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I. Contexte scientifique  

Pour la majorité des plantes, la graine constitue le point de départ de leur cycle de vie et 

souvent aussi, le point final. Au cours de leur développement, les graines acquièrent des 

microorganismes soit hérités de leur plante parente, soit transmis de leur environnement 

proche (Shade et al., 2017). Ces microorganismes constituent le microbiote des graines qui 

s’acquiert et s’assemble tout au long du développement, de la maturation et de la conservation 

des graines, jusqu’à ce que la graine poursuive un nouveau cycle de vie en germant. Lors de 

leur germination, les graines relarguent de nombreux composés organiques dans leur 

environnement immédiat (i.e. spermosphère) (Nelson, 2004). Le relargage d’exsudats va 

entrainer l’activation métabolique et la multiplication des microorganismes associés aux 

graines et au sol, ce qui entraine une forte compétition pour les ressources (Nelson, 2004). 

Cette compétition intermicrobienne est probablement un moteur essentiel de l’assemblage du 

microbiote de la future plante en croissance puisque les défenses de l’hôte ne sont pas induites 

lors de la germination et de la levée des plantules (Darrasse et al., 2010; Nelson, 2018; Ortega-

Cuadros et al., 2022). Passée cette étape initiale de coalescence entre les communautés 

microbiennes des graines et celles du sol, la composition du microbiote des plantes varie 

ensuite en fonction du génotype de la plante, du stade de développement et de l’organe 

considéré (Bulgarelli et al., 2013; Chialva et al., 2022; Herrera Paredes and Lebeis, 2016). Les 

interactions entre les microorganismes, qu’elles soient coopératives ou compétitives, jouent 

un rôle central dans l’assemblage du microbiote des plantes (Hassani et al., 2018). L’identité et 

l’abondance des microorganismes qui composent le microbiote des plantes impactent la 

croissance et la santé des plantes en fonction de la nature des interactions neutres, positives 

ou négatives établies avec leur hôte (Rodriguez et al., 2019; Trivedi et al., 2020). En tant que 

source initiale d’inoculum microbien des plantes, le microbiote des graines jouerait un rôle 

central dans la croissance et la santé des plantes dès les premiers stades de leur 

développement (Nelson, 2018). Mais quels sont les taxons microbiens transmis à et par les 

graines ? En quoi peuvent-ils impacter le phénotype de la plante ? Pourquoi les étudier ?  

Les microorganismes associés aux graines peuvent impacter positivement la croissance des 

plantes (Mitter et al., 2017; Walitang et al., 2017). Ils peuvent également protéger la plante de 

l’établissement d’agents phytopathogènes (Barret et al., 2016; Morella et al., 2019). Certains 

d’entre eux ont la capacité de se transmettre d’une génération de plante à une autre, qu’ils 
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soient bénéfiques (Matsumoto et al., 2021) ou pathogènes (Darrasse et al., 2007). La 

transmission des agents pathogènes a et par les graines favorise l'émergence de maladies dans 

de nouvelles zones géographiques (Ceresini et al., 2019; Chen et al., 2021; Islam et al., 2016). 

Un taux de contamination inférieur à 0,2% suffit à déclencher une épidémie (Opio et al., 1993; 

Roumagnac et al., 2004). Mais comment ces agents phytopathogènes se transmettent-ils aussi 

efficacement d’une génération de plante à une autre malgré les compétitions intenses entre 

les microorganismes ? 

Depuis quelques années, un mécanisme d’antagonisme bactérien dépendant du contact, le 

système de sécrétion de type VI (ou T6SS), émerge comme un déterminant clé dans le cycle de 

virulence de plusieurs agents phytopathogènes (Ceseti et al., 2019; Kim et al., 2020; McAtee et 

al., 2018; Wang et al., 2021). Ce mécanisme est utilisé par les bactéries Gram-négatives pour 

injecter des effecteurs toxiques anti-procaryotes et/ou anti-eucaryotes dans des cellules cibles 

(Jurėnas and Journet, 2021; Monjarás Feria and Valvano, 2020). L’agent phytopathogène 

Acidovorax citrulli l’utilise par exemple pour tuer ses compétiteurs et s’établir au sein de la 

phyllosphère des plantes (Kan et al., 2023). La mutation du T6SS chez cette souche entraine par 

ailleurs un défaut de transmission de l’agent phytopathogène lors de la germination des graines 

de melon (Tian et al., 2015). Ce mécanisme d’antagonisme semble donc jouer un rôle crucial 

dans la transmission et la persistance des bactéries au niveau de l’habitat plante. Cette 

supposition est également étayée par la forte prévalence de ce système au sein des bactéries 

associées aux plantes (Bernal et al., 2018). Étant donné son rôle dans les compétitions inter-

microbiennes, nous avons donc fait l’hypothèse que le T6SS pourrait jouer un rôle clé dans 

l’assemblage et la transmission du microbiote des graines et que l’utilisation d’un tel système 

par les bactéries commensales ou bénéfiques pourrait permettre de limiter la transmission des 

agents pathogènes lors de la transition graine-plantule.  

Afin de répondre à cette hypothèse, nous avons étudié une bactérie isolée du microbiote des 

graines de radis, Stenotrophomonas rhizophila CFBP13503. Cette bactérie appartient à une 

espèce bactérienne très prévalente au niveau du microbiote des graines, étant détectée chez 

plus de 12 espèces de plantes (Simonin et al., 2022). Lorsque S. rhizophila CFBP13503 est 

inoculée avec des consortia bactériens sur des graines de radis, elle se transmet très 

efficacement aux plantules en condition gnotobiotique (sans sol) (Simonin et al., 2023). De plus, 

elle est capable d’inhiber la croissance de Xanthomonas campestris. pv. campestris (Xcc), un 
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agent phytopathogène transmis par les semences et responsable de pertes de rendement 

pouvant atteindre 50 à 60% chez différentes espèces de Brassicacées (Singh et al., 2018; Torres-

Cortés et al., 2019). Le séquençage du génome de S. rhizophila CFBP13503 a révélé la présence 

d’un cluster T6SS chez cette souche. Ces prérequis nous incitent donc à poser les questions 

suivantes :  

• Est-ce que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 exerce une activité d’antibiose de contact 

via son T6SS vis-à-vis de la bactéries phytopathogène Xanthomonas campestris pv. 

campestris ? Est-ce que cette antibiose médiée par le T6SS peut limiter la transmission 

de Xcc de la graine à la plantule ?  

• Est-ce que les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. rhizophila 

CFBP13503 influencent la dynamique de structuration de communautés bactériennes 

synthétiques ? Est-ce qu’elles influencent la transmission du microbiote du sol et celui 

de la graine ? Est-ce qu’elles favorisent la transmission de S. rhizophila CFBP13503 elle-

même ?  
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II. Structure de la thèse  

La première partie du manuscrit consiste en une synthèse bibliographique décrivant le 

microbiote des graines, sa composition, son assemblage et les processus écologiques impliqués 

dans sa transmission à la plantule. Ensuite, les différents types d’interactions microbiennes 

impliquées dans l’assemblage des communautés microbiennes sont présentés avant de décrire 

plus en détail le T6SS, ses origines, sa structure, les effecteurs qui lui sont associés, ses rôles, sa 

régulation et les mécanismes de défense mis en place pour résister à ses attaques. Puis, 

l’espèce Stenotrophomonas rhizophila est présentée afin de replacer notre modèle d’étude 

dans un contexte plus large. Finalement, les hypothèses et questions de recherche seront 

rappelées et détaillées.  

La seconde partie du manuscrit est composée de deux chapitres correspondant aux deux 

hypothèses soulevées dans cette thèse. Chaque chapitre est présenté sous la forme d’un article 

scientifique qui est soit accepté (chapitre 1), soit en préparation (chapitre 2).  

 

• Le chapitre 1 décrit le T6SS de S. rhizophila CFP13503 et répondra aux questions quant 

à son implication dans l’antibiose par contact de Xanthomonas campestris pv. 

campestris et les conséquences de cette antibiose dans la transmission de l’agent 

phytopathogène de la graine à la plantule.  

 

• Le chapitre 2 évalue le spectre de cibles du T6SS de S. rhizophila CFBP13503, l’impact 

du T6SS sur la structuration de communautés bactériennes synthétiques et finalement 

son influence sur la transmission du microbiote des graines, des bactéries telluriques et 

de S. rhizophila CFBP13503 elle-même à la plantule. 

 

La dernière partie du manuscrit porte sur la discussion générale des résultats obtenus et des 

perspectives envisagées pour répondre aux questions de recherche soulevées.
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Figure 1. Cycle de développement de la graine à la graine et sources d’acquisition du microbiote des graines. 

Figure modifiée et traduite de la revue de Nelson (2018). 
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I. Le microbiote des graines 

Les graines sont les structures de reproduction des plantes à fleurs (angiospermes) et des 

plantes à graines nues (gymnospermes). Elles sont formées à partir des ovules, dans les ovaires 

des fleurs, après la pollinisation et la fécondation. Lors de la pollinisation, le pollen, porteur des 

gamètes mâle, est transféré des étamines aux stigmates par le vent, les insectes ou les oiseaux. 

La fécondation intervient lorsque le pollen germe et forme un tube pollinique qui atteint 

l’ovule. La fusion des gamètes mâle et femelle donne naissance à l’embryon, amorçant ainsi le 

développement de la graine. Au fur et à mesure que la graine se développe, un tissu nutritif 

appelé endosperme entoure l’ovule fécondé, fournissant des éléments nutritifs à l’embryon en 

croissance. Les enveloppes de la graine, appelées téguments, se forment pour protéger 

l’embryon. Durant la phase de maturation, la graine continue de se développer dans l’ovaire 

de la fleur, subissant des changements métaboliques et accumulant des réserves nutritives. La 

maturité de la graine marque le début de sa dispersion vers de nouveaux environnements. 

Cette dispersion peut se faire de diverses manières, telles que par le vent, l’eau et les animaux. 

La graine reste en état de dormance jusqu’à ce qu’elle rencontre un environnement propice à 

sa germination. A ce moment-là, la graine absorbe de l’eau, l’embryon se développe activement 

et la plantule émerge.  

De leur formation à leur germination, les graines sont exposées à une diversité de 

microorganismes provenant de la plante mère et de différentes sources environnementales 

(Figure 1). Ces microorganismes, comprenant des bactéries, des champignons et d’autres 

organismes, interagissent entre eux et s’assemblent en communautés complexes pour former 

le microbiote des graines. Le microbiote des graines constitue la source d’inoculum initiale de 

l’assemblage du microbiote de la future plante. Il peut jouer un rôle significatif dans la santé et 

la croissance des plantes en influençant des processus clés tels que la germination, le 

développement des racines et la résistance aux agents pathogènes.  

L'exploration du microbiote des graines soulève des questions fondamentales sur la diversité 

des microorganismes qui le composent et sur les mécanismes qui régissent leur acquisition, 

leur assemblage, et leur transmission à la plantule. Qui sont les microorganismes qui 

composent le microbiote des graines, et comment cette composition varie-t-elle en fonction 

des plantes hôtes et de leur environnement ? Comment les graines acquièrent-elles  
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Figure 2. Composition du microbiote bactérien et fongique des graines. Abondance relative moyenne (A) des phyla 

bactériens (région rRNA 16S-V4) et (B) classes fongiques (région ITS1) majeurs détectés dans le microbiote des 

graines de 44 espèces végétales appartenant à 13 familles botaniques distinctes. Les espèces de plantes sont 

ordonnées en fonction de la famille botanique, des Apiaceae en haut aux Solanaceae en bas. (C-D) Abondance 

relative des 10 ASV les mieux classés par échantillon pour la communauté procaryote (C ; n = 1182 échantillons) 

et la communauté fongique (D ; n = 850 échantillons). Chaque point représente un échantillon et est coloré en 

fonction de l'espèce végétale. D’après la méta-analyse de Simonin et al. (2022). 
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initialement leur microbiote, et quelles sont les principales sources d’acquisition des 

microorganismes qui le constituent ? Quels processus biologiques et environnementaux 

influencent la diversité et l’assemblage du microbiote des graines ? Comment se transmet-il de 

la graine à la plantule ? Est-il réellement une source importante de microorganismes pour la 

future plante en développement ?  

 

1. Composition  

Le microbiote des graines est composé de divers microorganismes tels que des bactéries, des 

champignons, des oomycètes, des protistes, des archées ou encore des virus (Sastry, 2013; 

Simonin et al., 2022; Taffner et al., 2020; Thines, 2014). Depuis quelques années et avec l’essor 

des outils de séquençage à haut débit, la composition et la diversité du microbiote des graines 

commencent à être de mieux en mieux caractérisées. Toutefois, cette caractérisation demeure 

inégalement répartie entre les différents groupes taxonomiques qui composent le microbiote 

des graines. En effet, les amorces communément utilisées pour le séquençage d’amplicon (ou 

métabarcoding) négligent les oomycètes, les protistes et les virus, et ne caractérisent que 

partiellement les archées. Ainsi, parmi les microorganismes associés aux graines, ce sont les 

composantes bactériennes et fongiques qui sont les mieux caractérisées.  

Récemment, une méta-analyse menée par Simonin et al. (2022) a consolidé les résultats de 63 

études portant sur le microbiote des graines, englobant ainsi 50 espèces végétales provenant 

de 14 familles botaniques distinctes (Figure 2. A-B). La diversité du microbiote des graines a été 

estimée par des approches de métabarcoding en utilisant une portion des gènes 16S rRNA ou 

gyrB pour les communautés bactériennes et les régions ITS pour les communautés fongiques 

(Simonin et al., 2022). Leurs résultats révèlent que le microbiote des graines est très diversifié, 

avec une richesse microbienne (bactéries + champignons) médiane de 100 ASVs (« Amplicon 

Sequence Variants ») par lot de graines. Cette diversité se manifeste généralement par des 

proportions équilibrées de diversité bactérienne et fongique, bien que ces proportions puissent 

varier considérablement entre et au sein d'une même espèce végétale. Par exemple, certaines 

espèces de Brassicaceae comme le radis sont largement dominées par des taxons fongiques 

tandis que d’autres, comme le chou-fleur, ont une dominance procaryote (Simonin et al., 

2022). Les communautés bactériennes et fongiques sont généralement sous l'influence d'un  
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Figure 3. Structure taxonomique des communautés bactériennes et fongiques des habitats associés aux plantes. 

La composition du microbiote varie en fonction du compartiment végétal. Les graphiques circulaires montrent les 

moyennes des abondances relatives des principaux phyla bactériens (à gauche) et fongiques (à droite) détectés 

dans le sol, la rhizosphère, l'endosphère des racines, l'endosphère des feuilles et la phyllosphère de différentes 

espèces végétales (canne à sucre, raisin, espèces de cactus (Myrtillocactus geometrizans et Opuntia robusta) et 

espèces d'Agave (A. tequilana, A. salmiana et A. deserti)). Les abondances relatives ont été estimées par 

séquençage des marqueurs 16S rARN (pour les bactéries) et ITS1 (pour les champignons). Seuls les phyla qui 

représentent plus de 0,5 % de la population totale dans au moins un échantillon sont inclus. D’après Trivedi et al., 

2020. 
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ASV prédominant, dont l'abondance relative moyenne atteint respectivement 33% et 58% 

(Figure 2. C-D). L’identité de ce taxon dominant varie en fonction du lot de graines analysé 

(Simonin et al., 2022).  

En considérant l'ensemble des ASVs détectés au niveau des microbiotes des graines, la majorité 

(64% pour les procaryotes et 58% pour les champignons) sont détectés au niveau d'une seule 

espèce de plante, dans un nombre limité d'échantillons et avec une faible abondance. Ces 

taxons constituent la composante variable du microbiote des graines, désignée comme le 

« microbiote flexible ». A l’inverse, certains ASVs bactériens et fongiques sont très prévalents 

et détectés dans plus de 20 espèces végétales différentes, généralement avec une abondance 

élevée. Ces taxons peuvent être considérés comme une composante stable du microbiote des 

graines ou « microbiote core » (Shade and Handelsman, 2012; Simonin et al., 2022).   

Pour la part bactérienne, les ASVs détectés sont distribués en quatre phyla majoritaires : 

Pseudomonadata (ex Proteobacteria), Actinobacteria, Firmicutes et Bacteroidetes. A un niveau 

taxonomique inférieur, six genres bactériens sont fréquemment détectés dans les lots de 

graines, chez plus de 20 espèces végétales : Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas, 

Methylobacterium et Paenibacillus. Pour la composante fongique, l'analyse révèle la présence 

de cinq classes dominantes et prévalentes : Dothideomycetes, Leotiomycetes, 

Microbotryomycetes, Sordariomycetes et Tremellomycetes (Figure 2. A-B ; Simonin et al., 2022). 

Ces différents taxons bactériens et fongiques sont également fréquemment détectés dans 

d’autres compartiments de la plante telles que la phyllosphère, les racines et la rhizosphère, 

ainsi que dans le sol environnant (Figure 3 ; Trivedi et al., 2020). Cette ubiquité souligne 

l’influence étendue de ces microorganismes au sein de l’écosystème végétal.  

Une caractéristique importante du microbiote des graines est la forte variabilité de composition 

taxonomique entre lots de semences issus d'une même espèce végétale (Simonin et al., 2022). 

Cette variabilité peut être influencée par le génotype des plantes ainsi que par les régions 

géographiques dans lesquelles elles ont été cultivées (Klaedtke et al., 2016; Rochefort et al., 

2019).  

Une autre particularité associée à la caractérisation du microbiote des graines est la méthode 

d’échantillonnage, qui repose souvent sur des lots de 10 à 1000 graines. Si cette méthode 

permet d’obtenir suffisamment de matrice pour réaliser les amplifications des gènes ciblés en 
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métabarcoding et éviter les contaminations, elle surestime la diversité microbienne et sous-

estime les dissimilarités entre les échantillons (Kim et al., 2023; Simonin et al., 2022).  

Les rares études ayant analysé la composition taxonomique du microbiote à l’échelle de la 

graine individuelle ont révélé une grande variabilité de richesse en espèces bactériennes entre 

individus, avec par exemple 2 à 28 ASVs par gland de chêne et 1 à 50 ASVs par graine de haricot 

et de radis (Abdelfattah et al., 2021; Chesneau et al., 2022). L’abondance des taxons bactériens 

et fongiques varie également grandement entre les graines. Au niveau du riz par exemple, les 

Gammaproteobacteria (1.68 à 89.9%), Alphaproteobacteria (0.6 à 60%), Actinobacteriota (0.06 

à 54.2%), et Firmicutes (0.04 à 30.0%) sont dominants, mais leurs abondances présentent des 

variations importantes d'une graine à l'autre. Il en va de même pour la communauté fongique 

avec les Dothideomycetes (11.2 à 99.2%), Ustilaginomycetes (0.05 à 85.1%), et Sordariomycetes 

(0.01 à 58.4%) (Kim et al., 2023). Ainsi, si le microbiote de chaque graine semble être dominé 

par un taxon majoritaire, l’identité de ce taxon dominant est très variable d’une graine à l’autre 

(Chesneau et al., 2022).  

Ces variations dans l'identité des taxons dominants, ainsi que plus largement dans la diversité 

des espèces observées au sein des graines individuelles d’une même espèce végétale, voire 

d’une même plante, posent des questions sur l’impact des voies d’acquisition et des processus 

d’assemblage qui régissent la structuration du microbiote des graines.   
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2. Acquisition  

Tout au long de son cycle de vie (i.e. de sa formation à sa germination), la graine peut acquérir 

des microorganismes à partir de 3 voies d’acquisition principales : interne, florale et externe 

(Maude, 1996; Shade et al., 2017). La localisation des microorganismes au sein de la graine en 

développement varie selon les voies empruntées et l’espèce végétale considérée. Certains 

microorganismes peuvent être présents à l'intérieur des tissus de la graine, notamment à la 

surface de l'embryon (axe embryonnaire et cotylédons) ou dans les tissus de stockage 

(endosperme et périsperme). D'autres sont localisés à l'extérieur de la graine au niveau de 

l'enveloppe.  

 

a. Voie interne 

La voie interne est empruntée par les microorganismes transmis à partir des tissus de la plante 

mère, notamment à partir des tissus vasculaires comme le xylème. Ce dernier assure le 

transport de la sève brute vers les organes de la plante tels que les fleurs ou les fruits, où se 

développent les graines. Ainsi, les microorganismes colonisant le xylème peuvent être transmis 

aux graines en développement. Au niveau de la vigne par exemple, des Bacillus spp. ont été 

détectés et visualisés au niveau du xylème des ovules et de la pulpe des fruits, ainsi que le long 

des parois cellulaires à l'intérieur des graines (Compant et al., 2011). Ces observations laissent 

fortement suggérer que ces Bacillus spp. utilisent la voie interne, se transmettant 

systémiquement du xylème des ovules aux graines en développement. 

Les microorganismes empruntant la voie interne sont généralement transmis verticalement 

d’une génération de plante à une autre. La voie interne peut également être empruntée par 

les microorganismes qui colonisent tardivement les tissus de la plante et qui ne proviennent 

pas de la génération précédente. Par exemple, des agents pathogènes comme les 

Xanthomonas sont capables de coloniser les tissus internes des feuilles en entrant par les 

hydathodes. Ces bactéries peuvent ensuite coloniser les tissus vasculaires de la plante comme 

le xylème et se transmettre au niveau des graines de la génération suivante (Darrasse et al., 

2007). 
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Figure 4. Colonisation des graines de Brassica oleracea par la voie florale par Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Xcc). Photomicrographie en épifluorescence des fleurs (A), stigmates (B) et siliques (C) de B. oleraceae 

après inoculation par spray d’une souche de Xcc marquée à la GFP (panel de droite) au niveau des fleurs. Les 

triangles blancs indiquent la présence de Xcc. (D) Photomicrographie en épifluorescence de graines provenant 

(D1) d’une silique d’une plante inoculée avec de l’eau et (D2-3) d’une silique issue de l’inoculation florale de Xcc-

GFP. (E) Photomicrographies confocales à balayage laser de sections transversales de graines provenant d’une 

silique d’une plante inoculée avec de l’eau (panel de gauche) et d’une silique symptomatique à la suite de 

l’inoculation des fleurs avec Xcc-GFP (panel de droite). Tirée des travaux de van der Wolf et al. (2019)  
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b. Voie florale  

La voie florale est empruntée lorsque les microorganismes colonisent le stigmate de la fleur, 

puis sont transportés vers la graine en développement. Les principaux vecteurs de 

microorganismes contribuant à cette voie sont l'eau, l'air et les pollinisateurs. Par exemple, les 

mouches bleues (Calliphora vomitoria) artificiellement contaminées avec Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) sont capables de transmettre efficacement cette bactérie au 

niveau des fleurs, ce qui entraine un fort taux de contamination des graines de Brassica 

oleracea (Van Der Wolf and Van Der Zouwen, 2010). Xcc est un agent phytopathogène qui se 

transmet très efficacement par voie florale (van der Wolf et al., 2019). Lorsqu’elle est inoculée 

par spray au niveau des fleurs de B. oleracea, elle colonise et se multiplie au niveau des 

stigmates (Figure 4. A-B). Elle se transmet ensuite efficacement aux siliques (Figure 4C), puis 

aux graines en développement, où elle colonise à la fois la surface externe et les tissus internes 

(Figure 4. D-E).  

La voie florale participe à la transmission horizontale des microorganismes à partir de 

l’environnement extérieur. Elle pourrait également participer à la transmission verticale des 

microorganismes transmis à partir du pollen de la plante paternelle. Par exemple, Enterobacter 

cloacae est une bactérie détectée au niveau de grains de pollen stérilisés en surface de 

plusieurs espèces de pins méditerranéens et l’isolement de cette même espèce bactérienne au 

niveau des ovules fertilisés de P. brutia suggère une transmission verticale d’Enterobacter spp. 

via le pollen (Madmony et al., 2005).  

La part des microorganismes transmis par voie florale au niveau des graines diffère en fonction 

des espèces végétales et de leur type de pollinisation. En analysant le microbiote des 

bourgeons, fleurs, fruits et graines à différents stades de développement chez le haricot et le 

radis, Chesneau et al. (2020) ont montré que 36% du microbiote bactérien des graines de radis 

étaient également détectés au niveau des organes reproducteurs, tandis que pour le haricot, 

seulement 10% semblaient provenir de ces structures végétales (Chesneau et al., 2020). Plus 

d’un tiers du microbiote des graines de radis provient donc de la voie florale contre un dixième 

pour les graines de haricot. Ces différences peuvent être expliquées par les modes de 

fertilisation distincts entre les deux espèces. Dans le cas du haricot, la pollinisation est 

principalement autogame. De plus, la fécondation se produit avant que les fleurs ne s’ouvrent. 
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Le radis, lui, est allogame et sa fécondation dépend des pollinisateurs tels que les insectes 

(Chesneau et al., 2020). 

 

c. Voie externe 

La voie externe est caractérisée par un contact direct entre la graine et les microorganismes 

présents dans l'environnement proche, tel que l'eau, le sol, l'air, les animaux, les fruits et les 

résidus de culture. Cette voie est le siège d'interactions intenses entre les microorganismes 

environnementaux et les graines en développement et contribue à enrichir la diversité du 

microbiote des graines (Chesneau et al., 2020). 
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3. Assemblage 

a. Processus écologiques impliqués dans l’assemblage du microbiote des graines 

L’assemblage des communautés microbiennes fait intervenir quatre processus écologiques 

principaux : i) la dispersion, ii) la dérive écologique, iii) la sélection et iv) la diversification 

(Nemergut et al., 2013; Vellend, 2010). La dispersion est un processus aléatoire qui se définit 

par les mouvements des microorganismes dans l’espace (Vellend, 2010). Elle peut résulter de 

mouvements passifs, tels que le transport par le vent, l’eau ou des macro-organismes. Par 

exemple, l’un des processus impliqués dans l’assemblage du microbiote des graines est la 

dispersion passive des microorganismes résultant de la pollinisation par les insectes, tels que 

les abeilles (Prado et al., 2020). Lorsque les insectes butinent les fleurs, ils peuvent transférer 

des microorganismes d'une fleur à l'autre, favorisant ainsi la dispersion des microorganismes 

au niveau des graines. Chez le colza, la pollinisation par les abeilles réduit significativement la 

diversité du microbiote des graines mais augmente la variabilité du microbiote des graines 

entre différentes plantes (Prado et al., 2020). La dérive écologique est un autre processus 

écologique impliqué dans la structuration des communautés. Elle engendre des changements 

aléatoires dans l’abondance relative des organismes au sein d'une communauté, 

indépendamment de leur valeur adaptative (Vellend, 2010). Les organismes en faible 

abondance sont plus vulnérables aux effets de la dérive, car de légères variations dans leur 

abondance peuvent entraîner leur extinction à l'échelle locale. La dérive écologie est par 

exemple impliquée dans la structuration du microbiote bactérien des graines de radis (Rezki et 

al., 2018). La sélection correspond aux changements dans la structure des communautés 

causés par des différences de fitness ou de valeur adaptative entre les individus (Vellend, 2010). 

Les facteurs abiotiques (i.e. environnement) et biotiques (i.e. interaction avec l’hôte et les 

autres microorganismes) peuvent jouer un rôle prépondérant dans la sélection des 

microorganismes au sein des communautés. La sélection par l’hôte est, par exemple, un 

processus déterminant au niveau du colza où le génotype de l’hôte exerce une influence 

significative sur l’assemblage du microbiote des graines (Rochefort et al., 2019). La sélection 

résultant des interactions microbiennes peut également jouer un rôle important sur la 

structuration du microbiote des graines. Par exemple, la transmission du champignon 

Alternaria brassicicola aux graines de radis modifie la composition taxonomique des 

communautés fongiques des graines (Rezki et al., 2016). Finalement, le dernier processus 
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écologique pouvant jouer un rôle dans l’assemblage est la diversification (ou spéciation) qui est 

le résultat de changements évolutifs progressifs au sein des populations d'organismes (Vellend, 

2010). Bien que les microorganismes aient la capacité d'évoluer rapidement en raison de leur 

petite taille, de leurs taux de reproduction élevés et de la possibilité d'échanger des gènes par 

transfert horizontal, la formation de nouvelles espèces microbiennes reste un processus 

évolutif qui s'étale sur de longues périodes. À ce jour, aucune étude n'a montré d'impact direct 

de la diversification dans l'assemblage du microbiote des graines.  

 

b. Processus écologiques impliqués dans l’assemblage du microbiote des graines 

individuelles 

Quelques études se sont intéressées aux processus écologiques impliqués dans l’assemblage 

du microbiote de graines individuelles (Chesneau et al., 2022; Kim et al., 2023). Chesneau et al. 

(2022) ont étudié la dynamique d’assemblage du microbiote des graines de radis et de haricot 

au cours de leur développement. Leur étude révèle que la sélection joue un rôle prépondérant 

dans l’assemblage du microbiote des graines de haricot. En effet, la similarité phylogénétique 

entre les communautés bactériennes des graines de haricot dépasse les attentes aléatoires, ce 

qui indique une influence significative de la sélection. Cependant, pour les communautés 

bactériennes associées aux graines de radis, il semble que la sélection a moins d'impact, du 

moins aux stades précoces de développement. Au cours des premiers stades de 

développement, la structure du microbiote des graines de radis est principalement expliquée 

par la dérive écologique. Cependant, à des stades ultérieurs, la sélection prend le relais en tant 

que moteur principal de l’assemblage du microbiote des graines (Chesneau et al., 2022). Dans 

le cas du haricot et du radis, la sélection, par l’environnement et les interactions biotiques, joue 

donc un rôle significatif sur l’assemblage du microbiote des graines au cours de leur 

développement. Dans leur étude récente sur le riz, Kim et al. (2023) ont étudié les mécanismes 

écologiques sous-jacents aux variations de composition du microbiote entre différentes graines 

issues de la même plante. Leurs résultats ont mis en évidence que les graines provenant de la 

même branche partagent des compositions microbiennes similaires, par rapport à celles issues 

de branches distinctes. Ces variations dans la composition bactérienne du microbiote des 

graines sont principalement expliquées par deux facteurs : la sélection, qui contribue à hauteur 

de 59%, et la dérive écologique, qui représente 23% de la variance. Cependant, il est important 
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de noter que ces processus écologiques n'affectent pas uniformément tous les groupes 

phylogénétiques bactériens. Par exemple, la sélection exerce une influence marquée sur les 

Enterobacterales (85,7%) et Rhizobiaceae (69,4%), tandis que la dérive écologique joue un rôle 

prédominant chez les Sphingomonadaceae (75%). En ce qui concerne le microbiote fongique, 

les variations observées sont principalement dues à la dérive écologique (61%) et à une 

dispersion limitée (24%). Cependant, certains groupes taxonomiques, tels que les 

Neosetophoma, sont influencés par la sélection (61%). En résumé, ces résultats mettent en 

évidence l'impact significatif de l'environnement, des interactions biotiques, ainsi que de la 

dynamique aléatoire des espèces dans l'assemblage du microbiote des graines de riz (Kim et 

al., 2023). 

