I'accessibilité, la qualité et la résolution des données
produites (Bharti and Grimm, 2021). Cependant il reste une véritable « matiére noire microbienne »
d’espéces non identifiées (Zha et al., 2022) ainsi qu’un biais de séquencage imputable au choix des
amorces. Pour pallier ces limites méthodologiques, il est notamment possible de multiplier les couples
d’amorces utilisés (Chesneau et al., 2022). Il subsiste aussi des biais et des difficultés dans d’extraction
de 'ADN du sol. En particulier, il peut étre discutable d’utiliser un méme processus d’extraction pour
tous les types de sol, alors que ceux-ci ont des propriétés physico-chimiques différentes, et peuvent

donc interagir de fagon sélective avec les réactifs utilisés lors de I'extraction (Dequiedt et al., 2011).

Il ne faut pas négliger non plus le fait que les microorganismes présents dans les environnements
naturels sont soumis a de fortes variations spatiales et temporelles, et que I'assemblage de ces

communautés reste difficile a prédire, ce qui complexifie leur mobilisation (Dumbrell et al., 2010).

Les propriétés fongistatiques d’un sol, intéressantes pour estimer I'inhibition de I'inoculum primaire,
ne permettent pas de prédire la survenue d’'une maladie dans les parcelles. Celle-ci dépend de

nombreux autres facteurs comme I"humidité et la variété de blé (Goswami and Kistler, 2004). Par
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ailleurs, la plupart des parcelles (en agriculture conventionnelle et de conservation) ayant été traitées,
la quantification des symptémes de fusariose au champ ne nous a pas permis de tirer des conclusions
sur |'effet suppressif in planta des sols de notre échantillon. Mesurer le rendement des cultures et
doser les toxines produites par F. graminearum en conditions expérimentales permettrait de valider

I'effet final des communautés microbiennes telluriques et racinaires sur la santé de la plante.

Notre dispositif expérimental a apporté une contribution significative a la compréhension de I'influence
des facteurs environnementaux sur les services et I'assemblage des microbiomes dans I'agroécosystéme,
et aux possibilités de les moduler par les pratiques agricoles. Ces premiers résultats doivent étre
consolidés et généralisés par des expérimentations complémentaires visant, en particulier, a identifier le
ou les mécanismes impliqués. L'acquisition de ces données représente une premiére étape vers la mise

en place de stratégies permettant de mobiliser plus efficacement les microbiomes du sol et du blé.

Perspectives de ce projet

Les environnements telluriques et racinaires sont le théatre d’interactions riches et variées, dont nous
ne connaissons aujourd’hui qu’une infime partie. Pour caractériser de facon plus complete la
complexité de ces interactions, il est nécessaire de décrire I'ensemble des composantes de ces
communautés naturelles : bactériennes, fongiques, virales, eucaryotes. Certaines études mettent
notamment en évidence le role important des communautés fongiques du sol dans la suppression
(Khatri et al., 2023). Il aurait été intéressant de pouvoir quantifier les différentes espéces de Fusarium
présentes dans les parcelles prélevées pour observer le lien entre les pratiques, les communautés
naturelles et la présence de Fusarium dans le sol. Les virus constituent aussi un angle mort de I'étude
des communautés microbiennes, de par la difficulté a les isoler ou les séquencer, malgré leur
omniprésence et leur role dans la régulation de certains microorganismes (Pratama and van Elsas,
2018). Il existe notamment des mycovirus parasites de champignons pathogénes, qui constituent une
piste encore peu explorée pour la mise en place de stratégies de lutte (Li et al., 2019; Longkumer and
Ahmad, 2020). Le microbiome de la phyllosphére, et plus particulierement celui de I'épi, pourrait aussi
faire I'objet d’une étude pour le r6le qu’il peut jouer via son interaction directe avec le pathogene dans
le cas de la fusariose de I'épi (Karlsson et al., 2021, Chen et al, 2018). Enfin, le microbiome de la graine
est intéressant pour son réle d’inoculum initial dans I'assemblage du microbiome de la plante. Bien
gue son maintien soit limité, il joue également un réle protecteur et peut favoriser la germination de

la graine (Abdelfattah et al., 2021; Chesneau et al., 2022).