 

En conclusion, les graines acquièrent leur microbiote par trois voies d'acquisition distinctes 

(interne, florale, externe) qui dépendent à la fois des microorganismes impliqués et de l'espèce 

végétale considérée. Ces voies suivies par les microorganismes déterminent s'ils colonisent la 

graine précocement ou tardivement et influencent en partie leur localisation au niveau de la 

graine. L'assemblage du microbiote est un processus dynamique qui évolue en fonction de 

l'étape de développement de la graine et est régi par des processus neutres comme la 

dispersion et la dérive écologique mais aussi par des processus déterministes comme la 

sélection. Cette sélection peut être le résultat de divers facteurs, notamment la capacité des 

microorganismes à surmonter les défenses de la plante hôte, à utiliser efficacement les 

ressources nutritives allouées, à résister à la dessiccation ou à prospérer dans des 

environnements pauvres en nutriments. De plus, les interactions entre les microorganismes 

eux-mêmes, comme leur capacité à attaquer ou à se défendre pour maintenir leur territoire et 

leurs ressources, peuvent également jouer un rôle dans cet assemblage.  
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4. Transmission de la graine à la plantule  

Les microorganismes associés aux graines ne sont pas systématiquement transmis aux 

plantules. Une étude bibliographique récente a répertorié 300 agents phytopathogènes 

associés aux semences. Cependant, seulement 125 d'entre eux ont la capacité de se 

transmettre à la plantule (Denancé and Grimault, 2022). 

 

a. Etudier la transmission du microbiote des graines  

La transmission du microbiote des graines à la plantule peut être évaluée (i) en conditions 

gnotobiotiques afin de limiter les sources de contaminations extérieures ou (ii) avec un substrat 

de culture pour estimer l’impact des processus de coalescence entre les différentes 

communautés microbiennes. Cette étape de transmission peut être analysée au sein des 

communautés natives des graines ou bien en inoculant des communautés synthétiques 

(SynComs) afin de limiter la variabilité de composition du microbiote entre les graines 

individuelles.  

 

b. Transmission du microbiote des graines en conditions gnotobiotiques 

Une tentative de suivi temporel du microbiote des graines pendant la germination et la levée 

des plantules a été entreprise sur des radis et des haricots (Chesneau et al., 2022). Dans cette 

étude, le microbiote des graines ainsi que sa transmission ont été analysés au moyen de 

méthodes non destructives, dans le but de suivre spécifiquement la transmission du microbiote 

des graines au sein d'un même individu. Pour ce faire, les graines ont d’abord été macérées 

dans une solution saline avant d’être placées en germination dans des conditions axéniques. La 

diversité bactérienne de la fraction collectée lors de la macération (i.e. microbiote des graines) 

a ensuite été comparée à celle des plantules (i.e. microbiote des plantules). Les résultats ont 

révélé que le taxon dominant au sein du microbiote des graines n’était en général pas le taxon 

dominant du microbiote des plantules, suggérant l’implication de processus sélectifs lors de la 

transmission (Chesneau et al., 2022). Le faible taux de transmission des taxons dominant aux 

plantules peut néanmoins être expliqué par l’effet de la macération. Des approches par 

déploiement de SynComs sur graine de radis ont toutefois confirmé que l’abondance sur graine 

n’était pas un bon indicateur de l’abondance sur les plantules (Simonin et al., 2023). Une autre 



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

22 

étude, menée en condition stérile, s’est intéressée à la transmission des communautés 

bactériennes et fongiques endophytes des glands de chênes et à la distribution des taxons au 

niveau des plantules à la suite de cette transmission (Abdelfattah et al., 2021). En analysant le 

microbiote associé à chaque compartiment, cette étude a permis de mettre en évidence que 

l’embryon des glands et la phyllosphère des plantules ont une composition et une diversité en 

espèces bactériennes et fongiques similaires, tandis que le péricarpe des glands et les racines 

présentent des communautés distinctes et moins diversifiées (Abdelfattah et al., 2021). Les 

microorganismes associés aux graines peuvent donc se transmettre à différents compartiments 

de la plantule avec des associations préférentielles en fonctions de la localisation initiale de ces 

microorganismes sur graine (Figure 5 ; Abdelfattah et al., 2021). Cette étude met également en 

évidence que l’abondance relative de certains taxons peu abondants dans les glands augmente 

significativement au niveau des plantules. Ces résultats confirment une fois de plus que 

l'abondance sur les graines ne constitue pas un indicateur fiable de l'abondance sur les 

plantules (Abdelfattah et al., 2021).  

 

 

Figure 5. Distribution du microbiote des glands de chêne (Quercus robur) lors de la transmission aux plantules. Les 

couleurs des lignes correspondent aux types d'échantillons (rose : embryon, violet : péricarpe, brun : racines, vert 

: phyllosphère). La largeur de la ligne entre chaque genre et chaque type d'échantillon reflète l'abondance relative 

du genre dans ce type d'échantillon particulier. Les cercles bleus représentent les champignons, les cercles rouges 

les bactéries. D’après les travaux d’Abdelfattah et al. (2021).   
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c. Transmission du microbiote des graines en substrat non stérile  

Les données issues des trois études précédemment présentées ont été obtenues en conditions 

gnotobiotiques en ignorant l’influence du sol lors de la germination et la levée des plantules. 

Pourtant, lors de la germination, la spermosphère (i.e. zone du sol sous l’influence des graines 

en germination) devient le théâtre d'une compétition microbienne intense. Cette compétition 

est alimentée par la libération de composés nutritifs par la graine en germination (Corso et al., 

2021), attirant une diversité de microorganismes qui cherchent à coloniser cet habitat propice 

à leur croissance (Nelson, 2004). Les communautés microbiennes associées aux sols peuvent 

donc avoir un impact sur la transmission du microbiote des graines aux plantules.  

La transmission aux plantules du microbiote de graines de 17 espèces végétales a été analysée 

après semis dans un substrat stérile (sable) ou non stérile (sol agricole) (Johnston-Monje et al., 

2021). Dans ces conditions expérimentales, les taxons bactériens les plus fréquemment 

détectés au sein des lots de graines (> 60% des échantillons) représentaient en moyenne 60% 

et 85% de l’abondance relative des communautés bactériennes de la rhizosphère et de la 

phyllosphère. Concernant les champignons, l'influence du sol était plus marquée avec une 

abondance moyenne des taxons issus des graines de 30 et 40% dans les parties souterraines et 

aériennes (Johnston-Monje et al., 2021). Walsh et al. (2021) ont obtenu des résultats similaires 

en montrant que le microbiote bactérien des grains de blé contribuait en moyenne à hauteur 

de 45% au microbiote des plantules. Cependant, en inoculant les grains de blé avec des 

suspensions provenant de 219 sols différents, ils ont observé une variation considérable dans 

la contribution du microbiote des graines au microbiote des plantules, allant de 3% à 95% en 

fonction de la composition des communautés telluriques (Walsh et al., 2021). L’influence de la 

diversité microbienne du sol sur la composition du microbiote des plantules a également été 

mis en évidence au niveau du colza d’hiver (Rochefort et al., 2021). Pour cette espèce végétale, 

en fonction du sol et indépendamment du génotype et de l’année de culture, les taxons 

microbiens telluriques représentaient 40 à 98% du microbiote des plantules. Le microbiote des 

graines quant à lui ne représentait que 1% des taxons bactériens et fongiques détectés au 

niveau des plantules (Rochefort et al., 2021).  Dans cette étude, les auteurs ont également 

détecté que 20 à 65% des taxons associés aux plantules provenaient d’origine inconnue. Ces 

taxons pourraient provenir d’autres sources environnementales. Il pourrait également s’agir de 
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taxons rares associés aux graines ou au sol et qui n’auraient pas été détectés à cause de leurs 

trop faibles abondances.  

Ainsi, en considérant les compétitions microbiennes intenses qui se déroulent lors de la 

germination et la levée des plantules, il devient évident que les interactions microbiennes 

jouent un rôle crucial dans la structuration du microbiote des plantules. Ces interactions, 

influencées par le microbiote des graines et les microorganismes du sol, façonnent les 

communautés microbiennes qui accompagneront le développement des futures plantes.  
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Figure 6. Les différents types d’interaction. (A) Types d’interaction entre deux individus et leur coaction. (B) 

Exemples d’interactions d’ordre supérieur (Bairey et al., 2016) avec i) interaction du 3e ordre où un troisième 

individu module l’interaction entre deux autres (i.e. C dégrade un antibiotique produit par A, atténuant l’inhibition 

de B par A) et ii) interaction du 4e ordre où un quatrième individu module la modulation d’une interaction entre 

deux individus par un troisième (i.e. D produit un composé qui inhibe l’enzyme de dégradation produite par C donc 

l’antibiotique produit par A peut inhiber B).   
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II. Interactions microbiennes  

Au sein de leur environnement, les microorganismes vivent en communauté et interagissent 

les uns avec les autres (West et al., 2006). Il existe différents types d’interaction et la nature de 

celles mises en place entre deux individus peut avoir des impacts positifs, neutres ou négatifs 

sur leur croissance ou leur survie (Figure 6A). Les microorganismes sont fréquemment 

impliqués dans des interactions multi-espèces dites d'ordre supérieur où les interactions entre 

deux individus peuvent être modulées par d’autres, sans que ces derniers n’interagissent 

directement avec eux (Figure 6B ; Bairey et al., 2016; Grilli et al., 2017).  

Les microorganismes vivent en communautés et doivent par conséquent gérer l’allocation de 

l’espace et des ressources nutritives disponibles au sein de leur environnement. Pour cela, les 

microorganismes peuvent adopter des comportements coopératifs ou compétitifs et la 

dynamique entre ces deux types d’interaction a des conséquences importantes sur la 

structuration des communautés microbiennes (D’Souza et al., 2018; Ghoul and Mitri, 2016; 

Gralka et al., 2020).  

 

1. Coopération  

La coopération désigne une forme d'interaction où des individus ou espèces travaillent 

ensemble dans le but d'obtenir des avantages mutuels (Figure 6A). La coopération peut prendre 

différentes formes, allant de comportements mutuellement bénéfiques, où tous les 

participants en tirent profit (+/+), à des actes altruistes, où un individu assume un coût direct 

dans le but d'aider un autre, même si le bénéfice n'est pas immédiatement réciproque (West 

et al., 2007). 

 

a. La division du labeur 

La division du labeur peut être illustrée par la façon dont différentes espèces microbiennes 

spécialisées coopèrent pour accomplir des tâches métaboliques que chacune d'elles ne 

pourrait pas réaliser efficacement de manière indépendante. Dans cette dynamique, chaque 

espèce ou souche effectue une partie spécifique d'un processus métabolique plus large, et le  
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Figure 7. Cross-feeding : mécanismes et distribution. (A) Schéma illustrant les interactions de cross-feeding où 

l’échange de métabolites entre les deux partenaires résulte en une augmentation de leur croissance. (B) 

Mécanismes de transfert des métabolites dépendants du contact (à gauche) et indépendants du contact (à droite). 

(C) Résultat d’une méta-analyse illustrant le pourcentage de classes spécifiques de métabolites qui sont soit reçus 

(moitié supérieure) soit produits (moitié inférieure) par les bactéries dans les interactions de cross-feeding par 

rapport au nombre total de cas dans chaque catégorie (n = 135). (D’après D’Souza et al. 2018). 
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produit de l'activité métabolique d'un microorganisme sert de substrat pour un autre, créant 

ainsi un réseau d'interdépendance métabolique. 

La syntrophie ou co-feeding 

La syntrophie est décrite comme un « métabolisme mutuellement obligatoire » qui implique 

une coopération indispensable entre les microorganismes pour leur survie et leur croissance 

(Morris et al., 2013). Dans ce processus, les produits d’un microorganisme deviennent les 

substrats pour l’autre, permettant des réactions qui ne seraient pas réalisables séparément. 

Cette interaction est cruciale pour la dégradation de certains composés organiques, 

notamment dans des milieux anoxiques. Un exemple classique de syntrophie est la 

collaboration entre les bactéries fermentant l'éthanol en acétate et hydrogène et les archées 

méthanogènes qui utilisent l'hydrogène pour réduire le CO2 en méthane (CH4). Cette 

coopération réduit la pression partielle de l'hydrogène, rendant la fermentation de l'éthanol 

thermodynamiquement favorable (Stams and Plugge, 2009).  

L’alimentation croisée ou cross-feeding  

Le cross-feeding décrit les interactions qui impliquent l’échange de molécules (sources de 

carbone, source d’azote, acides aminés, nucléotides, fer, phosphore, et autres microéléments) 

entre les individus, résultant en une augmentation de leur croissance (Figure 7A ; Seth and 

Taga, 2014). On distingue deux types de cross-feeding. Le premier correspond à la dégradation 

d’un substrat par un individu A dont le sous-produit est utilisé par un individu B, ce qui se 

rapproche d’une interaction commensale (0/+). Le second type de cross-feeding, dit coopératif, 

permet, au deux individus de bénéficier mutuellement des sous-produits de l’autre (D’Souza et 

al., 2018; West et al., 2006). Dans le cas du cross-feeding coopératif, si deux individus (A et B) 

se nourrissent des sous-produits métaboliques de l'autre, la sélection naturelle peut favoriser 

une augmentation de la production de sous-produits par l'individu A. Cette augmentation 

bénéficierait à l'individu B, qui à son tour produirait davantage de sous-produits utilisables par 

l'individu A. En résulterait une augmentation de la population des deux individus (West et al., 

2006). 

Les interactions de cross-feeding impliquent des mécanismes contact-dépendants (nanotubes, 

chaines de vésicules et autres structures) et des mécanismes contact-indépendants (vésicules 

membranaires, diffusion passive ou transports actif) (Figure 7B ; D’Souza et al., 2018). Dans  
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Figure 8. Exemple de contrôles mis en place pour limiter l’impact des tricheurs (Smith and Schuster, 2019).  

(A) Privatisation partielle : une partie des nutriments digérés par une enzyme de dégradation associée à 

l’enveloppe cellulaire est capturée par la cellule avant de se diffuser.  

(B) Coût de fitness dépendant des nutriments : production des biens publics lorsque les nutriments nécessaires à 

la croissance sont en abondance, ce qui permet de minimiser le coût de la coopération. 

(C) Structuration spatiale : la croissance de groupes isolés de coopérateurs maintient les biens publics sécrétés à 

l’écart des tricheurs.  

(D) Discrimination du soi par l’utilisation de biens nécessitant une reconnaissance spécifique.  

(E) Discrimination du soi par la punition impliquant les systèmes toxines/antitoxines. 

(F) Discrimination du soi par le quorum-sensing : les biens publics ne sont produits que lorsque la population de 

coopérateurs est suffisante.  

(G) Adaptation non sociale : mutations génétiques qui améliorent la capacité à absorber efficacement les 

nutriments. 
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les deux cas, les échanges entre producteurs et consommateurs se produisent à des distances 

courtes qui peuvent varier entre 3 et 15 µm pour les mécanismes indépendants du contact (Dal 

Co et al., 2020; van Tatenhove-Pel et al., 2021).  

Les interactions de cross-feeding sont courantes entre différentes espèces bactériennes et se 

produisent également entre les bactéries et d’autres règnes, comme les archées, les 

champignons, les animaux et les plantes, illustrant leurs rôles écologique et évolutif importants 

dans divers écosystèmes (Figure 7C ; D’Souza et al., 2018; Frey-Klett et al., 2011). 

 

b. La production de biens publics  

Les comportements coopératifs peuvent mener à la production de « bien publics » comme par 

exemple les enzymes de dégradation, les sidérophores, les toxines ou encore les biosurfactants 

(Smith and Schuster, 2019; West et al., 2006). Dans ces situations coopératives avec production 

de biens publics, des tricheurs qui exploitent les avantages des biens publics sans contribuer à 

leur production peuvent émerger et mettre en péril la stabilité des systèmes coopératifs (Smith 

and Schuster, 2019). La dynamique causée par l’abondance ou la suractivité des tricheurs peut 

conduire à la surexploitation des biens partagés, les transformant ainsi en ressources rares. 

Cette situation conduit à une impasse, où tant les coopérateurs que les tricheurs subissent des 

conséquences négatives, créant ainsi une situation perdant-perdant. Ce phénomène est 

conceptualisé sous le terme de « tragédie des biens communs » (Hardin, 1968). Pour maintenir 

la coopération et empêcher la prolifération des tricheurs, les microorganismes mettent en 

place divers mécanismes, tels que la privatisation partielle des biens publics, la structuration 

spatiale, la discrimination du soi ou le quorum-sensing (Figure 8 ; Smith and Schuster, 2019). 

Ces mécanismes visent à limiter l'accès des tricheurs aux biens publics, à détecter et punir les 

tricheurs, ou à ajuster la production de biens publics en fonction de la proportion de 

coopérateurs dans la population. Ces mécanismes sont conçus pour réduire la compétition 

interne et maintenir la coopération au sein de la population microbienne.  
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2. Compétition  

Dans leur environnement, les microorganismes rentrent en compétition pour l’accès à des 

ressources limitées tels que les nutriments (carbone, azote, phosphore, soufre, fer et autres 

micronutriments) et l’espace (Hibbing et al., 2010). Cette compétition peut prendre deux 

formes : la compétition d’exploitation, où les microorganismes rivalisent indirectement en 

consommant les ressources (compétition passive), et la compétition par interférence, où les 

cellules individuelles peuvent causer des dommages à leurs concurrents par l’utilisation 

d’armes microbiennes (Ghoul and Mitri, 2016; Gralka et al., 2020; Granato et al., 2019). 

 

a. Compétition d’exploitation  

La compétition d'exploitation se manifeste par la consommation de ressources nutritionnelles 

par une souche, restreignant ainsi l'accès à ces ressources pour ses compétiteurs. Cette 

compétition s'opère par exemple par la sécrétion de molécules telles que les sidérophores, qui 

permettent de capturer les nutriments métalliques (Kramer et al., 2020), ou par la production 

d'enzymes lytiques capables de dégrader des molécules complexes (Joshi et al., 2006). Un autre 

mécanisme de compétition d'exploitation implique l'utilisation des produits de sécrétion des 

compétiteurs voisins, comme évoquée précédemment avec les tricheurs (Seth and Taga, 2014). 

Les microorganismes rentrent également en compétition pour occuper des sites privilégiés 

dans une niche, tout en empêchant les autres d’y accéder (i.e. compétition pour l’espace) (Kim 

et al., 2014). Ceci peut passer par la capacité à coloniser rapidement un espace grâce à la 

mobilité ou à se développer rapidement grâce à un taux de croissance élevé (Gude et al., 2020). 

La compétition d’exploitation joue par exemple un rôle prépondérant dans l’assemblage des 

communautés microbiennes associées aux racines des plantes où la composition des 

communautés est influencée à la fois par la nature des exsudats racinaires et par les 

préférences de substrat propres à chaque microorganisme (Zhalnina et al., 2018).  

 

b. Compétition par interférence  

Les microorganismes utilisent des mécanismes d'antagonisme pour restreindre le 

développement de leurs compétiteurs ou libérer l'espace, facilitant ainsi leur accès à des niches 

spécifiques. Les interactions antagonistes sont très répandues aux sein des microorganismes 
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(Cordero et al., 2012; Granato et al., 2019; Peterson et al., 2020). En évaluant les interactions 

d’antagonisme entre 67 espèces bactériennes issues de 8 environnements distincts, totalisant 

ainsi 2 211 paires d'espèces et 4 422 interactions, Russel et al. ont mis en évidence que la 

probabilité de ce type d'interaction était plus élevée entre des espèces étroitement 

apparentées, présentant une proximité phylogénétique et métabolique importante (Figure 9 ;  

Russel et al., 2017).  

 

 

 

Figure 9. Corrélation entre la probabilité d’antagonisme et la distance fonctionnelle et métabolique (Russel et al., 

2017). (A) La probabilité d’inhibition augmente avec la proximité fonctionnelle. La ligne rouge représente une 

régression logistique et la zone grise indique les intervalles de confiance à 95% (P < 0,001, n = 2 211). (B) La 

probabilité d'inhibition augmente avec la proximité métabolique, calculée à partir des profils de croissance sur les 

BiOLOG Ecoplates. La ligne rouge représente une régression logistique et la zone grise indique les intervalles de 

confiance à 95% (P = 0,0023, n = 1 770). Corrélation entre la distance phylogénétique et (C) la distance 

fonctionnelle ou (D) la distance métabolique. La probabilité d’inhibition augmente donc avec la proximité 

phylogénétique. 

 

Cette étude a aussi démontré que la capacité d'antagonisme est souvent associée à un mode 

de vie généraliste, c'est-à-dire à des bactéries capables d'exploiter un large éventail de 

ressources. Cela suggère que la polyvalence métabolique pourrait être un facteur clé dans la 

compétition microbienne par interférence (Russel et al., 2017). 
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Figure 10. Exemples de différents types d’armes microbienne (Granato et al., 2019). Les mécanismes 

d’antagonisme bactériens incluent les mécanismes dépendants du contact (panel du haut) et les mécanismes 

indépendants du contact (panel du bas). Les mécanismes dépendants du contact comprennent, par exemple, les 

systèmes de sécrétion de type IV (T4SS), VI (T6SS) ou VII (T7SS), les systèmes d'inhibition de la croissance 

dépendante du contact (CDI) (et les CDI par la protéine à fermeture éclair de glycine - Cdz), les nanotubes, ainsi 

que les mécanismes d'échange de la membrane externe. Les mécanismes indépendants du contact comprennent 

les petites molécules (i.g. les bactériocines), les protéines (i.g. les enzymes lytiques), les vésicules membranaires, 

les tailocines et les phages. 
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Les nombreux mécanismes d'antagonisme comprennent des mécanismes dépendants du 

contact qui permettent aux microorganismes de tuer leurs compétiteurs en proximité étroite, 

ainsi que des mécanismes indépendants du contact, ayant une portée plus étendue (Figure 10; 

Granato et al., 2019; Peterson et al., 2020).  

 

Mécanismes indépendants du contact  

Ces mécanismes d’antagonisme sont produits par les microorganismes et sont sécrétés dans le 

milieu extérieur. Parmi ces mécanismes, on distingue les petites molécules (< 10kDa) telles que 

les bactériocines (Gordon et al., 2007) ; les protéines toxiques (>10 KDa) souvent libérées dans 

le milieu extérieur par lyse des cellules productrices, comme les colicines (Cascales et al., 

2007) ; les vésicules membranaires produites par diverses bactéries et délivrant de nombreux 

composants cellulaires incluant des toxines ou des enzymes lytiques pouvant dégrader la paroi 

cellulaire des cellules cibles (Toyofuku et al., 2023) ; ou encore les tailocines (Patz et al., 2019). 

 

Mécanismes dépendants du contact  

Les mécanismes dépendants du contact exigent une proximité et une interaction directe entre 

les cellules. Ces mécanismes impliquent par exemple les systèmes d’inhibition de la croissance 

dépendants du contact (CDI) qui sont des protéines filamenteuses contenant un domaine 

toxique et une partie responsable de l’exportation et de l’ancrage à la surface de l’agresseur. 

Au contact du filament avec une cellule cible, le domaine toxique est alors transloqué dans la 

proie (Hayes et al., 2014; Ruhe et al., 2013). On retrouve également les mécanismes d’échange 

de la membrane externe (OME) qui permettent de délivrer des protéines toxiques intégrées 

dans la membrane externe lors d’un contact cellule-cellule (Vassallo et al., 2017) ou encore les 

nanotubes qui sont des structures reliant le cytoplasme de bactéries voisines et qui permettent 

le transfert direct de toxines et d’autres molécules entre les cellules.  

Les mécanismes dépendants du contact incluent également les systèmes de sécrétions comme 

le système de sécrétion de type III (T3SS) généralement impliqué dans les interactions avec les 

hôtes eucaryotes supérieurs ou microbiens comme les oomycètes (Rezzonico et al., 2005), le 

système de sécrétion de type IV (T4SS) utilisé par les bactéries Gram-négatives pour injecter 

des toxines directement dans leurs compétiteurs (Costa et al., 2024; Souza et al., 2015), le 

système de sécrétion de type VI (T6SS) que nous allons détailler dans la prochaine partie et le 
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système de sécrétion de type VII  (T7SS) utilisé par les bactéries Gram-positives pour injecter 

des toxines dans les cellules cibles (Cao et al., 2016).  

 

L’efficacité des mécanismes dépendants ou indépendants du contact dépend des densités 

cellulaires des populations bactériennes et du ratio entre les cellules productrices et les cellules 

cibles (Celik Ozgen et al., 2018). Pour les mécanismes indépendants du contact, comme la 

libération de bactériocines ou de toxines, une densité cellulaire élevée augmente la probabilité 

que les molécules antagonistes atteignent et affectent les cellules cibles. Si la population de 

bactéries productrices est dense, il y aura une concentration plus élevée de ces composés dans 

l'environnement, augmentant ainsi leur efficacité. Dans le cas des mécanismes dépendants du 

contact, une densité cellulaire élevée facilite les interactions physiques entre les cellules. Un 

ratio élevé de cellules productrices par rapport aux cellules cibles signifie également une plus 

grande probabilité que chaque cellule cible rencontre une cellule productrice, permettant ainsi 

une interaction directe plus fréquente et plus efficace. 

 

3. Interactions microbiennes et structuration des communautés  

La coopération par cross-feeding et la compétition pour les ressources sont deux moteurs 

essentiels de l’assemblage des communautés microbiennes. Les communautés microbiennes 

dites compétitives sont composées de nombreux généralistes. L’abondance des généralistes 

dans ces communautés se traduit par un fort recouvrement métabolique entre les espèces, 

entraînant une forte compétition pour les mêmes ressources. A l’inverse, les communautés de 

type coopératives sont majoritairement composées de spécialistes (i.e. individus capables de 

dégrader certains substrats et présentant de nombreuses auxotrophies). Les communautés 

coopératives se caractérisent par un réseau de cross-feeding important qui stabilise la 

composition de ces communautés. Cependant, en créant des interdépendances, la coopération 

peut également entraîner un risque d’affaiblissement mutuel et déstabiliser les communautés 

en cas de perturbation biotique (Coyte et al., 2015). Dans ce cas, la présence de compétiteurs 

au sein de la communauté est importante pour la stabilisation de sa composition (Coyte et al., 

2015). 
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La prédiction des réseaux métaboliques de communautés composées de compétiteurs ou de 

coopérateurs a été réalisée par une approche de modélisation métabolique à l’échelle du 

génome (Machado et al., 2021). Les simulations de communautés microbiennes le long d’un 

gradient coopératif-compétiteur ont mis en évidence une résistance plus importante à 

l’invasion au sein des communautés de type compétitif. Ces communautés sont en revanche 

plus sensibles aux perturbations abiotiques qui entrainent la création de nouvelles niches 

(Machado et al., 2021). Les communautés coopératives sont principalement composées de 

bactéries éloignées phylogénétiquement et possédant des capacités métaboliques limitées 

(Machado et al., 2021). Cependant, les interactions coopératives peuvent également s’établir 

entre espèces généralistes très apparentées (Goldford et al., 2018). La clé de la coexistence 

réside moins dans la simple dissimilarité métabolique réduisant la compétition, mais plutôt 

dans une dissimilarité qui conduit à des capacités métaboliques complémentaires (Zelezniak et 

al., 2015).   

Si la coopération et la compétition pour les ressources sont fréquemment étudiées pour 

comprendre les dynamiques d’assemblage des communautés microbiennes, l’impact de la 

compétition par interférence est encore peu documenté. Pourtant, les mécanismes 

d’interférence semblent jouer un rôle clé dans les interactions trophiques entre les 

microorganismes.  
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Figure 11. Représentation schématique et distribution phylogénétiques des systèmes d’injection contractiles 

(CISs). (A) Les CIS sont supposés avoir évolué à partir de la queue contractile des bactériophages Myoviridae et 

peuvent être classés en deux groupes principaux : les CIS extracellulaires (eCIS) et les systèmes de sécrétion de 

type VI ancrés dans la paroi cellulaire (T6SS). Les CIS extracellulaires comprennent les R-tailocines (à gauche, état 

étendu ; à droite, état contracté ; les couleurs indiquent les différents éléments constitutifs) ainsi que diverses 

structures de type queue de phage telles que les cassettes de virulence de Photorhabdus (PVC), les prophages 

anti-alimentaires (Afp) et les structures contractiles inductrices de métamorphose (MAC). (B) Les bactériophages 

(violet) interagissent directement avec une cellule bactérienne hôte en injectant leur contenu génétique. Les T6SS 

(rouge) sont assemblés dans la cellule productrice et, lors du contact avec une cellule cible (procaryote ou 

eucaryote), le dispositif se contracte et injecte des effecteurs toxiques directement dans la cellule cible. Les CIS 

extracellulaires sont libérés lors de la lyse de la cellule productrice. Les R-tailocines (bleu clair) ciblent uniquement 

d'autres bactéries en perforant et en déstabilisant leur membrane sans injecter d'effecteurs, tandis que les PVC, 

Afps et MAC (vert) ciblent les cellules eucaryotes en injectant des effecteurs protéiques toxiques. D’après Heiman 

et al., (2023). 
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III. Le système de sécrétion de type VI 

1. Définition des T6SS 

a. Des systèmes d’injection contractiles pas comme les autres  

Les T6SS font partie de la famille des systèmes d’injection contractiles (CIS) (Heiman et al., 2023; 

Patz et al., 2019). Les CIS sont des structures protéiques similaires à des queues de phages avec 

qui ils partagent des origines évolutives communes (Heymann et al., 2013; Kube et al., 2015; 

Leiman et al., 2009; Sarris et al., 2014). Les CIS sont tous composés d’une plateforme 

d’assemblage, d’un tube interne coiffé d’une pointe et d’une gaine contractile entourant le 

tube interne (Taylor et al., 2018 ; Figure 11A). Lorsque les CIS entrent en contact avec une 

cellule cible, la gaine contractile se contracte et propulse le tube interne qui va alors perforer 

les cellules cibles pour y injecter ou non des effecteurs protéiques. Deux types de CIS se 

distinguent : les CIS extracellulaires (eCIS) et les CIS internes (T6SS).  

Les CIS extracellulaires comprennent les tailocines de type R (Patz et al., 2019), les cassettes de 

virulence de Photorhabdus (PVC) (Yang et al., 2006), les prophages anti-alimentaires (Afp) de 

Serratia entomophila (Heymann et al., 2013; Hurst et al., 2004) et les structures contractiles 

inductrices de métamorphose (MAC) de Pseudoalteromonas luteoviolacea (Shikuma et al., 

2014) (Figure 11A). Les eCIS sont relargués dans le milieu extérieur à la suite de la lyse des 

cellules productrices et s’attachent à la surface des cellules cibles où se déroule leurs activités. 

Les tailocines de type R (R-pyocines) ciblent exclusivement les bactéries et ne sécrètent pas 

d’effecteurs protéiques toxiques. En perforant la paroi des cellules bactériennes cibles, elles 

détruisent le potentiel membranaire des cellules et entraînent l’effondrement de la force 

proton motrice (Patz et al., 2019). Les Afp, PVC et MAC ciblent quant à eux les cellules 

eucaryotes pour y injecter des effecteurs protéiques toxiques (Figure 11B). Les Afp et PVC des 

bactéries entomopathogènes Serratia et Photorhabusdus participent ainsi à la virulence des 

bactéries en injectant des toxines insecticides (Heymann et al., 2013; Hurst et al., 2004; Yang 

et al., 2006). Les MAC participent à la virulence de Pseudoalteromonas luteoviolacea en 

induisant la métamorphose des larves de vers tubicoles marins (Shikuma et al., 2014). 

Contrairement aux eCIS, les T6SS sont des CIS internes ancrés dans la paroi cellulaire des 

cellules productrices et sont exclusivement produits par des bactéries Gram-négatives.  



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

39 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Distributions phylogénétiques des CIS et T6SS. (A) Distribution phylogénétique des CSI basée sur les 

séquences protéiques d’un composant de la gaine contractile conservé. Les T6SSi-iii forment un groupe 

monophylétique alors que le T6SSiv est regroupé des eCIS comme les MAC. (B) Distribution phylogénétique des 

T6SSi. L’arbre de distance (maximum de vraisemblance) a été calculé à partir de 1127 homologues de TssB. Les 

T6SSi sont divisés en six groupes distincts : i1, i2, i3, i4a et i4b et i5. D’après les travaux de Barret et al., 2013 et 

Böck et al., 2017.  
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Contrairement aux eCIS qui affectent des cellules distantes de plusieurs micromètres, le 

fonctionnement des T6SS nécessite un contact étroit entre les bactéries productrices et les 

cellules cibles (Figure 11B). Comme nous le verrons dans cette partie d’introduction, les T6SS 

peuvent sécréter une grande variété d’effecteurs protéiques et peuvent cibler les cellules 

procaryotes et/ou les cellules eucaryotes. 

 

b. Les différents types de T6SS 

Quatre sous-types de T6SS ont été décrits dans la littérature (T6SSi-iv). Le T6SSi est 

majoritairement retrouvé chez les Pseudomonadata, le T6SSii est spécifique au genre 

Francisella (de Bruin et al., 2007; Clemens et al., 2015), le T6SSiii est uniquement présent chez 

les Bacteroidetes (Russell et al., 2014) et le T6SSiv a récemment été décrit chez l’espèce 

Amoebophilus asiaticus (Böck et al., 2017). Ces quatre sous-types varient dans leur nombre de 

composants structuraux qui s’assemblent différemment et partagent très peu d’homologie 

(Tableau 1). La classification phylogénétique des CIS, établie à partir des séquences protéiques 

de leurs composants structuraux communs, indique que les T6SSi-iii forment un groupe 

monophylétique, tandis que le T6SSiv présente des homologies avec les MAC (Figure 12A; Böck 

et al., 2017).  

Le T6SS canonique correspond au sous-type i. Le T6SSi a été découvert chez les espèce 

Pseudomonas aeruginosa et Vibrio cholerae (Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 2006). Le 

T6SSi peut être subdivisé en plusieurs groupes (Figure 12B) : i1, i2, i3, i4a, i4b et i5 (Barret et 

al., 2011; Barret et al., 2013; Bernal et al., 2018; Boyer et al., 2009). Ces groupes partagent les 

mêmes protéines structurales (Tss) qui sont indispensables à leur assemblage et leur 

fonctionnement. En revanche, ils diffèrent au niveau de leurs protéines accessoires (Tag) qui 

sont spécifiques à chaque groupe.    
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Tableau 1. Résumé des composants structuraux essentiels des T6SS. Les T6SS de type i représentent les T6SS 

canoniques des Pseudomonadata, les T6SS de type ii se trouvent chez Francisella, les T6SS de type iii se trouvent 

chez les Bacteroidetes, tandis qu'un seul T6SS de type iv a été décrit expérimentalement chez Amoebophilus. 

Certains composants du T6SS ont des homologies avec les protéines du bactériophage T4. Ce tableau est une 

synthèse des travaux de Gallegos-Monterrosa et Coulthurst (2021) ; Clemens, Lee et Horwitz (2018) ;  Liu et al. 

(2022) et Bongiovanni et al. (2024). 

  

Composant Rôle 
Type i 
T6SS 

Type ii 
T6SS 

Type iii 
T6SS 

Type iv 
T6SS 

T4 phage 

TssA 
Promeut la polymérisation de la gaine et 

coordonne l'assemblage du tube et de la gaine  
✓ 

        

TssB Gaine contractile (petite sous-unité) ✓ IglA ✓ ✓ gp18 

TssC Gaine contractile (grande sous-unité) ✓ IglB ✓     

Hcp (TssD) Structure de perforation (tube interne) ✓ IglC ✓ ✓ gp19 

TssE Plateforme d'assemblage ✓ IglJ ✓ ✓ gp25 

TssF Plateforme d'assemblage ✓ IglH ✓ ✓ gp6 

TssG Plateforme d'assemblage ✓   ✓   gp7 

TssH (ClpV) ATPase de désassemblement de la gaine ✓ ClpB ✓     

PAAR Structure de perforation (cône) ✓ IglG ✓ ✓ gp5.4 

VgrG (TssI) Structure de perforation (pointe) ✓ 
VgrG + 

PdpA 
✓ 

gp27 + 

gp5 
gp27 + gp5 

TssJ 
Complexe membranaire (lipoproteine de la 

membrane externe) 
✓ IglE 

      

TssK Plateforme d'assemblage ✓ IglD ✓     

TssL 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 
✓ DotU 

      

TssM 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 
✓ PdpB 

      

TssN 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 

    
✓ 

    

TssO 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 

    
✓ 

    

TssP 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 

    
✓ 

    

TssQ 
Complexe membranaire (protéine de la 

membrane interne) 

  
✓ 

  

TssR 
Complexe membranaire (lipoprotéine de la 

membrane externe potentielle) 

  
✓ 

  

T6SSiv (plateforme 

d’assemblage) 

Composants de la plateforme d'assemblage 

additionnels 

      
✓ 

gp48, gp6, 

gp53, gp54 

T6SSiv 

(terminateur) 
Contrôle de la longueur du tube et de la gaine ? 

      
✓ gp15 

T6SSiv (protéine 

de mesure) 
Contrôle de la longueur du tube et de la gaine ? 

      
✓ gp29 

T6SSiv (Afp-like) Contrôle de la longueur du tube et de la gaine ?       ✓   
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2. Structure des T6SS 

a. Structure du T6SS canonique (T6SSi) 

Protéines structurales conservées  

Le T6SS est composé de 14 protéines structurales conservées qui s’assemblent en quatre 

structures distinctes (figure 13) : 

• Le complexe membranaire TssJLM permet l’ancrage du T6SS au niveau des membranes 

interne et externe. Il sert de station d’accueil à la plateforme d’assemblage et forme un 

canal permettant le passage de l’aiguille après contraction de la gaine. Il est composé 

des protéines de la membrane interne TssL et TssM, ainsi que de la lipoprotéine de la 

membrane externe TssJ (Rapisarda et al., 2019; Yin et al., 2019). Les protéines du 

complexe membranaire n’ont pas d’homologues chez les bactériophages et les eCIS 

(Taylor et al., 2018). En revanche, TssL et TssM sont homologues à deux sous-unités du 

système de sécrétion de type 4 (T4SSb), DotU et IcmF (Filloux et al., 2008).  

 

• La plateforme d’assemblage TssKFGE est connectée au complexe membranaire grâce à 

l’interaction entre TssK et les domaines cytoplasmiques des protéines TssL et TssM 

(Nazarov et al., 2018). Elle sert de plateforme à l’assemblage de la gaine contractile et 

est essentielle pour l’assemblage correct du tube interne Hcp (Haemolysine 

Coregulated Protein) (Brunet et al., 2015; Cherrak et al., 2018). 

 

• L’aiguille est composée du tube interne Hcp surmonté par le complexe de la pointe 

composé d’un trimère de protéines VgrG (Valine glycine repeat protein G) surplombé 

par un cône PAAR (Pro-Ala-Ala-aRginine) (Shneider et al., 2013). Le tube interne est 

composé d’hexamères de la protéine Hcp qui forment des anneaux qui s’empilent les 

uns sur les autres. La polymérisation du tube Hcp débute par le recrutement du premier 

anneau à la base d’un trimère de protéines VgrG préalablement positionné au niveau 

de la plateforme d’assemblage. C’est au niveau des composants de l’aiguille que se 

fixent les effecteurs du T6SS. 
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Figure 13. Représentation de la structure du T6SS canonique. Le T6SS est composé de 14 protéines structurales 

qui s’assemblent en quatre structures distinctes. Le complexe membranaire (TssJLM) ancre le système aux 

membranes interne et externe. Il est lié à la plateforme d’assemblage (TssKFGE) grâce à la protéine TssK. La 

plateforme permet l’assemblage de l’aiguille composée de la pointe VgrG-PAAR et du tube interne Hcp. Le tube 

interne fait partie du complexe de l’aiguille englobant également la gaine contractile. La polymérisation du tube 

interne et de la gaine contractile se fait en même temps et est coordonné par la protéine TssA. La polymérisation 

s’arrête lorsque la membrane interne opposée est atteinte. Lorsque la cellule productrice rentre en contact avec 

une cellule cible, la gaine contractile propulse l’aiguille qui va perforer la cellule cible et injecter ses composant et 

les effecteurs associés. La contraction de la gaine rend accessible un motif de reconnaissance pour ClpV, dont le 

rôle est de désassembler les composants de la gaine qui pourront ensuite être réutilisés pour former un nouveau 

T6SS. Le schéma est inspiré des travaux de Cherrak et al., (2018). 
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• La gaine contractile TssBC est composée des protéines TssB et TssC qui s’assemblent en 

dimères TssBC. Six dimères TssBC forment un anneau de la gaine qui enveloppe alors 

un anneau hexamèrique Hcp. La polymérisation de la gaine contractile débute au niveau 

de la plateforme d’assemblage, en même temps que la polymérisation du tube Hcp. 

L’insertion d’un anneau de la gaine suit immédiatement celle d’un anneau hexamèrique 

Hcp (Basler et al., 2012; Brunet et al., 2014; Kudryashev et al., 2015).  

 

L’assemblage du tube interne Hcp et de la gaine contractile est coordonné par la protéine TssA 

localisée à l’extrémité distale où les anneaux Hcp et TssBC sont incorporés (Vettiger et al., 2017; 

Zoued et al., 2016). La polymérisation du tube et de la gaine se déroule au niveau du cytoplasme 

et s’arrête lorsque l’extrémité distale atteint la membrane interne opposée (Santin et al., 

2019b). L’aiguille et la gaine contractile forment un complexe d’environ 1µm de long qui 

s’assemblage en 30-50 secondes (Basler et al., 2012; Brunet et al., 2013). Une fois l’aiguille et 

la gaine polymérisées, le T6SS se trouve en position armée.  

L’évènement de tir se déroule lorsque la gaine contractile se contracte et propulse l’aiguille au 

niveau des cellules cibles. Cette propulsion ne demande pas d’énergie. La contraction de la 

gaine se fait par force mécanique. En effet, les protéines TssBC subissent une réorganisation 

qui entraine alors une rotation des sous-unités de la gaine qui se contractent en direction de la 

plateforme d’assemblage. Cette rotation abolit le contact entre la gaine et le tube interne Hcp, 

permettant alors la propulsion de l’aiguille à travers le complexe membranaire. La contraction 

se fait en quelques millisecondes et génère une force considérable (44,000 kcal mol−1), ce qui 

permet à l’aiguille de perforer la cellule cible afin d’y délivrer ses composants et les effecteurs 

associés (Brackmann et al., 2018; Wang et al., 2017). Après la contraction, les composants de 

la gaine sont désassemblés par l’AAA+ ATPase ClpV (TssH) qui reconnait un motif sur TssB 

exposé seulement lorsque la gaine est contractée (Kube et al., 2014; Wang et al., 2017). Les 

protéines TssB et TssC désassemblées sont alors recyclées pour former de nouveaux T6SS 

(Kapitein et al., 2013).    

Chez Vibrio cholerae 2740-80 (T6SS i1) les cellules productrices peuvent également réutiliser 

les protéines Hcp qui leur sont injectées par leurs cellules clonales (Vettiger and Basler, 2016). 

La réutilisation des protéines de structure permet un assemblage plus efficace et un coût de 

production potentiellement moins important. 
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Le coût de production du T6SS  

A leur pic de production, chaque cellule bactérienne produit entre 102 et 104 copies de chaque 

protéine structurales (Lin et al., 2019). La production de T6SS est considérée comme coûteuse 

en énergie (Basler, 2015; Unni et al., 2022). Cette hypothèse est notamment utilisée dans les 

modèles mathématiques utilisés pour simuler les compétitions inter-bactériennes médiées par 

le T6SS (Lin et al., 2023; Smith et al., 2020b; Smith et al., 2020a). Toutefois, plusieurs travaux 

récents semblent réfuter cette hypothèse puisque l’expression et la production de T6SS 

n’engendre pas ou un très faible coût métabolique chez Vibrio fischeri (Septer et al., 2023), V. 

cholerae (Zhang et al., 2023), E. coli (Taillefer et al., 2023) ou Bacteroidetes fragilis (Robitaille 

et al., 2023). Chez cette dernière espèce, l’abondance des cellules possédant un T6SS diminue 

drastiquement au sein du microbiote intestinal adulte par rapport au microbiote intestinal 

infantile (Robitaille et al., 2023). Au lieu d’être la conséquence d’un coût énergétique, cette 

contre-sélection des T6SS pourrait être liée aux coûts de fitness qu’ils peuvent engendrer. En 

effet, leur production et leur utilisation peuvent parfois s’avérer désavantageuses dans certains 

environnements. Par exemple, dans certaines conditions de stress, comme la présence de sels 

biliaires, les T6SS agissent comme des canaux transmembranaires permettant l’entrée de 

molécules toxiques dans les cellules bactériennes, ce qui conduit à une diminution de la 

population des souches productrices (Gupta et al., 2021).   
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Protéines accessoires  

Les protéines accessoires (TagA-Z) sont spécifiques à chaque groupe de T6SSi et sont 

conservées au sein de chacun de ces groupes. Toutes n’ont pas de fonction décrite mais pour 

certaines, leur rôle dans l’assemblage, la régulation ou l’interaction avec les cellules cibles a été 

démontré.  

 

Assemblage  

Dans la plupart des T6SS, la protéine TssL (complexe membranaire) contient un domaine de 

liaison au peptidoglycane (i.e. TssL spécialisée). Dans d’autre T6SS, le domaine de liaison au 

peptidoglycane est porté par des protéines accessoires comme TagL, TagP, TagN ou encore 

TagW (Aschtgen et al., 2010; Aschtgen et al., 2010; Nguyen et al., 2021; Santin et al., 2019a). 

La protéine TagL présente au niveau du T6SS i4b de E. coli S17-2 est la seule à avoir été validée 

expérimentalement pour son rôle de liaison au peptidoglycane. En son absence, le T6SS n’est 

pas assemblé (Santin et al., 2019a).  

Toujours en lien avec le complexe membranaire, une lipoprotéine de la membrane externe, 

TagV, a récemment été décrite chez Serratia marcescens db11 (T6SS i3) comme jouant un rôle 

dans la stabilisation du T6SS au niveau du peptidoglycane en l’absence de la protéine 

structurale TssJ (Reglinski et al., 2023).  

Chez les T6SS du groupe i4b, la protéine TagX, une L,D-endopeptidase de la membrane interne 

est prédite comme réalisant une étape essentielle de dégradation du peptidoglycane 

permettant l’assemblage du complexe membranaire (Kandolo et al., 2023; Weber et al., 2016).  

Les protéines accessoires TagA (TsmA) et TagB/J (TsmB) stabilisent la protéine TssA lors de 

l’assemblage des T6SS (Bernal et al., 2021). Il existe deux formes de TssA, une courte (TssAS) et 

une longue (TssAL). TssAL interagit avec TagA et TssAS interagit avec TagB. Les bactéries 

possédant le mécanisme de stabilisation TssAL-TagA (T6SS i1, i2) maintiennent leur T6SS en 

position armée pendant plusieurs minutes, tandis que celles qui possèdent le mécanisme de 

stabilisation TssAS-TagB/J (T6SS i3, i4b et i5) subissent une contraction immédiate de la gaine 

contractile (Bernal et al., 2021). 
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Figure 14. Implication des protéines accessoires (Tag) dans la régulation post-traductionnelle du T6SS. Chez P. 

aeruginosa, S. marcescens et A. tumefaciens, certaines protéines accessoires sont impliquées dans la voie de 

phosphorylation des thréonines (TPP). Dans cette voie, la kinase membranaire TagE (PpkA) initie la cascade de 

phosphorylation par la dimérisation et l’autophosphorylation de son résidu sérine conservé, puis par la 

phosphorylation d’un résidu thréonine d’une protéine cytoplasmique cible qui va entrainer l’assemblage du T6SS.  

L’activation de la voie TPP chez P. aeruginosa fait intervenir le complexe de détection périplasmique TagQRST en 

réponse à des dommages membranaires. Ce système comprend la protéine de la membrane externe TagQ et le 

régulateur périplasmique TagR. L’association de TagQ et TagR entraine la phosphorylation d’un transporteur de 

type ABC (TagTS) qui active alors PpkA (TagE). Chez S. marcescens, la voie TPP est activée par un signal inconnu 

détecté par la protéine périplasmique RtsK qui active alors PpkA (TagE). Chez ces deux espèces, l’activation de 

PpkA (TagE) entraine la phosphorylation de Fha (TagH) qui induit l’assemblage du T6SS. La déphosphorylation de 

Fha (TagH) par PppA (TagG) inhibe l’assemblage du T6SS. Chez A. tumefaciens, PpkA (TagE) phosphoryle TssL, ce 

qui est fondamental pour la formation du complexe TssML. L’interaction entre Fha (TagH) et TssL phosphorylée 

est nécessaire à l’assemblage du T6SS.  La régulation post-traductionnelle fait aussi intervenir la protéine TagF qui 

régule négativement l’assemblage du T6SS. Chez P. aeruginosa, TagF séquestre Fha (TagH) pour empêcher 

l’assemblage du T6SS. Chez S. marcescens, TagF empêcherait la formation du complexe membranaire en 

s’associant avec TssM. Chez A. tumefaciens, c’est la protéine chimérique TagF-PppA qui inhibe l’assemblage du 

T6SS en se fixant à Fha (TagH). D’après Hespanhol et al., 2023; Lin et al., 2023; Ostrowski et al., 2018. 
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Régulation post-traductionnelle  

Certaines protéines accessoires peuvent être impliquées dans la régulation post-

traductionnelle du T6SS. C’est le cas par exemple des protéines TagEGH impliquées dans la voie 

de phosphorylation des thréonines (TPP) chez plusieurs organismes (Basler et al., 2013; Lin et 

al., 2018; Mougous et al., 2007). Les TPP sont activées par des signaux extérieurs. Lorsque les 

signaux sont détectés, ces derniers activent la protéine kinase PpkA (TagE). Une fois activée, 

PpkA phosphoryle Fha (TagH), ce qui active l’assemblage du T6SS. Ce système fait également 

intervenir la phosphatase PppA (TagG) qui déphosphoryle Fha, réprimant ainsi l’assemblage du 

T6SS. Ce système est notamment retrouvé chez P. aeruginosa, A. tumefaciens et S. marcesens 

(Figure 14 ; Lin et al., 2014; Lin et al., 2018). La régulation post-traductionnelle peut également 

faire intervenir la protéine TagF. Chez P. aeruginosa, TagF séquestre Fha pour empêcher 

l’activation de l’assemblage du T6SS tandis que chez A. tumefaciens, TagF est fusionnée à PppA 

et les deux domaines bloquent l’assemblage du T6SS de manière indépendante (Lin et al., 

2018). Chez S. marcescens, TagF empêcherait la formation du complexe membranaire en 

interagissant avec TssM (Ostrowski et al., 2018).  

L’activation de la voie TPP chez P. aeruginosa fait intervenir le complexe de détection 

périplasmique TagQRST en réponse à des attaques extérieures (Basler et al., 2013; Casabona 

et al., 2013). Ce système comprend la protéine de la membrane externe TagQ et le régulateur 

périplasmique TagR. L’association de TagQ et TagR entraine la phosphorylation d’un 

transporteur de type ABC (TagTS) qui active alors Ppka (TagE) (Basler et al., 2013; Casabona et 

al., 2013). Chez S. marcescens, la protéine RtkS active la voie des PTT mais le signal activant 

RtkS n’a encore pas été identifié (Ostrowski et al., 2018). 
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Figure 15. Modèle d'assemblage du 

T6SS dépendant du contact. (A) Chez 

Acinetobacter et B. thailandensis, les 

cellules en contact étroit avec d'autres 

cellules peuvent initier la formation 

d'un complexe membranaire suivi de 

l'assemblage de quelques anneaux de 

la gaine au site de contact (i.e. foci). 

Plusieurs complexes membranaires 

peuvent se former sur le même site de 

contact, ce qui peut entraîner 

plusieurs assemblages de gaines 

simultanément. (B) Les cellules 

détectent le contact avec des cellules 

proximales par le biais d'une cascade 

dépendante de la présence de TslA et 

OmpA. L'interaction possible de TslA avec TssM déclenche l'assemblage du complexe membranaire et de la 

plateforme d’assemblage, suivi de la formation de quelques anneaux de la gaine. TssA est positionnée à l’extrémité 

distale de la gaine contractile pour une polymérisation ultérieure faisant suite à un signal encore inconnu. Le tube 

Hcp et la pointe VgrG associés à des effecteurs sont propulsés hors de la cellule lors de la contraction de la gaine. 

L'ATPase ClpV désassemble ensuite la gaine contractée. 

 

 

Figure 6. Modèles prédictifs de la 

coordination de TasL et du T6SS 

chez Vibrio fisheri ES401 dans la 

sélection des proies en milieu 

hydrogel. Les cellules inhibitrices 

codant un T6SS fonctionnel 

(magenta, T6+) expriment TasL 

(points noirs) et des seringues de 

T6SS (vert), tous deux nécessaires 

pour établir un contact avec les 

cellules proies (jaune et cyan) et 

les éliminer, tandis que les 

cellules non-proies (bleu foncé) 

sont exclues des agrégats et ne sont pas tuées. (a à d) Chronologie de l'activité du T6SS et de l'agrégation médiée 

par TasL. (a) Les cellules en culture liquide ou en eau de mer sont physiquement dispersées, et le T6SS/TasL est 

inactif. (b) Lorsque les cellules passent dans un hydrogel ou s’associent à l'hôte, les conditions de forte viscosité 

favorisent l'expression du T6SS et de TasL ainsi que l'assemblage de la gaine. (c et d) Les cellules forment ensuite 

des agrégats médiés par TasL, fournissant le contact cellulaire nécessaire pour l'élimination des proies. La 

formation d’agrégats est cible spécifique ce qui sous-entend une implication de TasL dans la reconnaissance des 

cellules cibles. (e et f) Localisation potentielle de TasL sur les cellules inhibitrices. (e) Distribution aléatoire de TasL 

à la surface des cellules inhibitrices ; (f) Colocalisation de TasL avec les structures du T6SS. D’après Speare et al., 

(2022). 
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Régulation spatio-temporelle 

La protéine TslA du T6SS i4b et la porine OmpA sont impliquées dans la localisation du T6SS au 

point de contact entre les cellules chez A. baylyi, A. baumanii et B. thailandensis (Li et al., 2019; 

Lin et al., 2022; Lin et al., 2023). À l'aide de techniques de microscopie, Lin et al. (2023) ont 

observé la formation de foci de la gaine à la périphérie des bactéries. La formation de foci 

nécessite la présence du complexe membranaire et de la plateforme d’assemblage. Leur 

formation précède la polymérisation et la contraction de la gaine contractile (Lin et al., 2023). 

Les auteurs ont observé que 50% des gaines contractiles assemblées l’étaient à partir des foci 

localisés au point de contact entre les cellules. La formation de ces foci au point de contact 

dépend de la présence de la protéine TslA (localisée à la périphérie des cellules) et est 

fortement réduite en l'absence de la porine OmpA. Un nouveau modèle de régulation de 

l'assemblage du T6SS est alors proposé (Figure 15) : la protéine OmpA, en reconnaissant un 

contact cellulaire, activerait la protéine TslA. Cette dernière recruterait ensuite le complexe 

membranaire pour l'assemblage d'un T6SS. Étonnamment, la formation des foci au point de 

contact ne conduit pas toujours à la polymérisation de la gaine contractile, ce qui impliquerait 

une étape de régulation supplémentaire. Ce système de reconnaissance et d’assemblage au 

point de contact semble conservé au niveau du groupe i4b, auquel appartient le T6SS de S. 

rhizophila. Des homologues de TslA sont identifiés dans 80 % (n= 281) des T6SS du groupe i4b 

que les auteurs ont analysé (Lin et al., 2023). 

 

Reconnaissance des cellules cibles  

La lipoprotéine putative TasL associée au T6SS i1 de V.  fischeri ES401 est impliquée dans la 

reconnaissance des cellules cibles (Speare et al., 2022). TasL favorise la formation d’agrégats 

avec les cellules cibles afin de promouvoir le contact nécessaire au fonctionnement du T6SS. La 

formation d’agrégat n’intervient toutefois pas avec toutes les espèces cibles, suggérant un rôle 

de TasL dans la reconnaissance de cibles spécifiques (Figure 16 ; Speare et al., 2022). La 

structure prédite de TasL suggère qu’elle serait fixée à la membrane externe grâce à sa partie 

N-terminale, tandis que sa partie C-terminale serait située à l'extérieur de la cellule, ce qui lui 

permettrait d'adhérer aux cellules cibles (Speare et al., 2022). La présence de lipoprotéines 

putatives est détectée chez d’autre espèces bactériennes comme X. citri pv. citri, Dyella 

thiooxydans et Myxococcus xanthus (Chang et al., 2017; Speare et al., 2022). 
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b. Structure des T6SS non canoniques (T6SSii-iv) 

Sous-type ii : T6SSii 

Le sous-type ii a été mis en évidence chez le genre Francisella (Bröms et al., 2010; Clemens et 

al., 2015). Ces T6SS ont une structure similaire aux T6SS canoniques et sont composés d’un 

complexe membranaire, d’une plateforme d’assemblage (à noter que les composants ne sont 

pas encore tous identifiés), une aiguille et une gaine contractile. Bien que l’architecture soit 

similaire, les composants structuraux partagent très peu d’homologie avec les composants des 

T6SS canoniques à l’exception des protéines Hcp. Des effecteurs potentiels associés au T6SSii 

de Francisella tularensis ont été identifiés et la plupart seraient spécifiques de ce genre 

bactérien (Eshraghi et al., 2016).  

 

Sous-type iii : T6SSiii 

Les T6SSiii sont exclusifs au phylum des Bacteroidetes (Russell et al., 2014). Ils partagent les 

mêmes composants structuraux que les T6SS canoniques mis à part l’absence du complexe 

membranaire TssJLM et de la protéine TssA. Chez les T6SSiii, le complexe membranaire est 

composé de cinq protéines TssNQOPR (Bongiovanni et al., 2024). Des analyses de génomique 

comparative ont révélé trois architectures génétiques distinctes des T6SS chez les 

Bacteroidales : GA1, GA2 et GA3-T6SS (Coyne et al., 2016). Contrairement aux T6SSi qui codent 

généralement un seul gène hcp, les T6SS des Bacteroidetes codent pour de multiples hcp avec 

2 hcp pour le GA1-T6SS, 6 hcp pour le GA2-T6SS et 5 hcp pour le GA3-T6SS (Coyne et al., 2016). 

Les GA1-T6SS et GA2-T6SS sont codés au niveau d’éléments intégratifs et conjugatifs (ICE), 

permettant leurs transfert et leur dispersion aux sein des espèces de Bacteroidetes (Coyne et 

al., 2014; Coyne et al., 2016). Alors que les composants structuraux divergent des T6SS 

canoniques, les effecteurs identifiés à ce jour possèdent des homologies de séquence avec 

d’autres effecteurs du T6SSi. Par exemple, des homologues à Tfe1, un effecteur impliqué dans 

la compétition inter-bactérienne chez Flavobacterium johnsoniae, ont été identifiés chez 

Acinetobacter et E. coli (Russell et al., 2014).  
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Sous-type iv : T6SSiv 

Ce sous-type a été mis en évidence chez le symbionte obligatoire d’amibes, Amoebophilus 

asiaticus qui utilise son T6SS pour infecter son hôte (Böck et al., 2017). Similairement aux T6SSi, 

les T6SSiv sont composés de quatre structures distinctes : un système d’ancrage à la membrane 

interne (dépourvu du complexe membranaire TssJLM permettant l’ancrage à la membrane 

externe), une aiguille et une gaine contractile. Ces composants structuraux partagent peu, voire 

aucune homologie avec les composants des T6SS canoniques et pourraient avoir émergé de 

phages de manière indépendante des autres T6SS (Denise et al., 2020). Par des approches de 

cryotomographie électronique, Böck et al. (2017) ont observé que les T6SS au sein des bactéries 

étaient organisés en paquets, allant de 2 à 34 T6SS, avec une moyenne de 8 T6SS par paquet. 

Les chercheurs ont noté que 85% des cellules bactériennes contenaient en général 1 à 2 

paquets et que la contraction des T6SS formant ces paquets n’était pas coordonnée (Böck et 

al., 2017). 
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3. Distribution des T6SS 

a. Distribution  

Les T6SS sont détectés dans 12 phyla bactériens sur 74 phyla décrits à ce jour (Figure 17 ; Hug 

et al., 2016). Le T6SSi est le plus largement distribué au sein des bactéries Gram-négatives (Abby 

et al., 2016; Zhang et al., 2023). Le T6SSii n’est détecté qu’au niveau des Gammaprotéobactéries 

et plus spécifiquement chez le genre Francisella (Russell et al., 2014). Le T6SSiii est détecté 

seulement au niveau des Bactéroidètes (García-Bayona et al., 2021). Finalement, des 

homologues aux protéines structurales du T6SSiv ont été détectés dans 6 phyla bactériens 

distincts (Böck et al., 2017).  

 

 

Figure 17. Présence et absence des sous-types de T6SS à travers les différents phyla bactériens (Unni et al., 2022). 

 

Les T6SS sont très largement distribués au sein des bactéries Gram-négatives avec plus de 

17000 clusters distribués dans plus de 7700 séquences génomiques (SecReT6 v3, Zhang et al., 

2023). Dans une étude menée par Abby et al. (2016), une recherche des gènes codant les 

protéines structurales des T6SS a été réalisée sur 1 528 génomes complets de bactéries Gram-

négatives. Au total, 652 T6SSi ont été détectés dans 409 génomes bactériens. Les bactéries 

peuvent en effet posséder plusieurs T6SS. Certaines souches de l'espèce Burkholderia 

pseudomallei possèdent par exemple jusqu'à six T6SSi. La grande majorité des T6SS (91 %) sont 

organisés en un seul cluster. Dans 35 % des cas, des clusters composés des gènes vgrG, paar et 
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hcp sont détectés à distance du cluster principal qui intègre les autres gènes de structure. Ils 

sont alors qualifiés de hcp, vgrG ou paar orphelins. Il est intéressant de noter que certains 

génomes dépourvus de T6SS possèdent des clusters hcp, vgrG ou paar orphelins (Abby et al., 

2016).  

Concernant le sous-type ii, 30 T6SSii ont été détectés dans 18 génomes de Francisella, et tous 

les génomes de Francisella analysés codent au moins un T6SSii qui semble donc conservé au 

sein de ce genre bactérien. Pour le sous-type T6SSiii, 18 génomes de Bactéroidètes sur 97 en 

possèdent un, avec un total de 20 T6SSiii détectés (Abby et al., 2016).  