Le caractere suppressif d’'un sol peut étre indépendant de sa composition grace a la redondance

fonctionnelle (Lemanceau et al., 2017; Louca et al.,, 2018). La caractérisation des communautés
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microbiennes devrait donc étre couplée a la description de leurs fonctions et a la mesure de leur
activité. Cette préconisation est cependant limitée par la difficulté et le colt, par rapport au
metabarcoding, des approches de métagénomique, métatranscriptomique ou métaprotéomique. Les
techniques continuent néanmoins de progresser et I’étude des communautés environnementales sera
probablement encore plus abordable et facilitée a I'avenir. Bien que cette approche soit limitée et plus
incertaine, la prédiction fonctionnelle a partir des données obtenues par metabarcoding est envisagée

pour la suite du projet.

A l'inverse de ce qui a été réalisé dans ce projet, il serait aussi intéressant d’observer 'effet de
I'introduction de I'agent pathogene sur la communauté microbienne, dans le sol et les plantes. Cette
approche pourrait permettre d’identifier les microorganismes qui interagissent avec le champignon

dans le sol, ou qui sont préférentiellement recrutés par la plante lors de I'infection.

De maniere générale, les interactions entre microorganismes, les chaines trophiques, les co-
occurrences et les interdépendances au sein de la communauté demeurent méconnues. Les
interactions au sein de la communauté bactérienne (réseaux de co-occurrence) seront notamment

explorées dans la suite du projet.

Par ailleurs, il serait possible de tester la fongistase envers d’autres pathogenes d’intérét, comme
Zymoseptoria tritici (septoriose) ou Gaeumannomyces graminis (piétin-échaudage), pour déterminer

si le potentiel fongistatique des sols est général ou spécifique d’un agent pathogene.

Ce phénomeéne étant variable et multifactoriel, il y a un fort intérét a réaliser des études a grande
échelle, avec un effort d’échantillonnage conséquent. Le choix d’études en conditions réelles avec la
participation d’agriculteurs est porteur. En plus de représenter les conditions réelles de culture, ces
approches tirent profit des expérimentations naturelles que constituent les parcelles exploitées avec
un méme systéme de production sur plusieurs années consécutives. La collecte de données et le suivi
des pratiques sont aujourd’hui facilités par les outils informatiques utilisés par les agriculteurs pour
consigner leurs interventions. Enfin, cette approche s’inscrit dans une démarche de recherche
participative, qui valorise I'implication des agriculteurs, et plus généralement I'intégration d’acteurs

citoyens dans la production de connaissance.
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Conclusion

Les effets suppressifs des sols sont étudiés depuis maintenant plus de 40 ans. Ces études étaient
autrefois limitées par I'impossibilité d’accéder a I'ensemble de la communauté microbienne. Pour
cette raison, elles se sont principalement focalisées sur I'étude de I'impact des caractéristiques
physico-chimiques des sols, ou sur celui de souches ou d’espéces microbiennes sélectionnées a priori
(Kloepper et al., 1980; Lemanceau et al., 1988; Schroth and Hancock, 1982). Les progres
technologiques et méthodologiques réalisés ces deux dernieres décennies ont rendu possible I'étude
de la composition des communautés microbiennes du sol et de celles associées aux plantes, ouvrant
la voie a I’étude de leur capacité a contrdler le développement d’un agent pathogéne, dans le sol et in

planta.

Le contréle des bioagresseurs par les microorganismes peut étre direct, dans le sol de réserve ou dans
I’environnement racinaire, ou indirect, par la stimulation des défenses de la plante. Ce service dépend
donc de la nature intrinseque des sols qui constitue un premier filtre de sélection imposé aux
microorganismes. Il dépend aussi des pratiques agricoles qui modulent caractéristiques variables du
sol, activité du microbiome et recrutement par la plante, et de la plante qui impose une sélection finale
du microbiome, comme nous I'avons montré dans nos résultats. L'inhibition directe ne dépendant pas
de la plante, elle peut bénéficier a plusieurs types de cultures hétes du pathogéne. Les inhibitions
indirecte ou directe dans I'environnement racinaire ont, quant a elles, 'lavantage de pouvoir étre
modulées par le choix des cultures et de la variété, sur différents sols. A I'avenir, il est possible
d’imaginer qu’en agriculture de précision, un profil de la vie microbienne de chaque sol pourra étre
dressé et un diagnostic établi afin de I'optimiser pour la protection des cultures par I'adaptation des
pratiques, et que les especes d’intérét agronomique seront appréhendées et exploitées comme

holobiontes.