 

b. T6SS plasmidiques  

Si la vaste majorité des T6SS sont localisés sur les chromosomes bactériens, certains T6SS 

peuvent se trouver sur les plasmides. Les gènes codant pour les protéines structurales du T6SSi 

ont été détectés dans 330 plasmides (sur 30660 replicons analysés), dont 120 sont de nature 

conjugative ou mobilisable (Morgado and Vicente, 2022). Parmi ces plasmides, 328 sur 330 

proviennent de Protéobactéries, tandis que les deux autres appartiennent à une Acidobactérie 

et une Gemmatimonadètes. Parmi les bactéries portant un T6SS plasmidique, 69% ont été 

isolées de l'environnement (sols, racines, graines, plantes, eau et sources alimentaires). De plus, 

78 % de bactéries possédant un T6SS plasmidique ne possèdent pas de T6SS chromosomique. 

L'ensemble des T6SS détectés sur les plasmides appartiennent au sous-type i. Certaines 

espèces bactériennes peuvent héberger des plasmides contenant des T6SSi de plusieurs 

groupes, comme Rhizobium (i1, i3 et i5), Rahnella (i1, i2 et i4b), Paraburkholderia (i2, i3, i4a et 

i4b) et Azospirillum (i1, i4a et i5). Les plasmides des Campylobacteraceae sont, quant à eux, 

exclusivement associés à des T6SS du groupe i1. L'analyse phylogénétique des T6SS associés 

aux plasmides a également révélé la présence d'un sous-groupe i3 qui semble être spécifique 

aux T6SS plasmidiques (Morgado and Vicente, 2022). 
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Figure 18. Distribution des T6SS chez les bactéries associées aux plantes. Les bactéries sont réparties en α-, β- et 

γ-protéobactéries. Les groupes T6SS sont représentés par des couleurs différentes en fonction de leurs groupes 

phylogénétiques : groupe 1 (vert), groupe 2 (rouge), groupe 3 (orange), groupe 4 (bleu) et groupe 5 (violet). Les 

groupes phylogénétiques ont été attribués à partir d’un arbre construit avec la méthode de maximum de 

vraisemblance (1000 boostraps) obtenu d’après les séquences protéiques des gènes tssB. D’après Bernal et al., 

(2018). 
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c. T6SS chez les bactéries associées aux plantes  

Les T6SS sont très largement distribués au sein des Pseudomonadota associées aux plantes 

(Bernal et al., 2018). En effet, 73% des génomes analysés (104 sur 143) contiennent au moins 

un T6SS (Figure 18) Au total, 170 clusters T6SS sont détectés dans 104 génomes avec 7% des 

génomes contenant plus de deux T6SS. Certaines souches bactériennes peuvent posséder 

jusqu’à 5 T6SS (i.g. B. thailendensis E364). Dans la majorité des cas, lorsqu’une bactérie possède 

plusieurs T6SS, ceux-ci appartiennent à des groupes phylogénétiques différents. Le groupe i1.1 

est spécifique au genre Pseudomonas. Le groupe i1.2 est subdivisé en deux branches : les T6SS 

appartenant aux Pseudomonas (i1.2a) et ceux appartenant aux Dickeya et Pectobacterium 

(i1.2b). De la même manière, le groupe i4b comprend deux branches : une spécifique aux 

Pseudomonas (i4b1) et une autre regroupant les T6SS des genres Azoarcus, Xanthomonas, 

Ralstonia et Burkholderia (i4b2). Les T6SS du groupe i2 sont détectés dans divers genres 

incluant les Pseudomonas, Erwinia, Serratia et Pantoea. Le groupe i3 est détecté dans 

pratiquement tous les genres bactériens analysés et est donc le plus largement distribué 

contrairement au groupe i5 qui est spécifique au genre Rhizobium (Bernal et al., 2018).  
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Figure 19. Modes de couplage des effecteurs aux composants structuraux du T6SS (d’après Allsopp et Bernal, 

2023). Modèle représentant la variabilité rencontrée lors de l’assemblage des composants de l’aiguilles, c’est-à-

dire la pointe composée du cône PAAR et du trimère VgrG et le tube interne Hcp. Lors de la formation de l’aiguille, 

une seule protéine PAAR (fond bleu) est chargée par trimère de VgrG (fond rouge) puis les anneaux hexamèriques 

Hcp (fond vert) sont ajoutés. Les flèches grises représentent les liaisons et les chargements étape par étape et ne 

sont pas des chemins restrictifs. Deux classes principales d’effecteurs sont représentées : les effecteurs spécialisés 

correspondant à des domaines toxiques de Hcp, VgrG ou PAAR et les effecteurs cargo qui interagissent de manière 

non-covalente avec les composants de l’aiguille soit directement, soit indirectement avec l’aide d’adaptateurs. Les 

flèches roses représentent les chaperonnes/adaptateurs (Eag/Tec/Tap) nécessaires au chargement des effecteurs 

cargo (les adapteurs ne sont pas sécrétés avec les effecteurs).   
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4. Effecteurs du T6SS 

a. Chargement des effecteurs  

Les effecteurs du T6SS sont associés aux composants de l’aiguille (Hcp, VgrG et PAAR) afin 

d’être relargués dans les cellules cibles à la suite de l’évènement de tir. Il existe deux grandes 

classes d’effecteurs : les effecteurs spécialisés qui sont des protéines Hcp, VgrG et PAAR 

contenant des domaines toxiques additionnels et les effecteurs cargo qui sont des protéines 

indépendantes liées aux composants de l’aiguille de manière directe ou indirecte grâce à des 

adapteurs (Tap) ou protéines chaperonnes (Tec) (Figure 19). Les gènes codants les effecteurs 

sont organisés en opéron avec les gènes codant leurs véhicule (hcp, vgrG ou paar), leur 

adaptateurs (s’il y en a) et leur protéine d’immunité associée dans le cas des toxines 

antibactériennes (i.g. voir Figure 21). Ces opérons peuvent être localisés au sein des clusters 

T6SS contenant les gènes de structure mais peuvent également être dispersés dans les 

génomes en tant que clusters hcp, vgrG ou paar orphelins.  

Contrairement aux effecteurs associés aux protéines VgrG et PAAR, les effecteurs associés à 

Hcp ont un faible poids moléculaire (<20 kDa). En effet, le tube Hcp est entouré par la gaine 

contractile. Les effecteurs qui lui sont associés se trouvent donc à l’intérieur du tube dont le 

diamètre est d’environ 40Å et sont donc limités en taille (Hernandez et al., 2020; Ma et al., 

2017a).  

Comme mentionné dans la partie III.2.a, la pointe de l’aiguille est composée d’un trimère de 

protéines VgrG. Le trimère VgrG peut être assemblé à partir de différents VgrG (VgrG 

structuraux, VgrG spécialisés et/ou VgrG associés à des effecteurs cargo). Ainsi, de multiples 

combinaisons d’assemblage sont possibles (Figure 19).  
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Figure 20. Les classes d’effecteurs T6SS et leurs cibles moléculaires. Onze classes d’effecteurs associés aux T6SS 

ont été identifiées. Ces effecteurs peuvent agir au niveau de cibles périplasmiques, cytoplasmiques ou au niveau 

de l’environnement. Le schéma illustre l’activité des effecteurs au niveau de cibles cellulaires. Les effecteurs 

agissant au niveau du milieu extérieur ne sont pas illustrés. D’après Jurėnas and Journet, 2021; Zhang et al., 2023.   
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b. Description des effecteurs et de leurs cibles 

 

Les classes d’effecteur et leurs cibles moléculaires 

Plusieurs classes d'effecteurs ont été identifiées expérimentalement et se distinguent par leur 

cible et leur mode d'action (figure 20 ; Jurėnas and Journet, 2021) :  

Certains effecteurs agissent au niveau du périplasme et ciblent les composants des membranes 

lipidiques ou ceux du peptidoglycane. Ainsi, les lipases Tle dégradent les phospholipides 

membranaires, les peptidases Tpe hydrolysent l’ancrage lipidique des lipoprotéines de la 

membrane externe et les effecteurs Tme forment des pores dans la membrane interne 

entraînant alors une dépolarisation. Les amidase hydrolases Tae et les glycoside hydrolases Tge 

dégradent quant à elles le peptidoglycane.  

D’autres effecteurs ciblent des composants présents au niveau du cytoplasme des cellules 

cibles. Ils peuvent alors avoir une activité contre les acides nucléiques comme les Tde (DNase 

et RNase) qui catalysent l’hydrolyse des acides nucléiques ou les Ddda qui désaminent les 

cytosines en uracile au niveau de l’ADN double brin. D’autres effecteurs agissent au niveau de 

la machinerie cellulaire. C’est le cas des NADases Tne qui entraînent des bactériostases suite à 

l’épuisement des réserves cellulaires en NAD(P)+ ou encore des ADP-ribosyltransférase Tre qui 

inhibent la division cellulaire en modifiant le cytosquelette grâce à l’addition d’ADP-ribose.  

Certains effecteurs ne ciblent pas directement d'autres cellules, mais sont sécrétés dans 

l'environnement. Ils peuvent alors jouer un rôle dans l'acquisition de ressources nutritives en 

se liant à des vésicules membranaires, comme c'est le cas de TeoL chez Capriavidus necator (Li 

et al., 2022) ou agir comme des chélateurs d'ions métalliques (Tie). 

 

Le cas des PAAR spécialisés  

Certains PAAR spécialisés font partie de la classe des effecteurs Rhs (Rearrangement hot spot) 

(Figure 21). Ces effecteurs Rhs sont composés d’un domaine PAAR en N-ter, d’un domaine Rhs 

et d’un domaine toxique en C-ter (PAAR-Rhs-CT). Ils sont très largement distribués au sein des 

bactéries Gram-négatives avec plus de 2500 PAAR-Rhs-CT détectés dans pas moins de 140 

espèces bactériennes différentes (Ma et al., 2017b). Les PAAR-Rhs-CT présentent une diversité 

de domaines toxiques en C-ter considérable qui peuvent être classés en huit catégories : 
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DNase, RNase, désaminase, endonucléase, peptidase, formation de pores, modification de 

protéines et fonction inconnue (Ma et al., 2017b).  

 

Figure 21. Diversité des PAAR-Rhs-CT chez l’espèce E. coli. Les effecteurs (Rhs-CT) du T6SS sont organisés en 

opéron avec leur véhicule (VgrG ou domaine PAAR), leur adapteurs (EagR) et leur protéine d’immunité (CTI). Les 

effecteurs PAAR-Rhs-CT sont composés d’un domaine PAAR en N-ter, d’un domaine Rhs et d’un domaine toxique 

en C-ter. Une grande diversité de domaines toxiques sont détectés au niveau des PAAR-Rhs-CT des E. coli : 

métallopeptidase, DNase, RNase, Désaminase et formation de pores. D’après Ma et al., (2017b). 

 

c. Effecteurs anti-procaryotes  

Il est difficile d’être exhaustif sur les effecteurs anti-procaryotes décrits dans la littérature. En 

effet, ces derniers sont très nombreux et ont des activités très diverses. Certains effecteurs 

montrent toutefois des activités particulières qui nécessitent d’être introduites afin de mieux 

comprendre les différents rôles que peuvent avoir les effecteurs associés au T6SS.   

Certains effecteurs du T6SS peuvent avoir une activité antibactérienne sans nécessiter leur 

translocation dans les cellules cibles (Song et al., 2021). C’est le cas par exemple de Tce1, une 

DNase dépendante du Ca2+ et Mg2+ sécrétée par le T6SS de Yersinia pseudotuberculosis. Cet 

effecteur montre des activités antibactériennes lorsqu’il est sécrété dans le milieu extérieur. 

En effet, Tce1 a la particularité de pouvoir entrer dans le cytosol des cellules cibles en 

interagissant avec les récepteurs des vésicules de la membrane externe, ButB et OmpF (Song 

et al., 2021). Le T6SS de Y. pseudotuberculosis peut également transloquer Tce1 dans les 

cellules cibles de manière dépendante du contact et indépendante de ces récepteurs. Cette 
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dualité dans les mécanismes de translocation confère au T6SS de Y. pseudotuberculosis une 

efficacité non seulement sur des surfaces solides et des biofilms, mais aussi dans des milieux 

liquides (Song et al., 2021). Il convient de noter cependant que l'internalisation par les cellules 

cibles n'est pas universelle, puisque Tce1 peut entrer dans le cytosol d'Escherichia coli et 

Salmonella Typhimurium, mais pas dans celui de Salmonella enteritidis, Acinetobacter 

baumannii, ou Corynebacterium glutamicum (Song et al., 2021). 

 

Effecteurs ciblant les bactéries Gram-positives 

Les bactéries Gram-positives sont des monodermes dont l’enveloppe est composée d’une 

couche épaisse de peptidoglycane (PDG). Cette couche de PDG était décrite comme 

imperméable aux T6SS. Toutefois le T6SS de P. chlororaphis est capable d’induire la sporulation 

chez Bacillus subtilis, un mécanisme de défense employé par la bactérie en condition de survie 

(Molina-Santiago et al., 2019). Une peptidoglycane hydrolase de la famille des muramidases 

(Tse1) a récemment été identifiée comme responsable de l’activation de la sporulation de B. 

subtilis qui répond à l’hydrolyse de son PDG par Tse1 en activant ce mécanisme de défense 

(Pérez-Lorente et al., 2023). Acinetobacter baumanii sécrète également un effecteur (Tse4) qui 

est toxique envers diverses espèces Gram-positives telles que Bacillus subtilis, Listeria 

monocytogenes, et Staphylococcus aureus (Le et al., 2021). Cette toxicité est due à ses activités 

lytiques transglycosylase et endopeptidase qui dégradent le PDG des bactéries monodermes 

(Le et al., 2021). Des orthologues de Tse4 ont été détectés chez des espèces appartenant au 

genre Acinetobacter, Klebsiella, Yersinia, et Enterobacter (Le et al., 2021). Les bactéries Gram-

positives sont donc perméables aux T6SS et peuvent être sensibles à des effecteurs ciblant le 

PDG. Bacillus subtilis est aussi sensible à un effecteur PAAR-Rhs-CT de type DNase injecté par 

le T6SS d’A. citrulli (Pei et al., 2022), démontrant la sensiblité des bactéries Gram-positives à 

des effecteurs ciblant des composants cytoplasmiques. 

 

d. Effecteurs anti-eucaryotes 

Les effecteurs anti-eucaryotes ciblent des cellules fongiques ou animales (Monjarás Feria and 

Valvano, 2020; Trunk et al., 2019). Ils peuvent jouer un rôle crucial dans la pathogénicité des 

bactéries en perturbant les processus cellulaires des cellules hôtes ou être impliqués dans les 
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compétitions intermicrobiennes. Il est à noter qu'à ce jour, aucun effecteur du T6SS n'a été 

décrit comme ciblant les cellules végétales. 

 

Effecteurs antifongiques  

L’activité antifongique de certaines effecteurs associés aux T6SS a été mis en évidence pour la 

première fois en 2018 par Trunk et al. qui ont identifié deux effecteurs, Tfe1 et Tfe2, aux 

propriétés antifongiques chez Serratia marcescens (Trunk et al., 2018). Alors que Tfe1 provoque 

une perte du potentiel membranaire, Tfe2 perturbe la capacité des cellules fongiques à 

absorber les nutriments et altère le métabolisme des acides aminés. En conséquence, Tfe2 

induit la réponse cellulaire d’autophagie, un processus par lequel les cellules dégradent et 

recyclent leurs propres composants pour maintenir leur survie en cas de stress ou de carence 

en nutriments (Trunk et al., 2018). Des homologues à ces deux effecteurs sont détectés chez 

d’autres protéobactéries de l’ordre des Enterobacterales, Burkholderiales, Pseudomonadales 

et Vibrionales (Trunk et al., 2019). Récemment, une DNAse aux propriétés antifongiques, TafE, 

a été décrite chez Acinetobacter baumannii 17978 (Luo et al., 2023). TafE peut également 

dégrader l’ADN bactérien car son expression ectopique chez E. coli est toxique pour la cellule. 

Il peut donc être considéré comme un effecteur interrègne. En revanche, au niveau des cellules 

eucaryotes, TafE n’est pas internalisé au niveau du noyau des cellules de mammifère. Il semble 

donc avoir évolué pour cibler spécifiquement les cellules fongiques (Luo et al., 2023).  

 

Effecteurs anti-animal  

De nombreux effecteurs sont décrits comme ciblant des cellules animales (Monjarás Feria and 

Valvano, 2020). Par exemple, Burkholderia cenocepacia est un agent pathogène opportuniste 

qui provoque des infections pulmonaires chroniques graves chez les patients atteints de 

mucoviscidose. Alors que B. cenocepacia possède un cluster T6SS au niveau de son 

chromosome 1, cette bactérie possède également un effecteur orphelin au niveau de son 

chromosome 2, qui impliqué dans l’altération de la physiologie des macrophages (Aubert et al., 

2016). Cet effecteur, TecA, est une désaminase entraînant l’inactivation des GTPases et par 

conséquent la perturbation du cytosquelette d’actine des cellules de l’hôte (Aubert et al., 

2016).  
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e. Effecteurs interrègne  

Les premiers effecteurs décrits comme ayant une activité anti-procaryote et comme pouvant 

cibler directement les cellules eucaryotes sont des phospholipase D (PldA/PldB) associées aux 

H2(i1)/3(i4b)-T6SS de P. aeruginosa (Jiang et al., 2014). Ces phospholipases ont une activité 

antibactérienne (Jiang et al., 2014; Russell et al., 2013) mais peuvent également activer une 

voie de signalisation entraînant le réarrangement du cytosquelette d’actine des cellules hôtes 

et par conséquent l’internalisation des bactéries (Jiang et al., 2014). Cette internalisation fait 

également intervenir VgrG2b, sécrété par le H2-T6SS (i1) de P. aeruginosa (Sana et al., 2015). 

VgrG2b est un VgrG spécialisé orphelin conservé au sein de l’espèce P. aeruginosa. Il contient 

un domaine d’interaction avec les complexes de tubuline alpha, bêta et gamma et participe à 

l’internalisation des bactéries dans les cellules hôtes (Sana et al., 2015). En plus de son activité 

anti-eucaryote, VgrG2b peut également être toxique envers les cellules bactériennes (Berni et 

al., 2019).  

Chez Vibrio cholerae, le T6SS est associé aux effecteurs TseL (Tle) et VasX (Tme) aux propriétés 

antibactériennes (Dong et al., 2013). Ces deux effecteurs, ainsi que VgrG1 (contenant un 

domaine de réticulation de l’actine) sont nécessaires à la virulence de V. cholerae envers 

l’amibe Dictyostelium discoideum et ont aussi une activité nématicide (Dong et al., 2013; 

Pukatzki et al., 2006).  

Klebsiella pneumoniae possèdent un VgrG-4 ayant une activité antimicrobienne envers diverses 

espèces bactériennes (K. pneumoniae ATCC43816, A. baumanii ATCC17978 et B. cenocepacia 

K56-2) et fongiques (Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae). Cette activité est due au 

domaine DUF2345 de VgrG-4 qui entraine la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

et par conséquent un stress oxydatif chez les bactéries (Storey et al., 2020). VgrG-4 perturbe 

les cellules eucaryotes en ciblant les mitochondries (Sá-Pessoa et al., 2023). Il provoque le 

transfert de calcium (Ca2+) du réticulum endoplasmique vers les mitochondries, ce qui active 

une protéine entraînant la fragmentation des mitochondries. L’augmentation de la 

concentration de Ca2+ active également un récepteur immunitaire appelé NLRX1, qui produit 

des ROS mitochondriaux. Cette production de ROS limite alors la réponse inflammatoire de la 

cellule cible. K. pneumoniae utilise ainsi son T6SS pour échapper au système immunitaire de 

son hôte (Sá-Pessoa et al., 2023). Cette étude est la première à décrire l’activité d’un effecteur 

ciblant les mitochondries. 
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Figure 22. Représentation schématique du captage des ions métalliques médié par le T6SS.  Chez Burkholderia 

thailandensis, les effecteurs TseM et TseZ sont sécrétés par le T6SS en condition de stress oxydatif. Ces effecteurs 

se fixent respectivement aux ions manganèse (Mn2+) et zinc (Zn2+) avant d’interagir avec des récepteurs 

membranaires permettant la translocation des ions métalliques dans le cytoplasme des cellules productrices. De 

la même manière, Yersinia pseudotuberculosis sécrète l’effecteur YezP impliqué dans l’acquisition du zinc en 

condition de stress oxydatif. En condition de concentration en cuivre (Cu2+) limitée, P. aeruginosa sécrète 

l’effecteur Azu ayant une forte affinité pour le Cu2+ grâce à son H2-T6SS. Azu-Cu2+ interagit alors avec le récepteur 

de surface OprC, permettant le transport du Cu2+ dans les cellules productrices. Pseudomonas aeruginosa PAO1 

sécrète l’effecteur TseF grâce au H3-T6SS en condition de déficit en fer (Fe2+). TseF est impliqué dans l’acquisition 

du fer en se fixant aux complexes PQS-Fe2+ présents au niveau des vésicules de la membrane externe (OMV). Les 

PQS (Pseudomonas Quinolone Signal) sont des molécules de signalisation ayant une forte affinité pour le fer. La 

reconnaissance de TseF par le récepteur de surface FptA ou OrpF facilite alors le transport du fer au niveau du 

cytoplasme des cellules productrices. L’effecteur TeoL sécrété par le T6SS de Cupriavidus necator joue un rôle 

similaire en condition de déficit en fer. TeoL se fixe aux LPS (lipopolysaccharides) présents à la surface des OMV et 

aux récepteurs de surface CubA et CstR, permettant le transport du fer présent dans les OMV au niveau du 

cytoplasme des cellules productrices. D’après Li et al., 2022; Lin et al., 2021; H., Liu et al., 2023.   
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f. Effecteurs impliqués dans l’acquisition des ressources  

Certains effecteurs sont sécrétés dans l’environnement extracellulaire, où ils exercent un rôle 

de chélateur d’ions métalliques (manganèse, zinc et cuivre) ou recrutent des vésicules de la 

membrane externe (OMV) (Figure 22).  

Le rôle du T6SS dans l’acquisition d’ions métalliques a été démontré chez P. taiwanensis (Chen 

et al., 2016). Cette bactérie sécrète un chélateur de fer, la pyoverdine, dont la sécrétion dans 

l’environnement extracellulaire est dépendante d’un T6SS fonctionnel (Chen et al., 2016). Chez 

B. thailandensis, le T6SS-4 est impliqué dans l'acquisition du manganèse et du zinc grâce à 

l'activité respective des effecteurs TseM et TseZ. Régulé par le régulateur du stress oxydatif 

OxyR et le régulateur de l'absorption du zinc Zur, le T6SS-4 joue un rôle dans la résistance au 

stress oxydatif, la compétition d'exploitation et la virulence de B. thailandensis (Si et al., 2017a; 

Si et al., 2017b). L’effecteur YzeP de Yersinia pseudotuberculosis est impliqué dans l’absorption 

du zinc (Zn2+) en condition de stress oxydatif (M., Liu et al., 2023). YezP est sécrété dans le 

milieu extracellulaire où il se lie au Zn2+. Le complexe YezP-Zn2+ interagit alors avec un 

transporteur membranaire HmuR permettant le transport du Zn2+ dans le périplasme où il se 

lie à un nouveau chélateur d’ion métallique, ZnuA. ZnuA-Zn2+ interagit à son tour avec un 

transporteur de la membrane interne ZnuCB, permettant le transport du Zn2+ dans le 

cytoplasme (M., Liu et al., 2023). Chez P. aeruginosa, le H2-T6SS sécrète l’effecteur de liaison 

au cuivre, Azu (Azurin), en condition de faibles concentrations en cuivre. Azu capte le cuivre 

dans le milieu extérieur et se lie au récepteur de la membrane externe OrpC (Han et al., 2019). 

Son activité confère un avantage compétitif à P. aeruginosa contre E. coli en condition de faibles 

concentrations en cuivre et participe à la virulence de P. aeruginosa envers la souris (Han et al., 

2019).  

Certains effecteurs sécrétés par les T6SS peuvent être impliqués dans l’acquisition d’ions 

métalliques en interagissant avec les OMV. Par exemple, l'effecteur TseF, associé au H3-T6SS 

de P. aeruginosa PAO1, contribue de manière significative à l'acquisition du fer en interagissant 

avec les sidérophores présents dans les OMV (Lin et al., 2017). Cette interaction favorise le 

recrutement des OMV au niveau de la membrane externe où TseF interagit directement avec 

des récepteurs de sidérophores (Lin et al., 2017). L’effecteur TeoL, sécrété par le T6SS de 

Cupriavidus necator, joue un rôle similaire dans la compétition pour le fer (Li et al., 2022). TeoL 

interagit avec les phospholipides des OMV, facilitant ensuite leur recrutement vers deux  
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Tableau 2. Toxines et effecteurs associés aux H1, H2 et H3-T6SS de Pseudomonas aeruginosa. Les nombres de 

toxines et effecteurs associés aux T6SS sont variables. Les T6SS peuvent sécréter des effecteurs ayant des rôles 

très distincts et pouvant cibler des types cellulaires différents. Par exemple, le H2-T6SS de P. aeruginosa sécrète 

des effecteurs ciblant d’autres bactéries, des effecteurs ciblant les cellules eucaryotes et des effecteurs sécrétés 

dans l’environnement extérieur et impliqués dans la compétition pour les ressources. *Effecteurs non conservés 

chez P. aeruginosa PAO1. Tableau tiré des travaux de Rudzite et al., (2023).  
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récepteurs membranaires. Le recrutement des OMV par TeoL contribue de manière 

significative à la compétition d'exploitation pour le fer chez Cupriavidus necator. TeoL est 

également capable d'interagir avec les OMV produites par d'autres espèces bactériennes, telles 

que P. aeruginosa et Yersinia pseudotuberculosis (Li et al., 2022).  

Lorsque les effecteurs T6SS captent les ions métalliques dans le milieu extérieur, ils deviennent 

des biens publics et peuvent donc être récupérés par des tricheurs qui ont des recepteurs 

homologues à ceux nécessaires pour leur recapture. Pour éviter cela, certaines bactéries 

sécrètent des effecteurs ayant une double fonction : captation du fer et activité toxique. C’est 

le cas de l’effecteur TepC, sécrété par le T6SS de Y. pseudotuberculosis, qui a une capacité de 

liaison au fer (Fe3+) et possède une activité DNase aux propriétés antibactériennes. Lorsque 

TepC est sécrété dans le milieu extérieur et qu’il se lie au fer, TepC-Fe3+ devient un bien public 

et les bactéries possédant un récepteur de type TdsR peuvent alors capturer le complexe TepC-

Fe3+. Les tricheurs qui possèdent les récepteurs adaptés mais qui ne produisent pas TepC, et 

par conséquent la protéine d’immunité TipC, se trouvent alors confrontés à l’activité DNase de 

TepC. Ainsi, la dualité de fonction de l’effecteur TepC permet aux bactéries productrices de 

capter les ressources en fer du milieu extérieur tout en limitant le potentiel des tricheurs 

(Filloux, 2024; Song et al., 2024).  

 

g. Distribution des effecteurs et avantages de la diversité 

 

Distribution des effecteurs  

Le nombre d’effecteurs associés à chaque T6SS est très variable. Par exemple, le T6SS Sci1 (i2) 

d’E. coli S17.2 est associé à un effecteur unique de type lipase (Flaugnatti et al., 2016). Chez P. 

aeruginosa PAO1, 9, 15 et 3 effecteurs ont été décrit comme étant associés respectivement au 

H1, H2 et H3-T6SS (Tableau 2 ; Rudzite et al., 2023). Différentes classes d’effecteurs peuvent 

être sécrétées par le même T6SS. Par exemple, le H2-T6SS de P. aeruginosa PAO1 est associé à 

des effecteurs ayant des activités très diverses et pouvant cibler des cellules procaryotes, des 

cellules eucaryotes ou encore jouer un rôle dans l’acquisition d’ions métalliques (Tableau 2). 

Toutes les souches d’une même espèce et possédant les mêmes T6SS ne partagent pas 

forcément le même set d’effecteurs. Chez P. aeruginosa 14 effecteurs sont conservés entre 52 

souches alors que de nombreux autres sont distribués aléatoirement au sein d’une ou plusieurs  
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Figure 23. Effecteurs core et effecteurs accessoires associés aux T6SS de P. aeruginosa. Les effecteurs core 

partagés entre toutes les souches de l’espèce P. aeruginosa contribuent à la virulence et aux comportements 

communs de ces souches. A contrario, les effecteurs accessoires sont souche-spécifiques et participent à la 

diversité intraspécifique. Ils peuvent conférer des activités anti-procaryotes ou anti-eucaryotes additionnelles et 

ainsi améliorer la virulence des bactéries ou être impliqués dans la compétition intraspécifique (Habich et al., 

2022). 
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souches (Figure 23. ; Habich et al., 2022). Les associations entre les effecteurs core et les 

effecteurs accessoires ne sont pas aléatoires et donnent lieu à 36 sets d’effecteurs différents 

plus ou moins distribués au sein de l’espèce P. aeruginosa (Habich et al., 2022). Les effecteurs 

core seraient essentiels à la virulence de P. aeruginosa alors que les effecteurs accessoires 

pourraient procurer des activités anti-procaryotes et anti-eucaryotes additionnelles (Habich et 

al., 2022).  

 

Avantages de la diversité 

Avoir une grande diversité d’effecteurs peut être avantageux pour les bactéries car les 

effecteurs ont une toxicité variable en fonction de leurs activités et de la dose injectée (Rudzite 

et al., 2023). De plus, les effecteurs peuvent agir en synergie afin d’améliorer leurs activités 

respectives (LaCourse et al., 2018; Rudzite et al., 2023). Par exemple, chez P. aeruginosa PAO1, 

deux couples d’effecteurs agissent en synergie : Tse1 (Tae) / Tse4 (Tme) et Tse4 (Tme) / Tse6 

(Tne) (LaCourse et al., 2018). En dégradant le peptidoglycane, Tse1 permettrait à Tse4 

d’accéder à la membrane interne afin d’y former des pores. La synergie entre ces effecteurs 

perturberait la force proton-motrice de la membrane bactérienne, amplifiant ainsi 

l’inactivation des transporteurs d’ions (NAD(P)+) par Tse6 (LaCourse et al., 2018).  

Les paramètres environnementaux peuvent impacter l’activité des effecteurs (LaCourse et al., 

2018; Le et al., 2021). Par exemple, la synergie entre Tse1 et Tse4 est plus efficace en condition 

de forte salinité (LaCourse et al., 2018). Chez Acinetobacter baumanii, les activités 

transglycosylase et endopetidase de l’effecteur Tse4 (Tae) sont augmentées en condition de 

pH basique (Le et al., 2021). Ainsi, posséder des effecteurs ayant des activités qui répondent 

différemment aux paramètres environnementaux peut être avantageux pour les bactéries.  

Finalement, comme nous le verrons dans la partie III.5, les cellules cibles peuvent mettre en 

place différents mécanismes de défense pour se protéger d’une attaque par le T6SS. En 

revanche, posséder les protéines d’immunité associées aux différents types d’effecteur reste 

la défense la plus efficace. Ainsi, avoir une grande diversité d’effecteurs pourrait permettre à 

la souche productrice d’augmenter ses chances de tuer les cellules cibles, tout en renforçant 

sa capacité à résister à l'attaque d'autres bactéries productrices de T6SS. 
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Figure 24. Graphique de synténie comparant des groupes de gènes T6SS de S. marcescens SJC1036, S. marcescens 

Db10 et S. ficaria 1D1416. Les ombres indiquent les pourcentages d’identité nucléotidique par paire comme 

indiqué par la clé à droite. Les couleurs indiquent les gènes codant pour des protéines homologues. Chaque souche 

possède un effecteur PAAR-Rhs-CT (en bleu) dont les domaines toxiques NADase ne sont pas homologues. Ils 

nécessitent donc la présence de protéines d’immunité qui leur sont spécifiques (vert, violet et orange). Les souches 

peuvent posséder les protéines d’immunité associés à l’effecteur d’une autre souche, codé en aval de son cluster 

VgrG-EagR-Rhs-RhsI. D’après Hagan et al. (2023).  
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5. Défenses face aux effecteurs du T6SS 

a. Protéines d’immunité orphelines 

Des études récentes sur divers taxons bactériens ont mis en évidence des clusters de gènes 

d’immunité orphelins acquis par transfert horizontal de gènes. Les protéines d’immunité 

orphelines peuvent être codées proches des autres gènes du T6SS ou de manière 

indépendante. La présence de gènes d’immunité orphelins a tout d’abord été mise en évidence 

chez V. cholerae et d’autres espèces de Vibrio étroitement apparentées (Kirchberger et al., 

2017).  

Les protéines d’immunité orphelines peuvent également être regroupées en îlots de gènes 

d’immunité qui protègent de manière cumulative contre plusieurs effecteurs. Ces îlots peuvent 

être génétiquement liés à des recombinases ou être incorporés dans des éléments génétiques 

mobiles. C’est notamment le cas chez plusieurs espèces du genre Bacterides (Ross et al. ,2019). 

Un îlot de 8 gènes d’immunité a également été détecté chez Salmonella Typhi (Barretto and 

Fowler, 2020). 

Des gènes codant des protéines d’immunité orphelines peuvent également être présents à 

l’intérieur des clusters T6SS comme décrit chez S. marcescens SJC1036, S. marcescens Db10 et 

S. ficaria 1D1416 (Hagan et al., 2023).  Ces bactéries possèdent des effecteurs de type Rhs-

NADase qui nécessitent leurs protéines d’immunité respectives pour être inactivés (Hagan et 

al., 2023). En aval des gènes codant les protéines d’immunité des effecteurs associés, les 

bactéries peuvent également posséder des gènes conférant l’immunité à des effecteurs 

sécrétés par d’autres souches. Par exemple, S. ficaria 1D1416 possède un gène homologue au 

gène d'immunité de S. marcescens SJC1036. La protéine homologue à RhsI11036 présente chez 

Db10 protége efficacement S. marcescens Db10 de la NADase de S. marcescens SJC1036 (Figure 

24; Hagan et al., 2023).  
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Figure 25. La production d’exopolysaccharides (EPS) comme mécanisme de défense individuel et collectif. En haut, 

images de microscopie confocale montrant l’assemblage des communautés après 6h de confrontation entre A. 

bayly T6SS+ (vert), E. coli EPS+ (rose) et E. coli EPS- (jaune). En bas, résultat d’un modèle informatique 

correspondant aux scénarii expérimentaux utilisés pour obtenir les images de microscopie. L’absence de 

production d’EPS (scénario A. baylyi vs. E. coli EPS-) entraine la disparition des cellules proies (E. coli EPS-) après 

6h de confrontation. La production d’EPS (scénario A. baylyi vs. E. coli EPS+) permet de limiter le contact entre les 

cellules proies et les cellules attaquantes, permettant à une sous-population de E. coli EPS+ de survivre après 6h 

de confrontation. La production d’EPS permet également de protéger des cellules EPS- de l’attaque par T6SS 

(scénario A. baylyi vs. E. coli EPS+ et E. coli EPS-). D’après Granato et al., 2023.  
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b. Barrières physiques 

Parois bactériennes 

En tant que constituant essentiel des parois bactériennes, le peptidoglycane est la cible de 

nombreux effecteurs du T6SS. Les bactéries Gram-négatives possèdent une couche de PDG 

moins dense que les Gram-positives ce qui les rend plus sensibles aux effecteurs ciblant le PDG. 

Afin de limiter l’action des amidases (L,D-endopeptidase) et muramidases sécrétées par P. 

aeruginosa PAO1, certaines bactéries comme A. baumannii modifient la structure de leur PDG 

en substituant les L-Lysine en D-Lysine (Le et al., 2020). 

 

Exopolysaccharides  

Les exopolysaccharides (EPS) sont de longues chaînes de glucides produites par certaines 

bactéries qui peuvent être, ou non, relâchées dans leur environnement extracellulaire. Ces 

composés revêtent une importance cruciale en formant une matrice de protection autour des 

cellules bactériennes. Par exemple, chez V. cholerae, les EPS agissent comme une armure 

défensive contre les attaques du T6SS de P. aeruginosa PAO1 (Toska et al., 2018). L'effet 

protecteur des EPS n'entrave pas la fonctionnalité des T6SS endogènes, ce qui suggère que la 

structure des EPS module le passage et permet la sortie des T6SS mais pas l’entrée des T6SS 

étrangers (Toska et al., 2018). Ce moyen de défense est également employé par B. subtilis 3610 

qui produit une matrice EPS le protégeant des attaques par P. fluorescens PCL1606 (Molina-

Santiago et al., 2019). En l’absence de cette matrice, P. fluorescens est capable d’envahir les 

populations de B. subtilis, ce qui a pour conséquence d’augmenter le taux de sporulation de B. 

subtilis qui utilise cet autre mécanisme de survie comme moyen de défense face au T6SS. Le 

même phénotype est observé in planta. La production de matrice EPS par B. subtilis permet 

ainsi la coexistence des deux souches sur les feuilles de melon et les graines en germination 

(Molina-Santiago et al., 2019). Par des approches de modélisations informatiques et de 

microscopies, Granato et al. (2023) ont montré que les EPS diffus peuvent agir comme un 

mécanisme de défense collective. Les E. coli productrices d’EPS peuvent en effet protéger des 

E. coli non productrices face à l’attaque T6SS d’A. baylyi (Figure 25 ; Granato et al., 2023). Des 

souches résistantes au T6SS ont donc la capacité de former des barrières protectrices afin de 

préserver les souches sensibles des attaques du T6SS. 
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Figure 26. La présence de barrières de cellules mortes comme moyen de défense face au T6SS. Résultats de 

confrontation entre A. baylyi (T6SS+) et E. coli (T6SS-) en faisant varier le type d’effecteur T6SS sécrété : effecteur 

lytique Tae (A, C) ou effecteur non lytique Tse2 (B, D). (A, B) Images de microscopie à fluorescence des cellules 

mortes (« Dead strain ») montrant les cellules d’E. coli tuées (rose) par A. baylyi (vert). (C, D) Images de microscopie 

en time-lapse (« Experiment » à gauche) montrant la dynamique de compétition entre A. baylyi (vert) et E. coli 

(rose). Résultats des simulations (« Simulation » à droite) faites à l’aide d’un modèle informatique utilisant les 

mêmes scénarii que ceux testés expérimentalement avec les cellules attaquantes (vert), les cellules cibles (rose) 

et les cellules cibles mortes (blanc). Lorsque les cellules cibles sont attaquées par un compétiteur T6SS+, les cellules 

mortes forment une barrière protectrice limitant le contact entre les cellules attaquantes et les cellules cibles 

encore vivantes. La défense conférée par cette barrière peut être contournée si les effecteurs sécrétés entrainent 

une lyse rapide des cellules cibles (panel du haut). En revanche, si l’effecteur n’entraine pas de lyse des cellules 

mortes (panel du bas), la barrière persiste plus longtemps permettant aux cellules cibles de survivre en formant 

des micro-colonies au sein de la communauté. D’après les travaux de Smith et al., 2020b.  
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c. Séparation spatiale 

Barrière de cellules mortes  

Lorsque les bactéries cibles sont attaquées par une population de bactéries T6SS+, leurs 

cadavres peuvent créer une barrière de défense permettant de protéger les cellules cibles 

encore vivantes (Figure 26). Par exemple, Vibrio cholerae C6706 est une bactérie qui exprime 

son T6SS de manière constitutive. Initialement très agressive envers les cellules cibles, sa 

capacité d’attaque diminue au bout de 3h de confrontation sur milieu solide (Steinbach et al., 

2020). Cette diminution est due à l’apparition de barrières de cellules mortes qui protègent les 

cellules cibles des attaques de V. cholerae C6706. Ces barrières permettent de maintenir des 

micro-colonies de cellules cibles intactes pendant des heures, même si elles sont attaquées à 

hauteur de 99% (Steinbach et al., 2020). Cette défense peut toutefois être contournée par les 

bactéries T6SS+ si celles-ci sécrètent des effecteurs lytiques entrainant une lyse rapide des 

cellules cibles (Figure 26 ; Smith et al., 2020). 

 

Taux de croissance  

Le taux de croissance des bactéries peut impacter leur résistance ou leur sensibilité aux 

effecteurs du T6SS. Chez Myxococcus xanthus, une diminution du taux de croissance entraine 

une sensibilité des bactéries à l’effecteur TseX, même si les bactéries produisent la protéine 

d’immunité TsiX (Troselj et al., 2018). Le T6SS peut ainsi être utilisé par les bactéries pour 

éliminer les cellules moins aptes, facilitant ainsi l'atteinte de l'homéostasie au sein d'une 

population et la synchronisation des comportements (Troselj et al., 2018). Un autre exemple 

concerne V. cholerae O37 V52 qui est sensible à son propre T6SS lorsqu’elle est en phase 

stationnaire et que les cellules attaquantes sont en phase exponentielle de croissance (Hersch 

et al., 2020b). Cette bactérie produit un effecteur de type peptidoglycane hydrolase (TseH) et 

la production de la protéine d’immunité associée (TsiH) n’est pas suffisante pour résister à 

l’activité de cet effecteur. La bactérie met donc en place d’autres mécanismes de défense 

impliquant notamment la production d’EPS. Cependant, la synthèse d’EPS est très couteuse en 

énergie et sa production peut être limitée en milieu appauvri en nutriment (Hersch et al., 

2020b). 
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d. Réponses aux stress 

De nombreux effecteurs du T6SS ciblent les membranes et les parois bactériennes. Pour se 

défendre face à ces effecteurs lytiques, les bactéries peuvent mettre en place des réponses aux 

stress de l’enveloppe ou ESR (Cho et al., 2023; Hersch et al., 2020a). Par exemple, l’immunité 

complète de V. cholerae O37 V52 face à son effecteur TseH fait intervenir un système à deux 

composants (WigKR) impliqué dans les réparations des dommages au peptidoglycane (Hersch 

et al., 2020b). Ce système régule positivement la formation de biofilm et la production d’EPS 

qui participent aux défenses de la bactérie (Hersch et al., 2020b). Escherichia coli met 

également en place des ESR qui lui permettent de résister à l’effecteur TseH sécrété par V. 

cholerae. Cette résistance fait intervenir deux systèmes ESR : la réponse Rcs et le système à 

deux composants BaeSR (Hersch et al., 2020b). La réponse Rcs fait intervenir le régulateur 

transcriptionnel RcsB qui régule positivement des gènes de réponse au stress osmotique (une 

des conséquences des dommages causés au PDG) et des gènes de synthèse d’EPS (Hersch et 

al., 2020b). La production d’EPS permet de renforcer la paroi bactérienne et donc de limiter 

l’impact des enzymes lytiques ciblant les parois cellulaires.  

Une autre forme de réponse aux stress de l’enveloppe peut impliquer l’activation de la 

sporulation comme observée chez B. subtilis en réponse aux dommages au PDG causés par la 

muramidase Tse1 de P. chlororaphis (Pérez-Lorente et al., 2023).  

Les réponses aux stress peuvent également faire intervenir des mécanismes de réparation de 

l’ADN permettant aux bactéries de se défendre face aux effecteurs ciblant les acides 

nucléiques. Par exemple, la DNase Tse7, sécrétée par le H1-T6SS de P. aeruginosa PAO1, induit 

le système SOS de réparation de l’ADN chez E. coli (Pissaridou et al., 2018).  

 

e. Attaquer pour mieux se défendre 

Les bactéries utilisent différentes stratégies pour déployer leur T6SS. Certaines, comme V. 

cholerae, utilisent leur T6SS de manière offensive en exprimant en permanence leurs gènes 

T6SS et en assemblant et en déclenchant leur système de manière aléatoire. D’autres utilisent 

leur T6SS de manière défensive en réponse à une attaque extérieure. Cette stratégie est 

connue sous le terme « tit-for-tat » que l’on peut traduire par « œil pour œil, dent pour dent ». 

P. aeruginosa PAO1 utilise cette stratégie et déclenche son H1-T6SS en réponse à des 
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dommages membranaires ou la détection de la lyse de ses cellules clonales (Basler et al., 2013; 

LeRoux et al., 2015; Stolle et al., 2021). Le déclenchement de son T6SS fait intervenir les 

protéines accessoires TagQRST-PpkA-PppA-Fha1 (cf. III.2.a). Cette stratégie permet à P. 

aeruginosa de contrattaquer en activant ses T6SS au point de contact avec les cellules 

attaquantes (Basler et al., 2013; Basler and Mekalanos, 2012).  Klebsiella pneumoniae active 

également son T6SS en réponse à des attaques par le T6SS (Storey et al., 2020). Cette régulation 

du T6SS fait intervenir le système à deux composants PhoPQ impliqué dans la réponse aux 

stress de l’enveloppe. Contrairement à P. aeruginosa, la régulation du T6SS de K. pneumoniae 

en réponse à des attaques extérieures se fait au niveau transcriptionnel (Storey et al., 2020).  

Utiliser la stratégie tit-for-tat peut être plus ou moins avantageux pour les bactéries. En 

confrontation avec des souches dépourvues de T6SS, les bactéries TFT peuvent perdre 

l’avantage car leur T6SS n’est pas activé (Smith et al., 2020a). En revanche, face à des 

compétiteurs utilisant leur T6SS aléatoirement, la stratégie TFT peut s’avérer avantageuse. En 

effet, en plaçant des T6SS sur les sites d'attaque, les bactéries peuvent améliorer 

considérablement l'efficacité de leurs frappes par rapport à des tireurs aléatoires qui n'ont 

aucune information sur l'emplacement de leurs cibles (Smith et al., 2020a).  

 

f. Interférence dans la régulation  

L'une des stratégies de défense adoptées par les cellules cibles consiste à perturber la 

régulation des T6SS des bactéries attaquantes. Vibrio fischeri FQ-A001, un symbionte du 

calmar, utilise son T6SS pour coloniser les cryptes de l'organe lumineux de son hôte en 

empêchant la colonisation par d'autres souches de V. fischeri (Guckes et al., 2023; Sun et al., 

2016). Le T6SS de V. fischeri FQ-A001 est régulé négativement par le quorum sensing via la 

molécule C8-HSL. Ainsi des souches de V. fisheri produisant cette molécule de signalisation 

peuvent inhiber le T6SS de de FQ-A001, favorisant ainsi la diversité infraspécifique au sein de 

la même crypte (Guckes et al., 2023).  
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6. Régulation du T6SS 

Le fonctionnement du T6SS est régulé par divers facteurs biotiques et abiotiques à différents 

niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel (Bernal et al., 2020; 

Hespanhol et al., 2023). Certaines bactéries possèdent plusieurs T6SS qui peuvent être sujets à 

différents mécanismes de régulation. Ces mécanismes de régulation peuvent avoir des actions 

combinatoires et synergiques, ce qui fait du T6SS un système de sécrétion très finement régulé. 

Dans cette partie, nous donnerons un aperçu des facteurs et mécanismes impliqués dans la 

régulation des T6SS. 

 

a. Facteurs abiotiques 

Le T6SS peut être régulé par divers paramètres environnementaux. Par exemple, chez le 

phytopathogène A. tumefaciens, le T6SS est activé en milieu acide (pH 5,5), condition 

environnementale retrouvée sur les feuilles blessées ou les apoplastes (Wu et al., 2012). La 

présence d’extrait de plante dans le milieu du phytopathogène P. astrosepticum induit la 

production des composants Hcp et VgrG (Mattinen et al., 2008). Chez V. ficheri, symbionte du 

calmar, un pH et une viscosité similaire à celle de l’hôte régule positivement la production de 

T6SS (Speare et al., 2021). Pour la souche Vibrio cholerae O1, la présence de chitine (composant 

structural de la paroi cellulaire de nombreux animaux) et des paramètres similaires à 

l’environnement aquatique dans lequel elle vit (température faible et forte osmolarité) régule 

positivement l’activité du T6SS (Chourashi et al., 2018; Ishikawa et al., 2012). 

Chez Edwardsialla tarda, un agent pathogène opportuniste de différentes espèces de poisson, 

le T6SS est positivement régulé par des températures et des concentrations en magnésium 

proches de celles retrouvées chez ses hôtes (Chakraborty et al., 2010). La concentration en fer 

peut également impacter la régulation des T6SS. C’est par exemple le cas chez Salmonella 

enterica (S., Wang et al., 2019) et C. necator (Li et al., 2022) où une forte concentration en fer 

réprime l’expression de gènes du T6SS. Ce mécanisme de régulation par le fer est à relier aux 

compétitions trophiques pour les ressources en fer.  
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b. Facteurs biotiques  

Contrôle par retour d’information 

Chez V. cholerae, le T6SS est régulé par la quantité de ses composants sécrétés. L’accumulation 

de la protéines Hcp dans les cellules permet aux bactéries de rapidement ajuster l'expression 

de leur T6SS afin d’éviter l'accumulation inutile de ses composants lorsque le T6SS est inactif. 

Cette régulation est une stratégie d'économie d'énergie importante qui peut être observée 

dans différentes souches bactériennes comme Aeromonas dhakensis et P. aeruginosa (Manera 

et al., 2021).  

 

Quorum sensing (QS) 

Le quorum sensing est un mécanisme de régulation de l'expression des gènes en réponse à des 

changements de densité de population (Miller and Bassler, 2001). Dans le cadre du QS, les 

bactéries produisent des molécules de signalisation. Lorsque la population bactérienne atteint 

une densité suffisamment élevée, la concentration de ces molécules de signalisation dans 

l'environnement devient suffisamment importante pour déclencher des réponses cellulaires 

spécifiques. Chez Chromobacterium violaceum, le QS régule positivement l’expression du T6SS 

entrainant une activité plus importante du T6SS lorsque que la densité de population est élevée 

(Alves et al., 2022). Au contraire, chez certaines espèces de Vibrio, le QS régule négativement 

l’expression du T6SS (Gode-Potratz and McCarter, 2011; Guckes et al., 2023; Ishikawa et al., 

2009). La régulation par le QS est intéressante car elle permet une réponse coordonnée des 

bactéries face à leur environnement. Toutefois, les molécules signal peuvent être partagées 

entre différentes espèces bactériennes, ce qui peut entrainer des interférences dans la 

régulation du T6SS comme montré récemment chez le symbionte de la seiche, Vibrio fischeri 

(Guckes et al., 2023).    
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7. Rôles du T6SS  

a. Virulence des agents phytopathogènes 

Jusqu’à présent, aucun effecteur T6SS n’a été décrit comme ciblant directement les cellules 

végétales. En revanche, de nombreuses études ont mis en évidence le rôle du T6SS dans la 

virulence des bactéries phytopathogènes. 

Le T6SS peut impacter la virulence des bactéries pathogènes en interférant avec le système de 

sécrétion de type 3 (T3SS), facteur de virulence essentiel chez les bactéries Gram-négatives 

phytopathogènes (Deng et al., 2017; Leung et al., 2011; Moscoso et al., 2011). C’est le cas par 

exemple chez Xanthomonas perforans, un agent phytopathogène transmis par les graines et 

responsable de la maladie des tâches foliaires chez la tomate (Liyanapathiranage et al., 2021). 

La délétion du gène tssM du cluster i3*-T6SS de cette souche entraine une augmentation de la 

population de X. perforans au niveau des plantes de tomate, ce qui provoque un 

développement plus précoce des symptômes sur feuille et une sévérité plus importante de la 

maladie (Liyanapathiranage et al., 2021). Ainsi, au lieu d’augmenter la virulence et la sévérité 

de la maladie causée par X. perforans, le T6SS semble limiter l’agressivité de l’agent 

phytopathogène. En retardant la phase symptomatique, le T6SS contribue ainsi à prolonger 

l’interaction entre X. perforans et l’hôte, ce qui assure une dissémination réussie de l’agent 

phytopathogène dans l’espace (Liyanapathiranage et al., 2021). L'analyse transcriptomique du 

mutant tssM-i3* dans un milieu mimant l'environnement apoplastique des plantes a révélé que 

TssM-i3* régule postivement l'expression de plusieurs gènes associés à la virulence, tels que le 

système de sécrétion de type 3 (T3SS), la mobilité et le chimiotactisme (Ramamoorthy et al., 

2023). Chez Xanthomonas citri pv. citri (agent causal du chancre asiatique des agrumes) les 

gènes du T6SS sont surexprimés lors de la colonisation de la surface des feuilles d’oranger doux 

(Ceseti et al., 2019). Une fois à l’intérieur des feuilles (i.e. au niveau des mésophylles), la 

bactérie réprime son T6SS et surexprime son T3SS pour infecter son hôte, ce qui suggère une 

régulation croisée entre ces deux systèmes (Ceseti et al., 2019). Le T6SS de X. citri pv. citri, 

impliqué dans la résistance de la bactérie à la prédation par les amibes, permettrait à l’agent 

pathogène de s’adapter à la surface des feuilles avant qu’il n’infecte son hôte (Bayer-Santos et 

al., 2018; Ceseti et al., 2019).  Une observation similaire a été fait pour Pseudomonas syringae 

pv. actinidiae (agent causal du chancre du kiwi) dont les gènes du T6SS sont surexprimés 
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immédiatement après le contact avec l’hôte, lors de la phase précoce d’infection (1,5-3h post-

inoculation) (McAtee et al., 2018). L’induction du T6SS permettrait à la bactérie de s’adapter 

rapidement à la surface des feuilles avant qu’elle n’infecte son hôte en surexprimant les gènes 

codant le T3SS et les effecteurs T3SE associés (McAtee et al., 2018). Chez la souche P. syringae 

pv. actinidiae M228, le T6SS participe à l’adaptation de la bactérie à son environnement grâce 

à ses activités antimicrobiennes et en augmentant la tolérance de la bactérie au H2O2, une 

espèce réactive de l’oxygène produite par les plantes en réponse à l’attaque par des organismes 

phytopathogènes (Wang et al., 2021). La mutation des gènes T6SS réduit la capacité de P. 

syringae pv. actinidiae M228 à coloniser les vaisseaux des feuilles de kiwi et entraine une 

réduction de 70% de la taille des lésions au point d’inoculation au niveau des branches (Wang 

et al., 2021). Cette réduction de symptômes peut notamment être expliquée par la sous-

régulation des gènes du T3SS chez le mutant T6SS (Wang et al., 2021). 

Chez d’autre bactéries phytopathogènes, le T6SS joue un rôle dans leur pathogénicité en 

impactant d’autres facteurs de virulence comme la mobilité, la formation de biofilm ou encore 

la production d’EPS. Par exemple, chez Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (agent causal de 

la bactériose du manioc) le T6SS joue un rôle dans la mobilité des bactéries et sa délétion 

entraine une diminution de la virulence de la bactérie (Montenegro Benavides et al., 2021). 

Chez Erwinia amylovora (agent causal du feu bactérien), le T6SS contribue à la virulence en 

influençant la production d’exopolysaccharides, facteurs de virulence chez cette bactérie (Tian 

et al., 2017). Ralstonia solanacearum (un agent causal du flétrissement bactérien d’un grand 

nombre de cultures) utilise son T6SS pour sa virulence sur la tomate et l'aubergine (Asolkar and 

Ramesh, 2020; Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2014). Sur la tomate, l’absence du T6SS affecte 

sa virulence en raison d'un défaut dans la production de biofilm et d'une réduction de la motilité 

(Zhang et al., 2014).  

Pour d’autres bactéries phytopathogènes, ce sont les compétitions intermicrobienne médiées 

par le T6SS qui leur permettent de coloniser efficacement les plantes et de les infecter. Par 

exemple, chez Acidovorax citrulli (agent causal de la tâche bactériennes des fruits chez les 

cucurbitacées), la délétion de gènes du T6SS entraine un défaut de transmission de l’agent 

phytopathogène lors de la germination des graines de melon (Tian et al., 2015). Ce défaut de 

transmission entraine une diminution de la maladie au niveau des plantules de melon âgées de 

12 jours (Tian et al., 2015). Une étude récente a révélé que le T6SS d’A. citrulli n’est pas 
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directement impliqué dans la virulence de la bactérie mais est essentielle à sa survie dans la 

phyllosphère lorsqu’elle est inoculée avec 10 souches bactériennes isolées de cet 

environnement (Kan et al., 2023). 

 

b. Protection des plantes 

Par ses activités antimicrobiennes, le T6SS peut jouer un rôle crucial dans la protection des 

plantes envers les agents phytopathogènes. C’est le cas par exemple de la bactérie saprophyte 

du sol Pseudomonas putida KT2440. Cette souche possède trois clusters T6SS impliqués dans 

l’antibiose de différents agents phytopathogènes in vitro : Xanthomonas campestris, 

Agrobacterium tumefaciens, Pectobacterium carotovorum et Pseudomonas syringae (Bernal et 

al., 2017). Cette activité antimicrobienne permet de réduire la population de X. campestris et 

les symptômes sur feuille de tabac lorsque l’agent phytopathogène est co-infiltré avec P. putida 

KT2440 (Bernal et al., 2017). Un autre exemple concerne Paraburkholderia sabiae LMG24235 

qui possède deux T6SS dont l’un est impliqué dans l’antibiose de plusieurs agents 

phytopathogènes et symbiontes de plantes appartenant aux familles des Burkholderiaceae, 

Pseudomonadaceae, et Enterobacteriaceae (Hug et al., 2023). Cette activité antimicrobienne 

permet à P. sabiae LMG24235 de protéger partiellement les tubercules de pommes de terre 

de la maladie de la pourriture molle causée par Pectobacterium carotovorum (Hug et al., 2023). 

De la même manière, Pseudomonas fluorescens MFE01 protège les tubercules de pommes de 

terre de la pourriture molle causée, cette fois-ci, par Pectobacterium astrosepticum (Bourigault 

et al., 2023). Cette protection fait intervenir le T6SS de P. fluorescens MFE01 qui sécrète un 

effecteur, Tae3, toxique pour l’agent phytopathogène qui voit sa population chuter lorsqu’il est 

inoculé avec P. fluorescens MFE01 au niveau des tubercules (Bourigault et al., 2023). Pantoea 

endophytica, isolée de branche de kiwi, possède un T6SS impliqué dans l’antibiose de diverses 

souches de Pseudomonas syringae pv. actinidiae permettant de réduire les symptômes du 

chancre bactérien causé par P. synringae pv. actinidiae au niveau du kiwi (Shao et al., 2023). Le 

T6SS d’Acidovorax citrulli possède des activités antimicrobiennes envers l’agent 

phytopathogène Xanthomonas oryzae pv. oryzae, permettant de réduire les symptômes de la 

bactériose du riz causées par X. oryzae (Kan et al., 2023).  
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c. Interactions mutualistes avec les plantes  

Le T6SS peut jouer un rôle dans les interactions symbiotiques légumineuse-Rhizobium. 

Quelques études ont mis en lumière un lien entre le T6SS, la formation de nodules et/ou la 

capacité des Rhizobium à fixer l’azote (Bladergroen et al., 2003; De Sousa et al., 2023; Salinero-

Lanzarote et al., 2019; Tighilt et al., 2022). Chez Rhizobium leguminosarum RBL5523, une 

bactérie capable d'induire la formation de nodules mais incapable de fixer l'azote, la mutation 

des gènes imp (i.e. impaired in nodulation) restaure sa capacité de fixation de l'azote 

(Bladergroen et al., 2003). Il a fallu attendre la découverte et la description du T6SS pour 

comprendre que les gènes imp étaient en réalité des composants structuraux du T6SS. Chez 

certaines Rhizobium, le T6SS impacte donc négativement les relations symbiotiques avec les 

légumineuses. A l’inverse, chez d’autres espèces, le T6SS impacte positivement les interactions 

symbiotiques. C’est le cas pour Rhizobium etli, une bactérie capable d’induire la formation de 

nodule et de fixer l’azote. La mutation du T6SS chez cette bactérie entraîne une diminution 

significative du nombre de nodules au niveau des racines du haricot commun mais n’impacte 

pas la capacité de R. etli à fixer l’azote (Salinero-Lanzarote et al., 2019). L’impact positif du T6SS 

sur la formation de nodules serait notamment dû à l’activité antimicrobienne du T6SS de R. etli 

qui favoriserait la colonisation de la bactérie au niveau des racines (De Sousa et al., 2023). De 

la même manière, la mutation du T6SS de Bradyrhizobium sp. LmicA16 entraine la diminution 

du nombre et de la taille des nodules au niveau de deux espèces de lupin. Cette diminution est 

attribuée à un défaut de colonisation dû à la mutation du T6SS (Tighilt et al., 2022). Ainsi, le 

T6SS peut impacter positivement ou négativement les interactions symbiotiques légumineuse-

Rhizobium. Toutefois, ces impacts semblent majoritairement dus au rôle du T6SS dans la 

capacité des bactéries à coloniser les racines plutôt qu’à un potentiel dialogue moléculaire avec 

la plante médié par le T6SS.  

 

d. Attachement et colonisation  

Comme mentionné précédemment, le T6SS peut impacter la motilité, la formation de biofilm 

et par conséquent l’attachement et la colonisation des bactéries au niveau de leurs habitats. 

L’implication du T6SS dans la régulation des flagelles et la formation de biofilm ont tout d’abord 

été observées chez E. coli (de Pace et al., 2011). La délétion de TssM chez cette souche entraine 

un défaut dans la motilité et la formation de biofilm (de Pace et al., 2011). C’est le cas 
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également chez Citrobacter freundii pour laquelle la mutation du T6SS entraine une sous-

régulation des gènes codant le système flagellaire (Liu et al., 2015). Chez cette bactérie, le T6SS 

est impliqué dans la motilité, l’adhésion et la cytotoxicité envers les cellules épithéliales 

humaines (Liu et al., 2015). Le lien entre T6SS et flagelles a également été mis en évidence chez 

Pseudomonas fluorescens MFE01. La mutation d’une des trois protéines Hcp (Hcp1) entraine 

un défaut dans la motilité de P. fluorescens MFE01, associée à l’absence de flagelles (Bouteiller 

et al., 2020; Decoin et al., 2015). La présence de la protéine Hcp1 est également indispensable 

à P. fluorescens MFE01 pour inhiber la mobilité des cellules cibles. Au niveau mécanistique, il 

serait probable que Hcp1 participe à la sécrétion de FlgM (un facteur anti-sigma) dans les 

cellules cibles. FlgM séquestrerait alors FliA (le régulateur de la synthèse du flagelle), 

empêchant ainsi la synthèse de flagelles par les cellules cibles (Bouteiller et al., 2020). Cette 

réduction de motilité permettrait à P. fluorescens MFE01 de promouvoir le contact nécessaire 

pour l’activité antibactérienne du son T6SS (Decoin et al., 2015). Chez Aeromonas veronii 

TH0426, la délétion de Hcp1 abolit également la formation de flagelle, ce qui a pour 

conséquence de réduire significativement la formation de biofilm, ainsi que l’attachement et 

l’invasion des bactéries au niveau des cellules endothéliales (Y., Wang et al., 2023). Chez 

Acidovorax citrulli, la formation de biofilm est impactée lorsque le T6SS est muté (Tian et al., 

2015). Le même phénotype est observé chez P. aeruginosa PA14 lorsque le H3-T6SS est muté 

(Yang et al., 2022). Dans cette étude, les chercheurs ont identifié un effecteur impliqué dans la 

formation de biofilm, TepB (T6SS effector promoting biofilm formation) (Yang et al., 2022). Par 

son activité, TepB permet à P. aeruginosa de résister à des stress oxydatifs, acides et 

osmotiques. La délétion de cet effecteur entraine un défaut dans la motilité des bactéries et la 

formation de biofilm, ce qui a pour conséquence d’impacter la virulence de la bactérie envers 

le nématode Caenorhabditis elegans (Yang et al., 2022).   