Les données obtenues dans le cadre de cette thése permettent de confirmer I'impact des pratiques
agricoles et d’approfondir les connaissances sur un service écosystémique encore partiellement
inexpliqué et sous-exploité : le biocontrole d'un agent pathogéne fongique par les communautés
microbiennes naturelles du sol. Nous avons validé I'importance du microbiome des sols agricoles, d’une
part dans son role direct d’inhibition du pathogéne, et dautre part en tant que réservoir de
microorganismes avec lesquelles les plantes cultivées interagissent. L'influence des pratiques sur le sol et
le recrutement du microbiome de la plante ainsi que les différences de recrutement entre les variétés
sont autant de leviers qui peuvent étre actionnés et associés pour favoriser le service écosystémique de

contrdle de bioagresseurs.
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Annexes

les caractéristiques pérennes (CEC, pH, C, Fe, Argile,

Tableau 10 : Genres indicateurs des clusters de sol formés sur
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Figure 27 : Courbes de raréfaction des échantillons de sol, rhizosphére et racines apres séquengage PacBio.
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Figure 28 : Profondeur de séquengage des échantillons de sol, rhizosphéere et racine.



Tableau 11 : Core microbiome du blé. Affiliation des taxons « core » (retrouvés dans au moins 50% des

échantillons) du sol, de la rhizosphére et des racines.

Phylum Class Order Family Genus Species Part

Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales | Pseudomonadaceae Pseudomonas yamanorum Soil

Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Sutterellaceae NA NA Soil

Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales | Pseudomonadaceae Pseudomonas yamanorum Soil

Acidobacteriota Blastocatellia Pyrinomonadales Pyrinomonadaceae RB41 NA Soil

Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae NA NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia pickettii Rhizosphere
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Propionibacteriaceae Microlunatus NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Sutterellaceae NA NA Rhizosphere
Acidobacteriota Blastocatellia Pyrinomonadales Pyrinomonadaceae RB41 NA Rhizosphere
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga ossetica Rhizosphere
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Propionibacteriaceae Microlunatus NA Rhizosphere
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Bradyrhizobium NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Lysobacter NA Rhizosphere
Acidobacteriota Blastocatellia Pyrinomonadales Pyrinomonadaceae RB41 NA Rhizosphere
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga ossetica Rhizosphere
Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Intrasporangiaceae Intrasporangium NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales SC-1-84 NA NA Rhizosphere
Nitrospirota Nitrospiria Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira NA Rhizosphere
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methyloligellaceae NA NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax carolinensis Rhizosphere
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae NA NA Rhizosphere
Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Intrasporangiaceae Humibacillus NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Polaromonas NA Rhizosphere
Actinobacteriota Acidimicrobiia Microtrichales Ilumatobacteraceae llumatobacter NA Rhizosphere
Actinobacteriota Actinobacteria Corynebacteriales | Mycobacteriaceae Mycobacterium NA Rhizosphere

Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax boronicumulans Rhizosphere
Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Intrasporangiaceae NA NA Rhizosphere
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax NA Rhizosphere
Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae NA NA Roots
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales | Propionibacteriaceae Microlunatus NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Sutterellaceae NA NA Roots
Acidobacteriota Blastocatellia Pyrinomonadales Pyrinomonadaceae RB41 NA Roots




Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae NA NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga ossetica Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Bradyrhizobium NA Roots
Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Agromyces ramosus Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Lysobacter NA Roots
Acidobacteriota Blastocatellia Pyrinomonadales Pyrinomonadaceae RB41 NA Roots
Nitrospirota Nitrospiria Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax paradoxus Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Lysobacter NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax carolinensis Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Polaromonas NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax boronicumulans Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Bradyrhizobium NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax NA Roots
Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae | Promicromonospora | umidemergens Roots
Verrucomicrobiota | Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales | Rubritaleaceae Luteolibacter NA Roots
Actinobacteriota | Actinobacteria Micrococcales Microbacteriaceae Galbitalea NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas | NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Devosiaceae Devosia NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales | Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas | NA Roots
Actinobacteriota Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae | Promicromonospora | NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Oxalobacteraceae Duganella NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Polaromonas NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Rhodoferax NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Devosiaceae Devosia NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Devosiaceae Devosia NA Roots
Proteobacteria Gammaproteobacteria | Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax paradoxus Roots
Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium NA Roots
Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium pectinovorum Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Phyllobacterium NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Neorhizobium galegae Roots




Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium soli Roots
Patescibacteria Saccharimonadia Saccharimonadales | Saccharimonadaceae TM7a NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Devosiaceae Devosia NA Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium leguminosarum Roots
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Asticcacaulis NA Roots
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