 

e. Transferts horizontaux de gènes 

Le transfert horizontal de gènes (HGT) désigne le processus par lequel des gènes ou des 

fragments d'ADN sont échangés entre différents organismes. Le transfert horizontal de gènes 

est un mécanisme essentiel dans l'évolution bactérienne. Il permet la diffusion de nouveaux 

traits génétiques au sein des populations bactériennes, favorisant ainsi leur adaptation à de 

nouveaux environnements et conditions. L'implication du T6SS dans les HGT a initialement été 
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mise en évidence chez Vibrio cholerae (Borgeaud et al., 2015). L'activité antimicrobienne du 

T6SS de V. cholerae entraine la lyse des cellules cibles, provoquant ainsi le relargage de leur 

ADN. Une fois accessible, cet ADN est capturé et utilisé par les bactéries prédatrices, montrant 

ainsi l’implication du T6SS dans les transferts horizontaux de gènes (Borgeaud et al., 2015). La 

lyse induite par le T6SS augmente les taux de HGT et permet à V. cholerae d’acquérir des 

fragments longs de plus de 150kb comparativement à une lyse indépendante du T6SS qui 

déclenche rarement un transfert d'ADN et entraîne des échanges d'ADN plus courts (Matthey 

et al., 2019). L’implication du T6SS dans les HGT a également été mis en évidence chez 

Acinetobacter baylyi ADP1 qui sécrète des effecteurs lytiques promouvant les HGT (Ringel et 

al., 2017). En promouvant les HGT, le T6SS pourrait participer à l’acquisition de nouveaux 

couples effecteur/immunité ou de nouveaux clusters T6SS par les cellules productrices (Thomas 

et al., 2017)  

 

8. T6SS et microbiote des plantes  

Le T6SS est largement répandu parmi les bactéries associées aux plantes (Barret et al., 2013; 

Bernal et al., 2018), et son rôle crucial dans la colonisation des plantes a été souligné 

précédemment. Plusieurs études ont également démontré que les compétitions médiées par 

le T6SS peuvent entraîner des répercussions sur les populations de cellules cibles in planta. Par 

conséquent, il est plausible d'émettre l'hypothèse que le T6SS pourrait jouer un rôle dans la 

structuration du microbiote des plantes. En influençant directement un ou plusieurs taxons, le 

T6SS pourrait moduler directement ou indirectement les interactions entre les 

microorganismes, et ainsi, impacter la dynamique de structuration des communautés. 

Malheureusement, les études sur le T6SS se limitent souvent à des systèmes simples impliquant 

seulement deux ou trois bactéries. De plus, les tests in planta, comme ceux mentionnés 

précédemment, se concentrent généralement sur l'impact du T6SS sur la population de la 

souche productrice ou celle des cellules cibles, laissant l'impact sur les communautés 

microbiennes relativement méconnu. Jusqu'à présent, une seule étude a exploré l'impact du 

T6SS sur la structuration des communautés bactériennes associées aux plantes (Wang et al., 

2023). Il convient de noter que cette étude se concentre sur un cas spécifique, examinant l'effet 

du T6SS d'Agrobacterium tumefaciens C58 sur les communautés bactériennes associées à la 

galle du collet (i.e. gallobiome). Bien que le T6SS n'ait pas émergé comme le déterminant 
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principal de la composition bactérienne du gallobiome, les résultats ont révélé son influence 

sur la composition bactérienne en ciblant des taxons spécifique, sensibles au T6SS de A. 

tumefaciens C58 in vitro (Wang et al., 2023).  
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IV. Stenotrophomonas rhizophila  

1. Taxonomie et habitats 

Les bactéries du genre Stenotrophomonas sont des bactéries à Gram négatif appartenant à la 

classe des γ-protéobactéries (Moore et al., 1997). Elles sont classées dans la famille des 

Lysobacteraceae (anciennement Xanthomonadaceae) (Cutiño-Jiménez et al., 2020). Ce genre 

appartient au groupe phylogénétique appelé XSXP qui comprend aussi les genres 

Xanthomonas, Pseudoxanthomonas et Xylella (Bansal et al., 2021; S., Kumar et al., 2019; 

Naushad and Gupta, 2013). Les genres Xanthomonas et Xylella incluent des espèces de 

bactéries pathogènes des plantes qui causent d'importants dommages dans diverses cultures 

à l'échelle mondiale (Sicard et al., 2018; Timilsina et al., 2020). Les genres Stenotrophomonas 

et Pseudoxanthomonas sont caractérisés par leur polyvalence et colonisent des habitats très 

variés comme l'eau, le sol, les sites contaminés, mais également les plantes et les animaux 

(Bansal et al., 2021; Chauviat et al., 2023; Fitzpatrick et al., 2018). 

Le genre Stenotrophomonas a initialement été décrit avec l'espèce Stenotrophomonas 

maltophilia (Palleroni and Bradbury, 1993). Cette espèce a été très étudiée pour ses capacités 

de bioremédiation, et de promotion de la croissance/santé des plantes (Brooke, 2021; 

Mukherjee and Roy, 2016). Toutefois son utilisation en biotechnologie est limitée à cause de 

son potentiel pathogène pour l’homme (Brooke et al., 2017). Certains isolats 

environnementaux, initialement affiliés à l’espèce S. maltophilia, ont été regroupés en une 

nouvelle espèce, S. rhizophila (Minkwitz and Berg, 2001; Wolf et al., 2002). Contrairement à S. 

maltophilia, l’espèce S. rhizophila n’est pas capable de croître à 37°C, (Alavi et al., 2014) et peut 

utiliser le xylose comme source de carbone (Wolf et al., 2002). Les souches de S. rhizophila ont 

non seulement un potentiel de promotion de la croissance des plantes (Alavi et al., 2014; Pinski 

et al., 2020) mais également des capacités de bioremédiation via le stockage de métaux lourds 

comme le chrome, le cuivre, le plomb et le zinc (Gao et al., 2020; Sun et al., 2021) ou la 

dégradation de polluants environnementaux comme le polyvinyl alcohol (PVA) ou le diuron 

(Silambarasan et al., 2020).  
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2. Croissance des plantes  

Certaines souches de S. rhizophila favorise la croissance des plantes en mettant à disposition 

des nutriments essentiels et sont alors considérées comme des Plant Growth Promoting 

Bacteria ou PGPB. Ainsi, elles produisent des sidérophores, qui facilitent l'absorption de 

minéraux essentiels tels que le fer, solubilisent des composés comme le phosphate inorganique 

et le potassium, et produisent de l'ammoniac (A., Kumar et al., 2019; Silambarasan et al., 2020; 

Wang et al., 2022). De plus, elles contribuent activement à la promotion de la croissance des 

plantes en produisant de l'acide indolacétique (AIA), une hormone végétale de la classe des 

auxines qui régule notamment l'allongement et la division cellulaire, favorisant ainsi l'expansion 

des racines et l'absorption de nutriments supplémentaires dans le sol (Glick, 2012; Suckstorff 

and Berg, 2003). Les souches de S. rhizophila peuvent également produire l’ACC désaminase, 

une enzyme qui dégrade l’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC), un précurseur de 

l’éthylène. L’ACC désaminase permet alors de limiter l’action de l’éthylène, une hormone 

végétale produite en réponse à divers stress et inhibant la croissance des plantes (Glick et al., 

2007; Glick, 2012). En réponses aux exsudats racinaires de colza, la souche type S. rhizophila 

DSM14405 produit de la spermidine, un régulateur de croissance des plantes qui joue un rôle 

dans la germination des graines et l’élongation des racines (Alavi et al., 2013; Tiburcio and 

Alcázar, 2018). Lorsqu’elle est inoculée dans le sol, elle participe à l’amélioration de la nutrition 

du colza en recrutant des rhizobactéries diazotrophes comme les Cyanobactéries et les 

Actinobactéries et en promouvant l’ammonification (Y., Liu et al., 2021). Ceci permet alors 

d’améliorer la nutrition azotée des plantes qui voient leur teneur en azote et leur activités 

protéiques augmenter (Y., Liu et al., 2021). De plus, la présence de S. rhizophila DSM14405 dans 

la rhizosphère du colza préserve la diversité des espèces bactériennes au cours du 

développement de la plante. Ceci entraîne des modifications significatives dans les propriétés 

chimiques du sol, avec une augmentation notable de nutriments essentiels tels que 

l'aluminium, le potassium, le phosphore, l'ammonium et le nitrate (Y., Liu et al., 2021). L’impact 

de S. rhizophila DSM14405 sur le microbiote des plantes ne se limite pas à la part bactérienne 

puisque cette souche est également capable de favoriser la croissance des plantes de tomate 

en modifiant la structuration du microbiote fongique (Schmidt et al., 2012). Comme nous le 

verrons un peu plus tard, cet impact peut être dû à ses capacités antagonistes envers divers 

genres fongiques telles que Fusarium, Gaeumannomyces, Botrytis, Alternaria et Pythium 
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(Egamberdieva et al., 2011; Schmidt et al., 2012; Wolf et al., 2002). Le potentiel PGPB des S. 

rhizophila a également été mis en évidence chez la souche S. rhizophila FT2 isolée à partir de 

graines de réglisse chinoise Glycyrrhiza uralensis. Cette souche impacte positivement la 

germination des graines et la vigueur des plantules de G. uralensis (Wang et al., 2022). De plus, 

elle favorise l'augmentation des activités phosphatase et catalase dans le sol rhizosphérique et 

contribue à accroître les concentrations en azote et phosphore assimilables (Wang et al., 2022). 

Les bénéfices des S. rhizophila pour les plantes ne se limitent pas à la promotion de leur 

croissance. Ces souches démontrent également des capacités à protéger les plantes contre 

divers stress, qu'ils soient d'origine biotique, tels que les attaques par des agents pathogènes, 

ou abiotique, comme le stress salin (Egamberdieva et al., 2011).  

 

3. Mécanismes de résistance aux stress abiotiques 

Le stress salin, qui constitue l'un des principaux facteurs limitant la productivité agricole à 

l'échelle mondiale, entraîne des pertes significatives de rendement dans les cultures (Ha-Tran 

et al., 2021). Face à des conditions de forte salinité, les plantes peuvent améliorer leur tolérance 

grâce à la présence de microorganismes bénéfiques (Peng et al., 2023). Cette tolérance résulte 

en partie de la synthèse de solutés compatibles, également appelés osmoprotecteurs, par les 

bactéries. Cela favorise leur survie dans des environnements caractérisés par une osmolarité 

changeante, tels que la rhizosphère (Miller and Wood, 1996). Les bactéries de l’espèce S. 

rhizophila sont capable de synthétiser et d’accumuler des osmoprotecteurs tels que le 

tréhalose et le glycosylglycérol en réponse à un stress salin, leur permettant ainsi de résister 

jusqu’à des concentrations de 4% de NaCl (Hagemann et al., 2008; Roder et al., 2005; Wolf et 

al., 2002). Cette tolérance aux fortes concentrations en sel permet à ces bactéries de jouer un 

rôle essentiel dans la protection des plantes contre les stress salins (Zhuang et al., 2023). 

L'application de S. rhizophila DSM14405 sur les graines de colza permet par exemple de réduire 

l’effet d’un stress salin causé par 2% NaCl, en augmentant le taux de germination de 16% à 64% 

(Zhuang et al., 2023). Le stress salin génère un excès d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) 

dans les cellules végétales. Ces ROS, tels que les radicaux libres, peuvent endommager les 

composants cellulaires, y compris les protéines, les lipides et l'ADN, entraînant un stress 

oxydatif (Julkowska and Testerink, 2015). L’inoculation de S. rhizophila DSM14405 à une 
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concentration de 2.108 cellules par gramme de sol favorise les capacités antioxydantes du colza, 

ce qui permet à la plante de se protéger face au stress enduré (Zhuang et al., 2023). La 

protection des S. rhizophila face au stress salin intervient aussi sur les interactions bénéfiques 

entre la plante et d’autres bactéries associées. Par exemple, la souche S. rhizophila Sp-17 

améliore significativement l’interaction symbiotique entre le soja et l’endosymbionte 

Bradyrhizobium japonicum BDYD1 en condition de stress salin (75 mM NaCl) (Egamberdieva et 

al., 2016). En effet, l'augmentation de la salinité a pour effet de réduire la colonisation de B. 

japonicum BDYD1 dans la rhizosphère du soja, entraînant une inhibition de la croissance des 

tiges et des racines, ainsi que de la nodulation. Cependant, la co-inoculation de S. rhizophila ep-

17 et B. japonicum BDYD1 aboutit à des interactions synergiques qui se traduisent par 

l'amélioration de la longueur des racines et des tiges, une augmentation significative du poids 

sec des plantes, une meilleure absorption d'azote et de phosphore, ainsi qu'une augmentation 

significative du nombre de nodosités (Egamberdieva et al., 2016).  

 

4. Mécanismes de résistance aux stress biotiques 

Les bactéries de l'espèce S. rhizophila suscitent un intérêt considérable en raison de leur 

potentiel de biocontrôle, en particulier contre les agents phytopathogènes fongiques. Leurs 

propriétés antifongiques découlent en grande partie de leur capacité à sécréter diverses 

enzymes lytiques, notamment des lipases, chitinases, RNAases, DNAses, protéases et 

glucanases, ainsi que de leur capacité à produire de composés volatiles antifongiques ou 

fongistatiques (Berg et al., 2010; Reyes-Perez et al., 2019; Vespermann et al., 2007). Une 

souche marine de S. rhizophila peut par exemple protéger les manguiers contre Colletotrichum 

gloesporioides, un agent pathogène fongique responsable de l'anthracnose, en exerçant des 

activités lytiques β-1,3-glucanase et chitinase. De plus, cette souche produit des composés 

volatiles qui réduisent la croissance mycélienne du champignon de 50%, diminuent l'incidence 

de la maladie de 90%, et réduisent les diamètres des lésions de 80%. Cette bactérie produit 

également des sidérophores, ce qui la rend très compétitive pour les ressources et entraine 

l’inhibition de la germination des spores de C. gloesporioides à hauteur de 90% (Hernandez 

Montiel et al., 2017; Reyes-Perez et al., 2019). D'autres souches de S. rhizophila, telles que S. 

rhizophila KM01 et S. rhizophila KM02, inhibent la croissance mycélienne de P. ultimum par le 

biais de leur activité β-1,3-glucanase, réduisant ainsi l'incidence de la maladie chez les poivrons 
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(Lara-Capistran et al., 2020). Une autre souche de S. rhizophila est capable d’inhiber la 

germination des spores et la croissance mycélienne de F. proliferatum, ce qui lui permet de 

protéger le melon contre la pourriture du fruit provoquée par le champignon phytopathogène 

(Rivas-Garcia et al., 2018). Les bactéries de l’espèce S. rhizophila produisent de nombreux 

composés volatiles (Kai et al., 2007; Raio et al., 2023). La souche S. rhizophila P96, isolée de la 

rhizosphère du colza, produit 9 VOCs (Volatil Organic Compound) et est capable d’inhiber la 

croissance mycélienne de Rhizoctonia solani à hauteur de 94%. La souche S. rhizophila Ep2.2, 

isolée de la phyllosphère d’hibiscus de Syrie (hibiscus syriacus), produit jusqu’à 10 VOCs et est 

capable d’inhiber la croissance d’Alternaria alternata et Botrytis cinerea in vitro. Lorsqu'elle est 

inoculée sur les feuilles de tomates, S. rhizophila Ep2.2 parvient à réduire l'infection par B. 

cinerea tout en stimulant l'expression de gènes de défense chez la plante (Raio et al., 2023). En 

présence d'agents phytopathogènes, la protection des plantes par S. rhizophila ne se limite en 

effet pas à ses capacités antagonistes, mais elle inclut également sa capacité à renforcer les 

mécanismes de défense des plantes. Par exemple, lorsque le blé est exposé à F. 

pseudograminearum, S. rhizophila prolifère dans la rhizosphère du blé et améliore la croissance 

de la plante, tout en stimulant les gènes de défense de cette dernière (H., Liu et al., 2021). De 

la même manière, S. rhizophila FT2 protège le concombre, non seulement par ses activités 

antifongiques, mais aussi par sa capacité à induire la production d'enzymes de défense par la 

plante en présence du champignon pathogène F. oxysporum (Wang et al., 2022). Capable 

d’inhiber la croissance mycélienne de divers champignons phytopathogènes tels que 

Phyllosticta sp., F. acuminatum, B. cinerea Pers., F. oxysporum Sacc et Scutellariae botrytis, S. 

rhizophila FT2 permet également de réduire la pourriture des racines causée par F. acuminatum 

au niveau de l’angélique de chine (famille des Apiaceae) (Wang et al., 2022).  

Les S. rhizophila peuvent également avoir des activités antibactériennes et inhiber la croissance 

de bactéries phytopathogènes in vitro (Mourou et al., 2022; Torres-Cortés et al., 2019). Par 

exemple, La souche S. rhizophila BA102 inhibe la croissance de Xylella fastidiosa, l’agent 

pathogènes causant le syndrome du déclin rapide de l’olivier (Mourou et al., 2022). Cette 

inhibition est notamment due la sécrétion de molécules diffusibles dans l’environnement 

extérieur (Mourou et al., 2022). Deux autres souches, dont celle étudiée dans cette thèse, sont 

capable d’inhiber la croissance de la bactérie phytopathogène Xanthomonas campestris pv. 

campestris 8004 (Torres-Cortés et al., 2019).  
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5. Stenotrophomonas rhizophila et T6SS 

Bien que l'espèce S. rhizophila fasse l'objet de nombreuses études concernant ses effets 

bénéfiques sur la croissance et la protection des plantes, il existe encore très peu 

d'informations sur la présence et le rôle des T6SS chez cette espèce bactérienne.  

La souche type S. rhizophila DSM14005 possède un T6SS du groupe i4b (Alavi et al., 2014; 

Bayer-Santos et al., 2019). Des études de transcriptomique ont révélé que des stress salins à 2 

et 3% de NaCl induisent l’expression des gènes du T6SS chez cette souche (Alavi et al., 2013; Y., 

Liu et al., 2022).  En effet, après une période de 3 heures de culture liquide agitée, les gènes 

tssM, tssA, hcp, ainsi que trois gènes vgrG, présentent une surexpression. Cette réponse est 

observée à la suite de l'ajout d'une concentration de 3% de NaCl dans le milieu de culture 

lorsque les bactéries ont atteint la fin de leur phase exponentielle de croissance (Alavi et al., 

2013). De la même manière, Liu et al (2022) ont détecté la surexpression des gènes tssH (clpV), 

tssG, tssF, tssM, tagF ainsi que deux vgrG après 24h de culture liquide agitée en milieu LB 

contenant 2% de NaCl (Y., Liu et al., 2022). Dans leur étude, les chercheurs ont étudié 

l'implication du quorum-sensing (DSF-QS) dans la tolérance de S. rhizophila DSM14405 au 

stress salin. Leurs résultats mettent en évidence l’implication des molécules de signalisation de 

type DSF (Diffusible Signal Factor) dans la surexpression des deux gènes vgrG détectés, ce qui 

suggère une réponse coordonnée des bactéries dans l’utilisation de leur T6SS (Y., Liu et al., 

2022).  
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V. Objectifs de la thèse  

L’assemblage du microbiote des plantes est dynamique tout au long du développement des 

plantes et fait appel à de nombreux processus écologiques (Herrera Paredes and Lebeis, 2016). 

Le point initial de cet assemblage est le microbiote des graines, acquis à travers trois voies 

distinctes (interne, florale et externe) qui dépendent à la fois des microorganismes et de 

l’espèce végétale considérés. Certains taxons bactériens et fongiques semblent très adaptés à 

l’habitat graine et sont détectés dans les microbiotes de graine de plus de 20 espèces végétales 

différentes (Simonin et al., 2022). La sélection par l’hôte, l’environnement et les interactions 

entre microorganismes jouent un rôle clé dans l’assemblage du microbiote des graines. Lors de 

la germination des graines, les communautés microbiennes associées aux graines sont 

confrontées à l’invasion des microorganismes telluriques colonisant ce nouvel espace riche en 

nutriments (Nelson, 2004). Les compétitions microbiennes sont intenses et seulement une 

partie du microbiote des graines est capable de se transmettre aux plantules et de coloniser les 

différents compartiments de la plante en croissance (Abdelfattah et al., 2021; Johnston-Monje 

et al., 2021). Pour avoir accès à l’espace et aux ressources nutritives, les microorganismes 

utilisent des mécanismes d’interférence qui leur permettent de tuer leurs compétiteurs. Parmi 

eux, les T6SS sont des mécanismes d’antagonisme dépendants du contact qui se révèlent être 

des armes redoutables. Les T6SS sont très largement distribués au sein des bactéries associées 

aux plantes (Bernal et al., 2018). Cette prévalence sous-entend un fort avantage compétitif 

pour les bactéries porteuses d’un ou plusieurs T6SS lors de la colonisation de leur hôte. En plus 

de l’avantage compétitif que peut procurer les T6SS aux bactéries qui en ont, ce mécanisme se 

révèle être une arme efficace pour limiter les populations d’agents phytopathogènes in planta 

(voir section II.7.2). 

_________________________________Hypothèses_______________________________ 

Les bactéries porteuses d’un T6SS seraient plus compétitives et se transmettraient plus 

efficacement de la graine à la plantule 

~ 

La présence de compétiteurs possédant un ou plusieurs T6SS pourrait altérer la transmission 

des agents pathogènes soit indirectement en influençant l’assemblage des communautés 

microbiennes, soit directement en exerçant une activité contre ces agents pathogènes 
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Pour répondre à ces hypothèses, ce projet de thèse porte sur l’étude du T6SS de 

Stenotrophomonas rhizophila CFP13503, une souche bactérienne isolée de graines de radis. 

Cette bactérie se transmet efficacement aux plantules en conditions gnotobiotiques (Simonin 

et al., 2023). Elle est également capable d’inhiber la croissance du phytopathogène 

Xanthomonas campestris pv. campestris 8004 (Xcc8004) avec qui elle partage une proximité 

phylogénétique et métabolique (Torres-Cortés et al., 2019).  

 

_________________________________Questions_________________________________ 

(1) Est-ce que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 exerce une activité d’antibiose de 

contact via son T6SS vis-à-vis de la bactérie phytopathogène Xcc8004 ? 

(2) Est-ce que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 influence la transmission de Xcc8004 de 

la graine à la plantule ?  

(3) Est-ce que le T6SS influence la transmission de S. rhizophila CFBP13503 de la graine à 

la plantule lorsqu’elle est en compétition avec Xcc8004 ?  

(4) Est-ce que d’autre bactéries associées au microbiote des graines sont sensibles au T6SS 

de S. rhizophila CFBP13503 ? 

(5) Est-ce que les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. rhizophila 

CFBP13503 influencent la dynamique de structuration des communautés 

bactériennes ? Est-ce que la composition des communautés influence cet impact ?  

(6) Est-ce que les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. rhizophila 

CFBP13503 interfèrent dans la transmission du microbiote des graines et du sol aux 

plantules ?  

(7) Est-ce que les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS favorisent la 

transmission de S. rhizophila CFBP13503 à la plantule lorsqu’elle est en compétition 

avec le microbiote de la graine et celui du sol ?  

(8) Est-ce que la composition du microbiote de la graine à une influence sur la transmission 

de S. rhizophila CFBP13503 ?  
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CHAPITRE 1 
Caractérisation du T6SS de S. rhizophila CFBP13503  

et impact sur la transmission de l’agent phytopathogène 

Xanthomonas campestris pv. campestris 8004  
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I. Objectifs et stratégies 

 

Le séquençage « long read » du génome de S. rhizophila CFBP13503 a révélé la présence d’un 

cluster T6SS au sein du génome de cette souche. Le premier objectif a donc été de :  

(1) Décrire le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 :   

• Déterminer à quel groupe il appartient par des analyses phylogénétiques. 

• Décrire son organisation génomique. 

• Identifier ses effecteurs potentiels et leurs activités. 

Comme peu de choses sont connues sur les T6SS des bactéries du genre Stenotrophomonas et 

ce, malgré leur intérêt pour les biotechnologies ou l’inquiétude que suscitent certaines espèces 

en tant que pathogènes humains émergents, il est apparu important d’étudier la distribution 

des T6SS au sein du genre Stenotrophomonas. En effet, est-ce que les T6SS sont prévalents 

au sein de ce genre ? Est-ce que toutes les S. rhizophila ont un T6SS ?  

 

Des études préliminaires menées par l’équipe de recherche ont révélé que lorsque S. rhizophila 

CFBP13503 et Xcc8004 sont en contact sur boite de Petri, la population de Xcc8004 diminue 

après 24h de confrontation. Est-ce que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 est impliqué dans 

cette antibiose de contact ? Cette question a amené au deuxième objectif de ce chapitre :  

(2) Evaluer le rôle du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 dans les compétitions inter-

bactériennes et l’antibiose par contact de Xcc8004.  

Pour répondre à cet objectif et démontrer les différents impacts du T6SS dans cette thèse, nous 

avons construit des mutants de délétion dans le but de rendre le T6SS de S. rhizophila 

CFBP13503 non fonctionnel. Deux gènes structuraux du T6SS ont été ciblés : hcp et tssB. La 

construction de ces mutants nous a permis de comparer le phénotype sauvage et le phénotype 

mutant afin d’évaluer le rôle du T6SS dans l’antibiose envers Xcc8004.  

 

Finalement, nous avons évalué l’hypothèse que les bactéries possédant un T6SS pourraient 

limiter la transmission des agents phytopathogènes de la graine à la plantule. Ainsi, notre 

dernier objectif était le suivant :  
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(3) Evaluer l’impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la transmission de Xcc8004 

de la graine à la plantule.  

Xcc8004 a été co-inoculée sur graine de radis avec la souche sauvage ou le mutant Δhcp de S. 

rhizophila CFBP13503. Les populations bactériennes ont été dénombrées à différents stades 

de développement (graine, graine germée et plantule) afin d’évaluer à quel moment un effet 

du T6SS sur la transmission de Xcc8004 pouvait être observé. Ces tests de transmission ont été 

effectués en conditions gnotobiotiques, à partir de graines stérilisées, afin de limiter les 

observations aux interactions entre les deux bactéries et la plante.  

 

II. Contribution des auteurs 

Dans ces travaux, j’ai réalisé les expériences, les analyses, la production des figures et la 

rédaction de l’article, conjointement avec Alain SARNIGUET et Matthieu BARRET. Martial 

BRIAND a entrepris l’assemblage et l’annotation du génome de S. rhizophila CFBP13503 et m’a 

aidé pour les analyses phylogénétiques des Stenotrophomonas et la phylogénie des T6SS au 

sein des Lysobacteraceae. Laure JOURNET m’a donné son appui et son expertise pour 

l’identification des effecteurs potentiels associés au T6SS de S. rhizophila CFBP13503. Elle a 

également participé à la rédaction de l’article sur la partie des effecteurs. Chrystelle BRIN, 

Agathe BRAULT et Anne PREVEAUX m’ont respectivement aidé pour la construction des 

mutants de délétion et la complémentation des mutants, les tests de confrontations in vitro et 

les tests de transmission in planta. Finalement, Marie SIMONIN m’a apporté son aide et son 

expertise sur le microbiote des graines et les tests de transmission au niveau du radis. 

L’ensemble des auteurs a participé à l’édition et à la révision de l’article ci-dessous, accepté 

pour publication dans Molecular Plant Microbiology en novembre 2023.  

  

III. Résultats  
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SUPPLEMENTARY DATA 

 

 

FIGURE S1. Type VI secretion system (T6SS) distribution among Stenotrophomonas sp. Interactive circle 

packing representation of Stenotrophomonas sp. genomes (n = 835). Overall genome relatedness was 

assessed by comparing the percentage of shared 15-mers. Each dot represents a genome sequence, 

colour-coded based on the T6SS group. The genomes were grouped using two distinct thresholds to 

assess species-specific relationships (0.5) and interspecies relationships (0.25).  

The interactive figure is available following the link : Figure S1 

 

 

https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Fmpp.13412&file=mpp13412-sup-0001-Figure_S1.html
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FIGURE S2. Clustering of Stenotrophomonas genome sequences. Circle packing representation of 

Stenotrophomonas sp. genomes (n = 835). Overall genome relatedness was assessed by comparing the 

percentage of shared 15-mers. Each dot represents a genome sequence. The coloured dots represent 

the type strains of each described Stenotrophomonas species. The genomes were grouped using two 

distinct thresholds to assess species-specific relationships (0.5) and interspecies relationships (0.25). 
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FIGURE S3. Dynamics of Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc8004) and Stenotrophomonas 

rhizophila CFBP13503 populations in confrontation from 0 to 48 h. Confrontation between Xcc8004 and 

(i) CFBP13503 wild-type, (ii) type VI secretion system (T6SS)-deficient mutants Δhcp (a) and ΔtssB (b) in 

TSA10 medium for 6, 24 and 48 h. Colony-forming units (CFU) of Xcc8004 and CFBP13503 populations 

were quantified on TSA10 supplemented with rifampicin and ampicillin-streptomycin, respectively. The 

averages ± SD of six replicates are plotted. Statistical analyses were performed using Dunn’s multiple 

comparison test (*p < 0.05, **p < 0.005,  ****p < 0.00005). 
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FIGURE S4. Bactericidal activity of Stenotrophomonas rhizophila CFBP13503 against Xanthomonas 

campestris pv. campestris 8004 (Xcc8004) in liquid medium. Confrontation between Xcc8004 and S 

CFBP13503 wild-type, or type VI secretion system (T6SS)-deficient mutants (Δhcp and ΔtssB) in TSB10 

(liquid medium) for 6 and 24 h. Colony-forming units (CFU) were quantified on TSA10 supplemented 

with rifampicin. The averages ± SD of three replicates are plotted. Statistical analyses were performed 

using Dunn’s multiple comparison test (*p < 0.05). 
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TABLE S1. Strains and plasmids used in this study. 

 

 

TABLE S2. Primers used for type VI secretion system (T6SS) mutant constructions. 

  

Strain or plasmid Description Reference

Strains

E. coli

DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ–

Sambrook et al. 1989

MFDpir MG1655 RP4-2-Tc::[ΔMu1::aac(3)IV-ΔaphA-Δnic35-ΔMu2::zeo] ΔdapA::(erm-pir) ΔrecA Ferrières et al. 2010

S. rhizophila

CFBP13503 Wild type; Spe
R
 Amp

R
Rezki et al. 2016

CFBP13503Δhcp CFBP13503 hcp  deletion mutant This study 

CFBP13503Δhcp ::hcp CFBP13503 hcp  deletion mutant complemented This study 

X. campestris pv. campestris

Xcc8004::GUS-GFP Rif
R
; GUS

+
 GFP

+
Cerutti et al. 2017

Plasmids

pEX18Tc TcR; oriT +  sacB + lacZ + , gene replacement vector with MCS from pUC18 Hoang et al. 1998

pEX18Tc-Δhcp pEX18Tc containing 500-pb sequences flanking hcp This study

pEX18Tc-hcp pEX18Tc carrying hcp  and its regulatory regions This study

Name Sequence

hcp -flanking regions

Hcp-pEX18-UpF 5'-GCCTGCAGGTCGACTCTAGAGCTCATCGCGGAAAAATCC-3'

Hcp-UpR-(DnF) 5'-GCTCGTGTGAATCTGTCGTACACGGTCGAGTTGCTG-3'

Hcp-DnF 5'-CGACAGATTCACACGAGC-3'

Hcp-pEX18-DnR 5'-GTACCCGGGGATCCTCTAGACGTTGGATCTCGCAGTAC-3'

hcp  mutants validation 

Hcp-CDS-F TCAAACGGCGTAGTTCGGAA

Hcp-CDS-R CAGATATGCAGCACGCTTTCC

hcp  mutant and complemented mutant sequencing 

hcp-312F 5'-CGTTCGTAATAGGGCAGCAGA-3'

hcp-981R 5'-GCCGTTTGATGTAGTGTCGC-3'

hcp-754F 5'-TTGAACACATGCCCTCCCC-3'

hcp-1568R 5'-TGCAGCGACGTTTTTCCAAG-3'

hcp-1405F 5'-ATCCTTGTGCTTGTCGTCGT-3'

hcp-2063R 5'-GGTTTCATTCCGCTGGTCCA-3'

tssB -flanking regions

TssB-pEX18-UpF 5'-GCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGTGGAGGTCTGCTGGCAC-3'

TssB-UpR-(DnF) 5'-TTCGTGGTGGGCGTGCAGATCGAACCGCTGC-3'

TssB-DnF 5'-CACGCCCACCACGAA-3'

TssB-pEX18-DnR 5'-GTACCCGGGGATCCTCTAGAGCCATCGTTGCCGCC-3'

tssB  mutants validation 

TssB-UpF GGTGGAGGTCTGCTGGCAC

TssB-DnR GCCATCGTTGCCGCC

TssB-DelR GGTCTATCGCGTCGCCAA

tssB  mutant and complemented mutant sequencing 

tssB-2356F GGCAGGCGACCCAGGAAG

tssB-3001F TCGGACTTGGCGACCTTG

tssB-3630F GTTACTGCGTGCGGATCA

tssB-3155R AACAACACCGAACAGCTCAAG

tssB-3800R GCCGTGCTTGAAGATCCCAA

tssB-4429R AAGACAGTGTGAAAAACGGCA
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IV. Conclusions  

Les T6SS sont sous-représentés au sein du genre Stenotrophomonas. Ces résultats sont en 

adéquation avec une étude parue parallèlement sur la distribution des T6SS au sein des 

Stenotrophomonas mais utilisant des méthodes d’analyse différentes (Crisan et al., 2023). Les 

bactéries de l’espèce S. rhizophila possèdent toutes un T6SS appartenant au groupe i4b qui 

semble donc conservé au sein de cette espèce. Cependant les génomes de cette espèce sont 

encore peu représentés dans les bases de données. 

S. rhizophila CFBP13503 possède un cluster T6SS i4b associé à 9 effecteurs potentiels : deux 

effecteurs de type lipase (Tle), un effecteur de type muramidase (Tae), un effecteur homologue 

à la toxine formant des pores VasX et deux effecteurs PAAR-Rhs-CT de type DNase (Tde). Les 

activités potentielles des trois derniers effecteurs n’ont pas pu être identifiées.  

Le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 est impliqué dans les compétitions inter-bactériennes. Il 

est ainsi impliqué dans l’antibiose par contact de Xcc8004 et permet de limiter la transmission 

de l’agent phytopathogène de la graine de radis à la plantule. Cette antibiose est détectée 

dès la germination des graines et son impact sur la population de Xcc8004 perdure au niveau 

des plantules. Les résultats des tests de transmission ont également permis de mettre en 

évidence l’expression, la production et l’utilisation du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 in 

planta. En revanche, la présence d’un T6SS fonctionnel ne semble pas conférer d’avantage 

compétitif à S. rhizophila CFBP13503 qui ne voit pas sa population augmenter malgré l’antibiose 

envers Xcc8004. 

Ces premiers résultats ont permis de répondre en partie à l’hypothèse : les bactéries 

possédant un T6SS peuvent limiter la transmission d’agents phytopathogènes de la graine à 

la plantule. Toutefois, il est à considérer que les tests de transmission ont été réalisés en 

conditions gnotobiotiques, en l’absence d‘autres compétiteurs du microbiote de la graine et du 

microbiote du sol.  
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Compte tenu de la diversité des effecteurs associés au T6SS de S. rhizophila CFBP13503 et de 

son implication démontrée dans l’antibiose de Xcc8004, on peut alors se poser les questions 

suivantes : 

• Est-ce que d’autres bactéries du microbiote des graines sont sensibles au T6SS de S. 

rhizophila CFBP13503 ?  

• Est-ce que son activité antibactérienne peut impacter la dynamique de structuration de 

communautés bactériennes ?  

• Quel est son impact sur la transmission du microbiote des graines et l’invasion des 

communautés telluriques lors de la transition graine-plantule ?  

• Confère-t-il un avantage compétitif à S. rhizophila CFBP13503 lorsque celle-ci est 

confrontée à des communautés microbiennes complexes lors de sa transmission de la 

graine à la plantule ?  

  

 



 

 

  



    

 

 

122 

 
 
 
 

CHAPITRE 2 
Impact du T6SS sur la structuration de communautés 

bactériennes synthétiques et sur leur dynamique de 

transmission de la graine à la plantule 
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I. Objectifs et stratégies  

 

Ce deuxième chapitre aborde la question de l’impact du T6SS dans un contexte de 

communautés microbiennes dans le but de répondre à l’hypothèse que les compétitions 

microbiennes médiées par le T6SS pourraient impacter la structuration des communautés 

microbiennes associées aux graines et leur dynamique de transmission de la graine à la 

plantule.  

Comme le microbiote des graines est très variable d’une graine à l’autre et que l’inoculation 

d’une souche bactérienne comme S. rhizophila CFBP13503 aurait un impact énorme sur 

l’équitabilité de la distribution des taxons au niveau des graines, la stratégie a été d’utiliser une 

approche de communautés bactériennes synthétiques (SynComs) composées exclusivement 

de bactéries isolées de graines afin d’obtenir une colonisation initiale moins variable entre les 

graines.  

On sait que les T6SS sont très prévalents au niveau des bactéries associées aux plantes (Bernal 

et al., 2018). Toutefois, nous savons également que ces bactéries peuvent provenir à la fois des 

graines mais aussi de l’environnement. Est-ce que les T6SS sont prévalents chez les bactéries 

associées aux graines ? Cette question nous a amené au premier objectif de ce chapitre : 

(1) Evaluer la distribution des T6SS au sein des bactéries associées aux graines. 

Mieux comprendre les caractéristiques des bactéries associées aux graines permettrait de 

construire différentes SynComs en faisant varier le nombre de compétiteurs T6SS et la 

proximité phylogénétique entre les souches afin d’atteindre notre deuxième objectif : 

(2) Evaluer l’impact des compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. 

rhizophila CFBP13503 sur la structuration de communautés bactériennes 

synthétiques in vitro.   

Pour répondre à cet objectif, différentes SynComs ont été construites et confrontées à la 

souche sauvage ou au mutant Δhcp de S. rhizophila CFBP13503. Les abondances relatives des 

souches bactériennes ont été évaluées par métabarcoding gyrB. Ce second objectif avait 

également pour but de déterminer le profil de sensibilité/résistance des bactéries au T6SS de 

S. rhizophila CFBP13503 en évaluant quelles souches étaient appauvries ou enrichies en 
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présence de la souche sauvage par rapport au mutant Δhcp. Ces profils nous ont permis de 

construire deux nouvelles SynComs afin de répondre à nos deux derniers objectifs :  

(3) Evaluer l’impact des compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. 

rhizophila CFBP13503 sur la transmission du microbiote des graines et celui du sol à 

la plantule.  

(4) Evaluer si les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS confèrent un 

avantage compétitif à S. rhizophila CFBP13503 lors de sa transmission de la graine à 

la plantule lorsqu’elle est confrontée au microbiote des graines et à celui du sol.  

 

II. Contribution des auteurs  

Dans ces travaux, j’ai réalisé la production des figures et la rédaction de l’article, conjointement 

avec Alain SARNIGUET et Matthieu BARRET. J’ai également mis au point et réalisé les 

expériences de confrontations en communautés synthétiques. Agathe BRAULT a obtenu les 

variants résistants à la rifampicine et nous avons conjointement effectué les tests de 

confrontation par paire. Anne PREVEAUX m’a aidé pour les tests de transmissions, de la mise 

en place du plan expérimental aux tests. Les banques d’amplicon ont été réalisées 

conjointement avec Coralie MARAIS et le plateau ANAN (SFR QuaSaV). Matthieu BARRET a 

participé aux analyses métabarcoding ainsi qu’aux analyses phylogénétiques. Finalement, 

Marie SIMONIN a apporté son expertise sur les tests en communautés synthétiques et le 

microbiote des graines. Elle a également construit la figure représentant l’abondance et la 

prévalence des ASVs gyrB des bactéries sélectionnées au niveau des échantillons de graines de 

radis et de colza. L’ensemble des auteurs a participé à la révision de cet article.  

  

III. Résultats  
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ABSTRACT 

Aim: Seeds harbor diverse microbial communities important for plant growth and health. 
During germination, seed exudation triggers intense microbial competition, shaping the 
communities transmitted to seedlings. This study aims to explore the role of the bacterial type 
VI secretion system (T6SS)-mediated interference competition in seed microbiota transmission 
to seedlings. 

Methods: The distribution of T6SS in seed-associated bacteria was assessed among 180 seed 
isolate genomes. We then focused on the radish seed-borne bacterium Stenotrophomonas 
rhizophila CFBP13503, which possesses one T6SS cluster involved in interbacterial competition. 
The wild-type strain and its isogenic T6SS-impaired mutant were compared in in vitro 
confrontation assays for their influence on the dynamics of 5 synthetic communities (SynComs) 
of seed-borne bacteria from 9 distinct families. Additionnaly, the impacts of T6SS on the 
dynamics of the bacterial communities during seed-to-seedling transmission were investigated 
by inoculating sterilized radish seeds, sown in soil, either with CFBP13503 alone (or its T6SS 
mutant) or in co-inoculation with 2 SynComs. 

Results: T6SS is highly prevalent in seed-associated bacteria, with 61.7% possessing at least one 
T6SS. The significant impact of CFBP13503 T6SS on a range of SynCom dynamics in in vitro 
confrontations revealed a phylogenetic signal outlining a susceptible/resistant profile aligned 
with taxonomic and metabolic distances. The T6SS influence on the abundance of a few specific 
bacterial taxa during seed-to-seedling transmission depended on seed microbial initial 
inoculation and plant stage. Depending on the sensitivity of co-inoculated competitors, T6SS 
could provide a competitive advantage to CFBP13503, resulting in an increased population size. 
However, the T6SS of CFBP13503 was not the primary driver of community structuring when 
competing with soil microbiota. 

Conclusion: The high prevalence of T6SS in seed-borne bacteria supports the importance of 
T6SS-mediated competition for seed microbiota assembly. In vitro, CFBP13503 T6SS exerts a 
strong impact on bacterial community dynamics. The susceptibility to T6SS increases with the 
phylogenetic and metabolic proximity of bacteria to CFBP13503, suggesting an influence of 
interspecies trophic patterns in T6SS-mediated competitions. In planta and soil, CFBP13503 
T6SS influences specific bacterial taxa, leading to shifts in bacterial interactions and distinct 
community dynamics. T6SS-mediated competition plays a pivotal role in shaping seed bacterial 
communities and the dynamics of seed-to-seedling transitions. 
. 
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1 | INTRODUCTION 

Seeds serve as a vector for the dissemination of numerous plant-associated microorganisms 

(Simonin et al., 2022). While seeds are often considered the starting point for plant microbiota 

assembly (Shade et al., 2017), the percentage of seed-borne microorganisms successfully 

transmitted to seedlings is quite variable (Johnston-Monje et al., 2021; Kim et al., 2022; 

Rochefort et al., 2021; Yang et al., 2017). These variations in seedling transmission of seed-

borne microbes may be attributed to competition with soil-borne taxa for seedling 

colonization (Walsh et al., 2021). This competition between microorganisms is the result of 

the exudation of numerous molecules during seed imbibition, which creates a specific habitat 

- the spermosphere (Nelson, 2004). Like other habitats (i.e. rhizosphere and phyllosphere), 

the nature and quantities of exudates is an important driver of microbial community 

composition (Olofintila and Noel, 2023). This is perhaps even more striking within the 

spermosphere since the plant defense responses appear to be not induced during germination 

(Darrasse et al., 2010; Ortega-Cuadros et al., 2022). Hence competition for resources between 

micro-organisms is probably a key factor for successful seedling colonization. 

Microbial competition could be broadly divided into exploitative and interference 

competitions (Granato et al., 2019). The former is based on the rapid and efficient use of 

resources, a strategy used by copiotroph (Koch, 2001). High relative abundance of 

copiotrophic bacterial taxa have been reported in seedlings (Barret et al., 2015; Torres-Cortés 

et al., 2018) and spermospheres (Olofintila and Noel, 2023) of different plant species. These 

observations suggested that this life history strategy is important for seed to seedling 

transmission. In contrast to exploitative competition, interference competition relies on 

limiting the access of other microorganisms to resources through the production of 

antimicrobial compounds (Granato et al., 2019). Among the wide range of mechanisms used 

to inhibit microbial growth, contact-dependent mechanisms based on the Type VI Secretion 

System (T6SS) have been well studied (Allsopp et al., 2020; Pukatzki et al., 2007). 

T6SS is a contractile nanomachine found in many gram-negative bacteria. T6SSs are 

categorized into four subtypes: T6SSi mainly found in Pseudomonadota (Proteobacteria) and 

subdivided into subgroups (i1 to i5) based on various studies (Barret et al., 2011; Bayer-Santos 

et al., 2019; Bernal et al., 2018; Boyer et al., 2009), T6SSii specific to Francisella (de Bruin et 
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al., 2007; Clemens et al., 2015), T6SSiii present in Bacteroidetes (Russell et al., 2014), and T6SSiv 

found in Amoebophilus asiaticus (Böck et al., 2017). T6SS is used by bacteria to inject effectors 

directly into prokaryotic or eukaryotic cells and, for few, in proximal environments (Allsopp 

and Bernal, 2023). It is composed of fourteen core component proteins. Toxic effectors are 

associated with the arrow of the system composed of the Hcp tube capped with the 

VgrG/PAAR spike. Surrounded by a contractile sheath, the arrow is propelled by mechanical 

force, allowing the delivery of toxic effectors into the target cell. Effectors are associated with 

cognate immunity proteins to prevent cell self-intoxication. Other non-immune defense 

mechanisms can also provide protection against T6SS attack, such as spatial separation and 

rapid growth, general stress responses, and the presence of physical barriers preventing T6SS 

from reaching its target (Hersch et al., 2020; Robitaille et al., 2021). 

Competition-relatedness theory postulates that competition should be more intense between 

closely related species that may share similar functions and substrate affinities. Antagonism 

experiments between bacterial strains from a diverse range of phyla confirm this theory 

(Russel et al., 2017) but its demonstration was only based on diffusible toxic compounds.  

In this work, we focus on Stenotrophomonas rhizophila CFBP13503, a seed-borne bacterial 

strain isolated from radish (Rezki et al., 2018) that displays a high transmission rate from seed 

to seedling (Simonin et al., 2023). S. rhizophila CFBP13503 possesses a T6SS cluster, which kills 

the phytopathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. campestris 8004 (Xcc8004) in 

vitro and limits Xcc8004 populations in planta (Garin et al., 2024). Hence S. rhizophila 

CFBP13503 is a good candidate for studying the influence of interference competition 

mediated through T6SS in seedling community assembly. This study investigates the 

distribution of T6SS among seed-associated bacteria, exploring its impact on bacterial 

community dynamics in vitro using a synthetic community (SynCom) approach. Additionally, 

the SynCom approach was employed for in planta transmission assays to analyze the role of 

T6SS in shaping bacterial community dynamics during the transmission from seed to seedling. 
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2 | MATERIALS & METHODS 

2.1 | Bacterial strains and growth conditions  

The bacterial strains used in this study are listed in Table S1. Bacteria were grown at 28°C on 

Tryptic Soy Agar 1/10 strength (TSA10%: 17 g.l-1 tryptone, 3 g.l-1 soybean peptone, 2.5 g.l-1 

glucose, 5 g.l-1 NaCl, 5 g.l-1 K2HPO4, and 15 g.l-1 agar) or Tryptic Soy Broth 1/10 strength 

(TSB10%) supplemented with rifampicin (50 µg.ml-1).  

 

2.2 | Phylogenetic analysis, prediction of functional trait and assessment of T6SS 

distribution  

Phylogenomics of 180 bacterial genomes was performed using the following procedure 

https://doi.org/10.5281/zenodo.46122. Briefly, marker genes were extracted with 

AMPHORA2 (Wu and Scott, 2012). A total of 24 single-copy genes detected in all genome 

sequences were selected for subsequent phylogenetic analysis. Sequence alignment was 

performed with MUSCLE. Alignments were concatenated and a maximum likelihood 

phylogenetic tree was built with RAxML v8 (Stamatakis, 2014). Phylogenetic tree was 

displayed and annotated with iTol v6.8 (Letunic and Bork, 2021). The pairwise phylogenetic 

distances between S. rhizophila CFBP13503 and each bacterial strain was computed with the 

cophenetic.phylo function of the ape v5.7.1 package (Paradis and Schliep, 2019). 

Prediction of functional traits from bacterial genomes was performed with microTrait v1.0.0 

(Karaoz and Brodie, 2022). Resource acquisition traits (at granularity 3) were selected. The 

resource overlap between CFBP13503 and other bacterial strains was assessed by calculating 

the ratio of the number of common resource traits between CFBP13503 and a bacterial strain 

to the total number of resource traits of CFBP13503. 

Detection of T6SS within genome sequences is based on the search for 10 Clusters of 

Orthologous Groups (COG3515, COG3516, COG3517, COG3518, COG3519, COG3520, 

COG3521, COG3522, COG3455, COG3523) specifics to T6SS (Barret et al., 2013). Classification 

of T6SS was performed through analysis of TssB protein sequences (COG3516) with the 

SecReT6 database v3 (Zhang et al., 2023). 

 

 

 

https://doi.org/10.5281/zenodo.46122


   CHAPITRE 2 

 

 

130 

2.3 | In vitro SynCom confrontation assays 

Forty-five bacterial strains isolated from seeds of radish and rapeseed were selected for in 

vitro confrontation assays (Figure 1a). These strains possess unique gyrB Amplicon Sequence 

Variants (ASVs) that are abundant and prevalent in seed microbiomes (Figure 1c). These 

strains were divided into 5 synthetic communities (SynComs) with different phylogenetic 

diversity (Faith’s index) and number of T6SS loci (hereafter T6SS richness) (Figure 1b, 1d). Each 

of these 5 SynComs were supplemented with Xcc8004, a strain previously identified as 

sensitive to the T6SS of S. rhizophila CFBP13503 (Garin et al., 2024). Finally, each SynCom was 

mixed with either the WT strain S. rhizophila CFBP13503 or the isogenic T6SS deficient-mutant 

Δhcp impaired in T6SS functioning (Garin et al., 2024). 

To construct each SynCom, bacterial strains were cultured overnight in 10 ml of TSB10% at 

28°C under constant agitation (150 rpm). Overnight cultures were centrifuged (4,000 g, 8 min) 

and the resulting pellets were resuspended in sterile water at a bacterial concentration of 

5.108 cells.ml-1. Bacterial concentrations were determined according to correspondence 

between OD600nm and number of colony-forming units (CFUs). SynCom were obtained by 

mixing equivalent volumes of each bacterial suspension (n=10). These initial SynCom mixtures 

were then combined with equal volumes of S. rhizophila CFBP13503 or the isogenic T6SS 

deficient mutant, resulting in confrontation mixtures containing 50% of S. rhizophila and 50% 

of the other SynCom members. Twenty µl drops (n=10) were spotted on TSA10% and 

incubated at 28°C for 6 and 24 hours (4 repetitions per SynCom). Simultaneously, 500 µl of 

each initial confrontation mixture were centrifuged (11,000 g, 5 min) and the resulting pellets 

were stored at -80°C for subsequent DNA extraction. After 6 and 24 hours of confrontation, 

inoculated spots were resuspended in 1.5 ml and 5 ml of sterile water, respectively. 500 µl of 

these cell suspensions were centrifuged (11,000 g, 5 min) and the pellets were stored at -80°C. 

DNA extraction was performed with the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) 

using supplier recommendations. 

The relative abundance of each bacterial strain was assessed using gyrB amplicon sequencing 

(see below). To evaluate the enrichment or depletion of bacterial strains in response to the 

T6SS of S. rhizophila CFBP13503, we use the following formula log2[(ab6h/ab0h)WT / 

(ab6h/ab0h)Δhcp], which measures change in relative abundance (ab) between the initial (0h) 

and 6-hour time points (6h) in presence (WT) and absence (Δhcp) of functioning T6SS. 
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Figure 1. Overview of experimental designs. The impact of S. rhizophila CFBP13503 T6SS on the 

composition of synthetic communities (SynCom) was assessed in vitro across five SynComs and in planta 

across 2 Syncoms (a). Phylogenetic relationships of the selected bacterial strains, presence of a T6SS 

cluster and distribution within SynComs are depicted in (b). Prevalence and abundance of the 

corresponding gyrB ASV in seed samples of radish and rapeseed are based on a seed microbiome meta-

analysis (Simonin et al. 2022) (c). The theoretical and observed phylogenetic diversity (Faith’s index) 

(=PD) of each SynComs is illustrated in (d).  
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2.4 | Pairwise confrontation assay in vitro  

Change in strain abundance following confrontation with CFBP13503 WT or the isogenic T6SS-

deficient mutant was validated by pairwise confrontation assays. Fourteen phylogenetically 

distinct strains were selected and spontaneous rifampicin-resistant (RifR variants) were 

subsequently generated. Growth monitoring was carried out in TSB10% during 24h under 

constant agitation (500 rpm) at 28°C for selecting RifR variants without fitness differences. 

S. rhizophila CFBP13503, CFBP13503Δhcp and the selected RifR bacterial strains were cultured 

overnight in 10 mL of TSB10% at 28°C under constant agitation (150 rpm). Overnight cultures 

were centrifuged (4,000 g, 8 min) and the resulting pellets were resuspended in sterile water 

at an OD600nm of 0.5, (approximately 109 cells.ml-1). One hundred µl of RifR bacterial suspension 

and 100 µl of S. rhizophila CFBP13503 (WT or Δhcp) suspensions were mixed. As a control, 100 

µl of bacterial suspensions were mixed with 100 µL of sterile water. Three individual 20 µl 

drops were deposited on TSA10% and incubated at 28°C for 6 hours and 24 hours. Inoculated 

spots were resuspended in 2.5 ml of sterile water, serial diluted and plated on TSA10% either 

containing spectinomycin (50 µg.ml-1) and ampicillin (100 µg.ml-1) for S. rhizophila or 

rifampicin (50 µg.ml-1) for the RifR bacterial strains. 

 

2.5 | Impact of the T6SS of CFBP13503 on bacterial communities’ compositions during 

seedling transmission 

The impact of S. rhizophila CFBP13503 T6SS on seedling transmission was evaluated by 

inoculating sterilized radish seeds (Raphanus sativus var. Flamboyant5) with S. rhizophila 

CFBP13503 WT or the isogenic T6SS-deficient mutant. Both strains were inoculated on radish 

seeds alone or in the presence of two SynComs, SCA and SCB (Figure 1a).  SCA was composed 

of 4 T6SS-sensitive strains (CFBP8803, CFBP13510, CFBP13709 and CFBP13725), whereas SCB 

was assembled with 2 T6SS-sensitive strains (CFBP8753 and CFBP13505) and 2 T6SS-resistant 

strains (CFBP13531 and CFBP13644). The relative abundance of each strain was measured 

using gyrB amplicon sequencing on 8 individual seeds just before sowing (0 dpi), 8 individual 

germinated seeds after sowing (1 dpi) and 8 individual seedlings (5 dpi). 

Bacterial suspensions were prepared at a concentration of 109 cells.ml-1 from 24h TSA10% 

plates.  SynCom were obtained by mixing equivalent volumes of each bacterial suspension 

(n=4). These initial SynCom mixtures were then combined with equal volumes of S. rhizophila 
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CFBP13503 or the isogenic T6SS deficient mutant, resulting in mixtures containing 50% of S. 

rhizophila and 50% of the other SynCom members Additionally both S. rhizophila strains (WT 

or Δhcp) were mixed with an equivalent volume of sterile water.  

Radish seeds were surface-sterilized using the protocol employed in Simonin et al., 2023. 

Briefly, seeds were sonicated (40 Hertz, 1 min), then immersed in 96° ethanol (1 min), 2.6% 

sodium hypochlorite (5 min), 96° ethanol (30 s) and rinsed three times with sterile water. 

Sterilized seeds were dried (30 min) on sterile paper and distributed in subsamples of 60 

seeds. These subsamples were inoculated with: sterile water (uninoculated control), 

CFBP13503WT, CFBP13503Δhcp, SCA+CFBP1503WT, SCA+CFBP13503Δhcp, 

SCB+CFBP13503WT, SCB+CFBP13503Δhcp and incubated at 20°C (70 rpm, 15 min) before 

being dried on sterile paper (15 min). Forty seeds from each condition were subsequently 

sown in seedling cell trays containing unsterile, pre-moistened potting soil at a depth of 5mm. 

The trays were then placed in a growth chamber (photoperiod: 16h/8h, 20°C). Eight remaining 

seeds were individually resuspended in 1.5 ml of sterile water by vortexing for 30 seconds. 

Five hundred µl were stored at -80°C and 200 µl were diluted and plated on TSA10% (total 

bacteria) and TSA10%+Amp100+Spe50 (selective medium for CFBP13503). Eight germinated 

seeds (1 dpi) per condition were individually placed in sterile bags containing 2 ml of sterile 

water and 500 µl and 200 µl of the resulting suspensions were stored at -80°C and diluted and 

plated, respectively. Eight seedlings per condition were collected at 5 dpi. The aerial parts and 

the roots were separated, removing as much adhering soil as possible. Each part was placed 

individually in sterile bags with 2 mL of sterile water and processed like germinated seeds. At 

each time point (0, 1 and 5 dpi) soil samples were collected and stored at -80°C. 

 

2.6 | gyrB amplicon sequencing  

Community profiling was performed through gyrB amplicon sequencing following the 

procedure described earlier (Barret et al., 2015). Briefly the first PCR step was performed with 

the gyrB_aF64/gyrB_aR553 primer set and a high-fidelity Taq DNA polymerase (AccuPrimeTM 

Taq DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen, Carlsbad, California, USA). The PCR products 

were subsequently purified using magnetic beads (Sera-MagTM, Merck, Kenilworth, New 

Jersey). A second PCR was conducted to add Illumina adapters and barcodes to the amplicons. 

The resulting PCR products were purified again using magnetic beads and pooled together. 
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The concentration of the pooled amplicon library was quantified using quantitative PCR (KAPA 

Library Quantification Kit, Roche, Basel, Switzerland). Amplicon library was mixed with 5% of 

PhiX and sequenced with a MiSeq reagent kits v3 600 cycles (Illumina, San Diego, California, 

USA). A blank extraction kit control, a PCR-negative control and PCR-positive control 

(Lactococcus piscium, a fish pathogen that is not plant-associated) were included in each PCR 

plate. The raw amplicon sequencing data are available on the European Nucleotide Archive 

(ENA) with the accession number XXXX and YYYY.  

Sequence analyses of gyrB were performed as follows. Primer sequences were removed with 

cutadapt 2.7 (Martin, 2011) and trimmed fastq files were processed with DADA2 version 1.10 

(Callahan et al., 2016). The following parameters were employed for sequence filtering and 

trimming: truncLen=c(200,150), maxN=0, maxEE=c(1,1), truncQ=5. Chimeric sequences were 

identified and removed with the removeBimeraDenovo function of DADA2. Amplicon 

Sequence Variant (ASV) taxonomic affiliations were performed with a naive Bayesian classifier 

(Wang et al., 2007) with our in-house gyrB database (train_set_gyrB_v5.fa.gz) available upon 

request. Unassigned sequences at the phylum level and parE sequences (a gyrB paralog) were 

filtered. The identification of sequence contaminants was assessed using decontam version 

1.8.0 based on our negative controls. 

Diversity analyses were conducted with PhyloSeq 1.40.0 (McMurdie and Holmes, 2013). 

Alpha-diversity indices (richness and Pielou’s evenness) were calculated after rarefaction of 

3,900 (in vitro assay) and 5,000 (in planta assay) reads per sample. Changes in bacterial 

phylogenetic composition were estimated with weighted UniFrac distances (Lozupone and 

Knight, 2005). A permutational multivariate analysis of variance was performed with the 

adonis2 function of vegan 2.6.4. Changes in relative abundance was assessed with the 

microViz v 0.10.5 package (Barnett et al., 2021) using a beta-binomial regression model 

provided in the corncob v 0.3.1 package (Martin et al., 2020). Taxa were filtered at a minimum 

prevalence threshold of 0.5. Changes in relative abundances were considered as significant at 

a p-value < 0.05.   
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Figure 2. T6SS distribution among seed-associated bacteria. Maximum likelihood (PhyML) phylogenetic 

tree was constructed using 24 marker genes from a dataset of 180 genomes of seed-associated bacterial 

isolates. Bacteria are color-coded according to their phylogenetic families. The presence of the T6SS is 

determined based on the existence of 10 Clusters of Orthologous Groups specific to T6SS. T6SS clusters 

are colored according to their classification, which was determined through an analysis of the conserved 

TssB protein. The sizes of the shapes correspond to the number of T6SS belonging to a specific group 

present in the bacterial genomes.  
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3 | RESULTS 

3.1 | T6SS is highly prevalent among seed-associated bacteria  

Among 180 genomes of seed-associated bacteria isolated from radish, bean, and rapeseed 

seeds, 61.7% (111 genomes) possess at least one T6SS cluster (Figure 2). T6SS is detected in 

all bacterial families analyzed, except for genomes of monoderms (e.g. Bacillaceae, 

Paenibacillaceae, Microbacteriaceae and Nocardioidaceae), which do not contain diderm-like 

protein secretion systems (Abby et al., 2016). Most T6SS clusters (n=229) belong to T6SS 

subtype i (n=226), while subtype iii was restricted to the Bacteroidetes families Weeksellaceae 

(n=1) and Flavobacteriaceae (n=2). Among T6SS subtype i, the following groups were 

detected: i1 (n=57), i2 (n=63), i3 (n=80), i4a (n=1), i4b (n=21), i5 (n=4). Seed-associated 

bacteria possess on average 1.6 T6SS clusters per genome with a range of 1 to 5 clusters per 

genome. Overall, T6SS is highly prevalent among seed-associated bacteria and might play a 

significant role for the colonization of the seed habitat.  
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Figure 3. T6SS impact on the structure of bacterial synthetic communities in vitro. (a) Evenness of 

bacterial communities during confrontations with S. rhizophila CFBP13503 wild type (WT) and the T6SS 

mutant Δhcp at different time points (0h, 6h and 24h). (b) Relative abundance (RA) variation of S. 

rhizophila CFBP13503 wild-type between 0h and 6h. (c) Relative abundance of bacterial taxa within five 

different synthetic communities (SynCom) at different confrontation times (0h, 6h, and 24h) while 

competing with the wild-type strain of S. rhizophila CFBP13503 (WT) or the T6SS-deficient mutant Δhcp.  
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3.2 | S. rhizophila CFBP13503 T6SS shapes the structure of bacterial SynComs in vitro 

Under the experimental condition, Time (0h, 6h, 24h) was the most important driver of 

phylogenetic community composition (weighted UniFrac distance) explaining 42% to 74% of 

variance (Figure S1). Confrontations between SynComs and CFBP13503 (WT or Δhcp) 

significantly impacted the phylogenetic composition of all SynComs (P < 0.001), explaining 9% 

to 19% of variance (Figure S1).  

A significant increase (P < 0.05) in strain evenness was observed from time 6h for almost all 

SynComs (except for SC5) when communities were inoculated with the T6SS-deficient mutant 

of CFBP13503 (Figure 3a). This increase in evenness was partly due to the significant reduction 

of the relative abundance (RA) of Δhcp in comparison to the WT (Figure 3b and 3c). Moreover, 

a significant overdispersion of the RA of Δhcp was observed at this time point (Figure 3b).  

Changes in RA of other SynCom members were also monitored after 6 hours of confrontation. 

A decrease in RA of all bacterial strains afiliated to Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, 

and Xanthomonadaceae was observed during confrontation with the WT (Figure 4a). In 

contrast, bacterial strains belonging to Bacillaceae, Microbacteriaceae, and Rhizobiaceae 

were enriched when inoculated with the WT. Overall, these results indicate that the T6SS of 

S. rhizophila CFBP13503 targets phylogenetically distinct taxonomic groups. Only the 

Oxalobacteraceae family seems to respond in contrasting ways to the presence of S. rhizophila 

T6SS, with two strains (CFBP8761 and CFBP13708) showing a reduction in RA and two strains 

displaying an increase in RA (CFBP8753 and CFBP8763) during confrontation with CFBP13503 

WT. Interestingly strains with a decrease in RA were phylogenetically closer to S. rhizophila 

CFBP13503 than enriched strains (Figure S2A). This relationship could be explained by their 

greater resource overlap with CFBP13503 (Figure S2B). 

Given that some T6SS are specifically activated when bacteria are attacked by T6SS or bacterial 

competitors (Basler et al., 2013; Kamal et al., 2020), the impact of T6SS richness (and diversity) 

in SynCom composition was investigated. We hypothesized that some strains with T6SSs will 

respond to the attack of S. rhizophila CFBP13503 and therefore will have no or moderate 

changes in RA. According to our results it seems that changes in RA of strains were 

independent of the number of T6SS. For instance, all the Pseudomonas strains investigated 

were depleted during confrontation with the WT despite having 0 to 5 T6SS clusters in their 

genome sequences.  
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Figure 4. Enrichment/depletion of bacteria in the presence of S. rhizophila CFBP13503 T6SS and pairwise 

comparison assays in vitro. (a) Log2 of ratio of the relative abundance variation between 0 hours and 6 

hours of confrontations in WT condition compared to Δhcp condition. (b) Confrontation between 

rifampicin-resistant variant and S. rhizophila CFBP13503 wild-type or T6SS-deficient mutants Δhcp in 

TSA10 medium for 6h and 24h. Colony-forming units (CFU) were quantified on TSA10 supplemented 

with rifampicin. Six or 15 (Xcc8004) replicates are plotted. Statistical analyses were performed using 

Wilcoxon-Mann-Whitney Test (* p-value < 0.05; ** p-value <0.005). 
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To confirm that the depletion and enrichment of bacterial strains observed with gyrB amplicon 

sequencing was associated to sensitivity or resistance to the T6SS of CFBP13503, pairwise 

confrontation assays between CFBP13503 (WT or Δhcp) and rifampicin-resistant variants of 

14 strains were performed. This experiment validated the differences in RA observed with 

gyrB for 12 of the 14 strains tested (Figure 4b).  More precisely, we confirmed the resistance 

of strains CFBP13531 (Bacillaceae) and CFBP13644 (Rhizobiaceae) to the T6SS of S. rhizophila 

CFBP13503. Additionally, we confirmed the sensitivity of the following strains: CFBP13510 

(Pseudomonadaceae), CFBP13505, CFBP13709 (Enterobacteriaceae), CFBP8803 

(Erwiniaceae), CFBP8761, CFBP13708 (Oxalobacteraceae), and CFBP13724, CFBP13725, and 

Xcc8004 (Xanthomonadaceae). The two strains belonging to the Oxalobacteraceae family 

(CFBP8761 and CFBP13647) showed discordant responses between SynComs amplicon 

sequencing data and binary confrontation tests (Figure 4). Hence all Oxalobacteraceae strains 

tested in this work are sensitive to the T6SS of S. rhizophila CFBP13503. Interestingly, during 

pairwise confrontation assays, the population of S. rhizophila CFBP13503 was either not 

impacted or only slightly affected by other bacterial strains, even when these strains 

possessed T6SS clusters (Figure S3). 
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Figure 5. Relative abundance of S. rhizophila CFBP13503 and SynCom members. (a) Relative abundance 

profile of bacterial communities on seeds, germinated seed, and seedling (aerial and root parts) when 

seeds are inoculated with S. rhizophila CFBP13503 WT or Δhcp alone or in co-inoculation with SCA and 

SCB. Each stacked bar represents an individual and colors represent inoculated bacteria or native 

bacteria (grey). (b) Relative abundance (log10 of percent) of seed inoculated bacteria when inoculated 

with S. rhizophila CFBP13503 WT or Δhcp. Statistical analyses were performed using Wilcoxon-Mann-

Whitney test (* p-value < 0.05) 
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3.3 | S. rhizophila CFBP13503 T6SS influences specific bacterial taxa transmission from seed 

to seedling 

The broad host range of the T6SS of S. rhizophila CFBP13503 observed in vitro questions (i) 

the role of this system in the seedling transmission capacity of this strain and (ii) its 

involvement in community assembly in soil microbiome competition context.  

Since S. rhizophila CFBP13503 is efficiently transmitted to seedlings of radish under 

gnotobiotic conditions (Simonin et al., 2023), we used this plant species to investigate its T6SS 

impact on microbiota transmission but in living potting soil. We first inoculated seeds with S. 

rhizophila CFBP13503 WT or Δhcp alone and collected germinated seeds and seedlings. Under 

these experimental conditions, S. rhizophila was efficiently transmitted to germinated seeds 

(15% of relative abundance) and to the aerial parts of seedling (11%). In contrast, the relative 

abundance of CFBP13503 in the root parts of seedling (2%) was low (Figure 5b). No significant 

differences in S. rhizophila relative abundance (Figure 5b) and population size (Figure S6) were 

observed between the WT and T6SS-deficient strains in all studied habitats. 

To test the impact of S. rhizophila T6SS on seedling microbiota assembly, a second treatment 

was carried out with inoculation of seeds with WT and Δhcp strains but in two SynComs, low 

(SCA) and of high (SCB) phylogenetic diversity (Figure 1d). When S. rhizophila was inoculated 

with the low-diversity community, T6SS-deficient population sizes were significantly less 

abundant in seed, germinated-seeds and aerial parts of the seedlings compared to wild-type 

(Figure S6). Moreover, relative abundances of these T6SS-deficient strains were also 

negatively impacted in both the aerial part and root compartments of the seedlings (Figure 5; 

Table 1). Such effects were not observed when S. rhizophila was inoculated in the high-

diversity SCB community. SCA was assembled using 4 T6SS-sensitive strains (CFBP8803, 

CFBP13510, CFBP13709 and CFBP13725), whereas SCB was assembled with 2 T6SS-sensitive 

strains (CFBP8753 and CFBP13505) and 2 T6SS-resistant strains (CFBP13531 and CFBP13644) 

(Figure 4b, S3). In SCA, the strains CFBP13510 and CFBP13725 were significantly depleted in 

the presence of S. rhizophila WT on germinated seeds, while the relative abundance of 

CFBP8803 and CFBP13709 remained unaffected (Figure 5d). Among the T6SS-sensitive strains 

within SCB, only CFBP13505 showed significant relative abundance difference between the 

two conditions tested (Figure 5f). CFBP8753 and the T6SS-resistant strains CFBP13531 and 

CFBP13644 were not impacted (Figure 5f). 
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Table 1. List of non-inoculated taxa affected by the T6SS of CFBP13503 in three microbial environments 

after seed inoculation with (i) S. rhizophila alone (no SC), (ii) S. rhizophila and SCA (SCA), (iii) S. rhizophila 

and SCB (SCB). Values represent Log2 (relative abundance WT vs Δhcp). A positive value represents an 

enrichment in the WT condition whereas a negative value represents an enrichment in the Δhcp 

condition (cutoff = 1 and P <0.05). A dot point means no significant value. GS is germinated seeds. 
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As SynCom members represented at best 50% of germinated-seed and seedling communities 

(Figure 5a, 5c, 5e), the impact of CFBP13503 T6SS on native soil microbiota transmitted was 

next investigated. Alpha-diversity metrics (i.e. community richness and evenness) were not 

significantly impacted by T6SS of S. rhizophila (Figure S5a). A weak (2% of variance) but 

significant (P < 0.001) impact of T6SS was observed on bacterial phylogenetic composition. To 

determine the identity of taxa affected by S. rhizophila T6SS, the relative abundances of 

bacterial species within each community inoculated either with the WT strain or the T6SS-

deficient mutant were compared (Table 1). Surprisingly most species were enriched with WT 

strain inoculation, which indicates a potential resistance of these strains against the T6SS of S. 

rhizophila. These species were affiliated to alpha and beta-Proteobacteria as well as 

Actinobacteria and Firmicutes. The few species negatively impacted by the T6SS of CFBP13503 

were frequently related to gamma-proteobacteria (e.g. Pantoea agglomerans, Rahnella 

aquatilis), which confirmed previous results obtained during in vitro confrontations assays. 

 

4 | DISCUSSION 

T6SS is frequently found in Gram-negative bacteria with 17,183 putative T6SS gene clusters 

detected in 7,617 genomic sequences out of 26,573 as of November 2021 (Zhang et al., 2023). 

Analysis of a diversity of bacterial strains isolated from radish, rapeseed and bean seed 

samples showed that 60% of genomic sequences had a T6SS secretion system predominantly 

affiliated to the T6SSi. This percentage rises to 75% when only Pseudomonodata are 

considered. This high prevalence raises questions about the role of T6SS in the seed habitat 

and in the first phases of seedling colonization by seed-borne bacterial strains. 

The T6SS of S. rhizophila CFBP13503, which belongs to cluster i4b, is involved in growth 

inhibition of the plant pathogen X. campestris pv. campestris both in vitro and in planta (Garin 

et al., 2024). In the present work, we have demonstrated that this effect is involved in the 

inhibition of a broad spectrum of seed-borne bacteria belonging to the Erwiniaceae, 

Lysobacteraceae, Oxalobacteraceae and Pseudomonodaceae. The diversity of prey targeted 

by a single T6SS is not specific to S. rhizophila CFBP13503. For instance, the T6SS i4b of the 

plant-associated bacterial strains Pseudomonas putida KT2440 (Bernal et al., 2017), 

Burkholderia gladioli NGJ1 (Yadav et al., 2021) or Paraburkholderia sabiae LMG24235 (Hug et 

al., 2023) are involved in inhibition of a range of phytopathogenic agents including 
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Agrobacterium tumefaciens, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae, Ralstonia 

solanacearum and Xanthomonas campestris. Nevertheless, a strong relationship between the 

phylogenetic proximity of strains to S. rhizophila CFBP13503 and their susceptibility to its T6SS 

was observed. This suggests that interference competition mediated through T6SS-contact 

dependent is more prevalent among phylogenetically similar species. Moreover, building on 

predictions of resource acquisition pathways from bacterial strain genomes, the closer 

bacteria are to S. rhizophila CFBP13503, the more likely they are to be susceptible to its T6SS. 

In multispecies biofilms, the confrontation of P. putida KT2440 with soil communities revealed 

similar results, where metabolic similarities led to an enhancement of T6SS antimicrobial 

activity (Xiong et al., 2024). Taken together, these observations indicate that resource overlap 

drives the evolution of T6SS-mediated competition in a manner analogous to that observed 

for contact-independent inhibition (Russel et al., 2017).  

The inhibition of a wide range of prey species by S. rhizophila T6SS could be explained by its 

large predicted T6SS effector repertoire (n=9), which cover a large variety of potential 

activities including phospholipases, amidases, pore-forming effectors, and DNases (Garin et 

al., 2024). Given the generic nature of these activities, it is interesting to understand why 

certain bacterial families are sensitive while others are resistant. It is highly probable that the 

resistance of strains to the T6SS of CFBP13503 is related to immunity-independent 

mechanisms (Hersch et al., 2020). For instance, all the monoderm strains tested in this work, 

except for one Paenibacillus strain, are resistant to the T6SS of CFBP13503. This resistance 

could be explained by the thick peptidoglycan layer of monoderms, which requires specific 

T6SS effectors to be perforated (Le et al., 2021; Pei et al., 2022) or the induction of survival 

mechanisms such as sporulation, which has been observed in B. subtilis in response to the 

secretion of a muramidase-type effector secreted by P. chlororaphis (Pérez-Lorente et al., 

2023). Concerning Oxalobacteraceae, while certain strains exhibit resistance within the 

communities, they paradoxically show susceptibility when individually confronted with S. 

rhizophila CFBP13503. The varied responses of Oxalobacteraceae could be attributed to 

collective protection within communities. This type of protection has been observed in E. coli, 

where the secretion of exopolysaccharides (EPS) serves to shield unproductive EPS strains 

from the T6SS of Acinetobacter baylyi (Granato et al., 2023). 
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T6SS can be assembled in different ways from random firing (e.g. Vibrio cholerae - Basler et 

al., 2012) to specific response to T6SS attack (e.g. Pseudomonas aeruginosa – Basler et al., 

2013). The T6SS i4b of S. rhizophila CFBP13503 possesses an ortholog of TslA, a periplasmic 

protein involved in T6SS assembly at the site of contact between neighboring cells (Lin et al., 

2022). Hence it is likely that the T6SS of S. rhizophila CFBP13503 is activated during contact 

with prey cells in our in vitro confrontation assays. By defining synthetic communities with 

different T6SS diversity, we anticipated a response from T6SS-positive strains that have 

notably a tit-for-tat strategy (i.e. some Pseudomonas strains with a T6SS i3). This response 

should ultimately limit the competitive advantage of CFBP13503 in these T6SS-positive 

communities. According to gyrB amplicon sequencing, the richness and diversity of T6SS in 

SynComs were not correlated to CFBP13503 relative abundance. Several factors may explain 

this observation, including the high ratio of CFBP13503 in relation to the preys or a large 

spectrum of immunity against other bacteria T6SS effectors or the T6SS systems of the other 

bacterial competitors might not be actively functioning under in vitro conditions. Indeed, the 

T6SS is a tightly regulated mechanism, with its expression being responsive to an array of biotic 

and/or abiotic factors (Bernal et al., 2023; Hespanhol et al., 2023; Marchi et al., 2013). 

Given that the environment can affect the regulation of the T6SS, the effectiveness of 

associated effectors, and the response/susceptibility of target cells to attacks, conducting in 

planta experiments became crucial, as they may produce distinct outcomes compared to in 

vitro assays. We then investigated how S. rhizophila CFBP13503 T6SS impacts bacterial 

community dynamics during seed-to-seedling transmission, aiming to observe bacteria 

responses within their natural environment. Using gyrB metabarcoding, we tracked the 

transmission of two synthetic communities and soil-associated bacteria across various stages 

of plant development, encompassing seeds, germinated seeds, and seedlings. The different 

SynCom members successfully colonized the seeds, resulting in distinct community 

compositions at the seed stage. However, a convergence in community composition was 

detected upon seed germination, which reflects a preferential colonization of this habitat by 

soil-borne taxa as already observed in rapeseed and wheat (Rochefort et al., 2021; Walsh et 

al., 2021). While the T6SS of S. rhizophila CFBP13503 was not an important driver of 

community composition, changes in relative abundances of SynCom members and soil-borne 

strains were detected especially in germinating seeds. However, a subset of SynCom members 
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(CFBP13709, CFBP8803, and CFBP8753) remained unaffected. This disparity in response could 

be attributed to the contrasting environments of in vitro confrontation assays, where direct 

cell-to-cell contact occurs within a confined space, and the more complex spatial dynamics 

introduced by seed germination and plant growth. The intricate nature of seed germination 

and plant growth introduces substantial spatial disruptions, a phenomenon demonstrated to 

increasingly favor sensitive strains that can evade contact with T6SS-producing cells 

(Steinbach et al., 2020). Furthermore, to discern the direct impacts of T6SS on a bacterial 

member, co-localization is essential (Lin et al., 2023). The precise nature of the impact of S. 

rhizophila T6SS on individual bacterial taxa, whether direct or indirect, remains to be 

determined. Nonetheless, our study elucidates a clear pattern: while T6SS exerts a negative 

and specific impact on certain bacterial taxa, it simultaneously creates a favorable 

environment for other taxa. These changes in bacterial taxa distribution have cascading 

effects on bacterial interactions, resulting in distinct community dynamics. 
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SUPPLEMENTARY DATA 

 

 

Figure S1. Impact of CFBP13503 T6SS and time on bacterial communities’ dynamics. The figure displays 

the β-diversity and Adonis (permutational multivariate analysis of variance) results depicting the 

compositional differences in bacterial communities among different conditions (WT vs. Δhcp) and time 

points (0h, 6h and 24h). 
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Figure S2. Changes in strain relative abundance according to their phylogenetic (A) and functional (B) 

proximity from S. rhizophila CFBP13503. (A) Pairwise phylogenetic distances (cophenetic distances) 

between S. rhizophila CFBP13503 and each SynCom members. (B) Predicted resource overlap (based 

on microtrait - level of granularity 3). R: strains enriched after 6 h of confrontation with CFBP13503. S: 

strains depleted after 6 h of confrontation with CFBP13503. 

 

 

 

 

 

 

  



   CHAPITRE 2 

 

 

154 

 

Figure S3. S. rhizophila CFBP13503 population dynamics during pairwise confrontation assays. Colony-

forming units (CFU) of CFBP13503 populations were quantified on TSA10 supplemented with ampicillin-

streptomycin. Six or 18 (CFBP13503 alone) replicates are plotted. Statistical analyses were performed 

using Wilcoxon-Mann-Whitney Test (* p-value < 0.05; ** p-value <0.005).  
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Figure S4. S. rhizophila CFBP13503 T6SS impact on synthetic communities of 5 members in vitro. (a) 

Richness and evenness of bacterial communities during confrontations with S. rhizophila CFBP13503 

wild type (WT) and the T6SS mutant Δhcp at different time points (0h, 6h and 24h). Statistical analysis 

was performed using Dunn’s Multiple Comparison Test (* p-value < 0.05). (b) β-diversity and Adonis 

(permutational multivariate analysis of variance) results depicting the compositional differences in 

bacterial communities among different conditions (WT vs. Δhcp) and time points (0h, 6h and 24h). (c) 

Relative abundance of bacterial taxa within the two synthetic communities at different confrontation 

times (0h, 6h, and 24h) while competing with the wild-type strain of S. rhizophila CFBP13503 (WT) or 

the T6SS-deficient mutant Δhcp. (d) Relative abundance variation ratio between 0 hours and 6 hours in 

the WT condition compared to the Δhcp condition. Bacterial taxa are color-coded based on their 

respective families. The presence and number of T6SS in each bacterial taxon are represented by an 

asterisk (*). 
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Figure S5. Estimate richness and β-diversity of bacterial communities during seed-to-seedling 

transmission. (a) Box plots showing α-diversity (Chao1 estimator) of bacterial communities in the 

different compartment for the different SynCom (sterile water condition included). (b) Weighted 

Unifrac measures of β-diversity visualized using Principal Coordinate Analysis (PCoA) following individual 

samples over the different plant compartment (Sample_type). Color and shape are based on SynCom 

and CFBP13503 competitors (strain) respectively. Table shows adonis (Permanova) results. 
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Figure S6. Bacterial populations during seed-to-seedling transmission. Total bacterial (All) and S. 

rhizophila CFBP13503 (CFBP13503) population were enumerated on non-selective (TSA10) and 

selective (TSA10+Spe50+Amp100) media respectively. The colors represent the inoculated S. rhizophila 

CFBP13503 strain: WT (yellow) and Δhcp (red). Statistical analyses were performed using Wilcoxon-

Mann-Whitney Test (* p-value < 0.05; ** p-value < 0.005).   



 

 

 

Table S1. Bacterial strains used in this study   
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IV. Conclusions  

Les T6SS sont très prévalents chez les bactéries associées aux graines. Ce résultat conforte 

notre hypothèse que les T6SS pourraient conférer un avantage compétitif aux bactéries lors de 

l’assemblage du microbiote des graines et sa transmission à la plantule.  

Les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 

démontrent un fort impact sur la structuration des communautés bactériennes synthétiques 

in vitro. Ceci est vrai, peu importe la diversité phylogénétique et le nombre de compétiteurs 

possédant un ou plusieurs T6SS. Ce fort impact sur la dynamique de structuration des 

communautés est expliqué par le fait que S. rhizophila CFBP13503 est capable de tuer un large 

spectre de cibles grâce à son T6SS et qu’elle semble résister aux attaques des autres 

compétiteurs qui en possède. Les résultats révèlent également que les bactéries proches 

phylogénétiquement et métaboliquement de S. rhizophila CFBP13503 sont sensibles à 

l’attaque de son T6SS contrairement aux bactéries plus éloignées.  

Les compétitions inter-bactériennes médiées par le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 ont très 

peu d’impact sur la structuration des communautés bactériennes lors de la transition graine – 

plantule mais démontrent un impact significatif sur l’abondance relative de certains taxons 

bactériens spécifiques. La plupart de ces taxons sont positivement ou négativement impactés 

par la présence du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 dès le stade des graines en germination. 

D’autres, voient leur abondance relative impactée plus tardivement au stade plantule, 

démontrant que l’impact du T6SS persiste au cours du temps lors de l’assemblage du 

microbiote des plantes.  

Finalement, l’avantage compétitif de S. rhizophila CFBP13503, conféré par son T6SS, dépend 

de la sensibilité des bactéries co-inoculées sur graines. Le T6SS fonctionnel augmente la 

population S. rhizophila CFBP13503 au niveau des plantules lorsque la SynCom co-inoculée est 

composée de bactéries sensibles au T6SS, ce qui n’est pas le cas lorsque la SynCom est 

composée de bactéries résistantes.
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I. Distribution des T6SS dans le genre Stenotrophomonas  

Les T6SS sont très peu présents au sein du genre Stenotrophomonas avec seulement 8.3% des 

génomes analysés (n=835) codant pour au moins un T6SS (chapitre 1). A titre de comparaison, 

75% des génomes complets de Xanthomonas disponibles (n=1740) possèdent au moins un T6SS 

(Liyanapathiranage et al., 2022). Bien sûr, ces pourcentages sont biaisés par le nombre de 

génomes disponibles par espèce et la conservation des T6SS au sein de ces espèces. Pour être 

un peu plus précise, 60% des espèces (n=38) de Xanthomonas analysées contiennent des 

souches possédant au moins un T6SS et dans la majorité de ces espèces, les T6SS sont 

conservés entre les membres (Liyanapathiranage et al., 2022). Chez le genre Acinetobacter, la 

fréquence des espèces possédant un T6SS (n=42) avoisine les 80% (Repizo et al., 2019).  

Les T6SS des Stenotrophomonas appartiennent aux groupes i1, i3 et i4b (Crisan et al., 2023; 

Garin et al., 2024). Les groupes i3 et i4b sont détectés chez plusieurs espèces de Lysobacterales 

(Bayer-Santos et al., 2019). En implémentant les données de Bayer-Santos avec celles des 

Stenotrophomonas, nous avons identifié un nouveau sous-groupe parmi les T6SS du groupe i3 

(i3****) qui semble spécifique de ce genre. Sur les 13 génomes de Stenotrophomonas codant 

un T6SS i3****, 11 codent également un T6SS i4b. La co-occurrence des T6SS i3 et T6SS i4b est 

également observée et conservée chez les souches appartenant aux espèces X. oryzeae, X. citri 

et X. translucens (Liyanapathiranage et al., 2022). La dispersion des clusters T6SS au sein du 

genre Stenotrophomonas et des groupes d’espèces suggère une divergence dans l'évolution 

des T6SS au sein de ces groupes, avec des événements d'acquisition, de conservation, et 

éventuellement de perte, contribuant à la diversité observée. Nos analyses montrent toutefois 

certaines limites pour comprendre au mieux l’histoire évolutive des T6SS au sein des 

Stenotrophomonas. Dans notre étude, nous avons considéré les bactéries porteuses d’un T6SS 

si celles-ci possèdent l’ensemble des gènes structuraux (Néron et al., 2023). Or, les T6SS 

peuvent être sujets à des mutations ou des pertes de gènes (Cummins et al., 2023; García-

Bayona et al., 2021; Liyanapathiranage et al., 2022). Au niveau des Xanthomonas par exemple, 

817 clusters incomplets ont été détectés parmi les 1740 génomes analysés (Liyanapathiranage 

et al., 2022). La détection des T6SS incomplets au niveau des Stenotrophomonas nous 

permettrait d’en apprendre davantage sur l’histoire évolutive de ces systèmes au sein du genre. 
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Mais pourquoi les bactéries perdent la fonctionnalité de leur T6SS et pourquoi les 

Stenotrophomonas pourraient être concernées ? 

Il a récemment été montré que de nombreux clades d’E. coli contenant des souches 

multirésistantes aux antibiotiques avaient perdu des gènes structuraux de leurs T6SS (Cummins 

et al., 2023). Chez deux séquences types d’E. coli (ST410 et ST131), la perte de T6SS coïncide 

d’ailleurs avec l’apparition de la multirésistance (Cummins et al., 2023). Comme il a été suggéré 

que l’acquisition de plasmides à résistances multiples pouvait jouer un rôle important dans 

l’évolution des clones d’E. coli pandémiques, les auteurs ont alors fait l’hypothèse que la perte 

du T6SS permettrait de favoriser le contact entre les cellules, contact nécessaire au transfert 

conjugatif des plasmides (Cummins et al., 2023). La conjugaison fait intervenir le système de 

sécrétion de type IV (T4SS), qui peut également être impliqué dans l’acquisition et le relargage 

d’ADN au niveau du milieu extérieur ou encore la sécrétion d’effecteurs (Cascales and Christie, 

2003). Lors du processus de conjugaison, le pilus conjugatif déstabilise les membranes de la 

souche receveuse dans le but d’y former un canal permettant le passage de l’ADN. Chez P. 

aeruginosa, cette déstabilisation entraîne une contre-attaque de la part de son H1-T6SS (i3) 

(Ho et al., 2013). Pour A. baumannii, c’est le contact nécessaire au transfert qui entraine la mort 

des cellules donneuses par son T6SS (i4) exprimé de manière constitutive (Di Venanzio et al., 

2019). Certaines souches multirésistantes d’A. baumannii ont également perdu des gènes de 

leur T6SS (Di Venanzio et al., 2019; Jones et al., 2015; Kim et al., 2017). D’autres, en revanche, 

ont surmonté cette interférence et arborent des mégaplasmides conjugatifs qui contiennent 

des gènes de régulation qui répriment leur T6SS (Weber et al., 2015). Cette répression permet 

aux mégaplasmides de se propager et permet également la conjugaison d'autres plasmides par 

l'intermédiaire du T4SS (Weber et al., 2015). Ce cas est un des rares exemples où la présence 

de T6SS exprimé constitutivement, comme les i4b, et la conjugaison de plasmides ne sont pas 

antinomiques. Une analyse préliminaire de 35 génomes de Xanthomonadales a révélé que le 

T6SS i4b est la plupart du temps détecté dans des génomes qui n’ont pas de T4SS (comm. Pers. 

Peduzzi et al., 2023). Au niveau des Stenotrophomonas spp., le T4SS est également très peu 

fréquent chez les bactéries porteuses d’un T6SS et sont plutôt détectés chez des bactéries 

porteuses d’un T6SS du groupe i1 qui sont peu nombreuses au sein du genre (Crisan et al., 

2023). La plupart des Stenotrophomonas spp. étant multirésistantes aux antibiotiques (Kunz 

Coyne et al., 2023; Wang et al., 2018), il n’est donc pas à exclure que les T6SS aient pu être 
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contre-sélectionnés chez ces bactéries pour favoriser les transferts horizontaux de gènes de 

résistance par conjugaison. 

Une autre raison pouvant expliquer la faible prévalence des T6SS chez les Stenotrophomonas 

serait associée à leur capacité à produire de nombreux métabolites secondaires aux propriétés 

antimicrobiennes (Berg et al., 2010; Reyes-Perez et al., 2019; Trifonova and Strateva, 2019; 

Vespermann et al., 2007). Posséder un T6SS pourrait ne pas leur apporter d’avantage sélectif. 

Il serait intéressant d’établir des corrélations entre la présence des T6SS et celle des clusters de 

métabolites secondaires par des approches de génomique comparée. 

 

II. Le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 

L’étude présentée dans le chapitre 1 est la première à décrire la distribution et à caractériser 

un cluster T6SS chez l’espèce S. rhizophila. Nos résultats ont mis en évidence que tous les 

génomes de S. rhizophila disponibles sur les bases de données du NCBI codent pour un cluster 

T6SS du groupe i4b. La conservation des clusters i4b au sein de cette espèce, qui comporte des 

souches isolées de différents compartiments de la plante (Y., Liu et al., 2022; Minkwitz and 

Berg, 2001; Torres-Cortés et al., 2019; Wolf et al., 2002), soutient notre hypothèse initiale d’un 

rôle potentiel de ces systèmes pour la persistance de ces bactéries au sein de ces habitats.  

Les gènes codant les protéines structurales du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sont divisés en 

deux clusters séparés par une région de plusieurs kilobases, comme observé pour les T6SS i4b 

d’autres bactéries appartenant à l’odre des Lysobacterales (Bayer-Santos et al., 2019). La 

structure génomique du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 est très similaire à celle du cluster i4b 

décrit récemment chez la souche STEN0024 isolée de voie respiratoire humaine et appartenant 

au complexe d’espèces S. maltophilia (Crisan et al., 2023). L’organisation des gènes vgrG et 

paar est également similaire entre ces deux souches bactériennes avec des gènes vgrG 

positionnés de manière similaire au niveau du cluster principal, et des gènes vgrG et paar 

orphelins dispersés au sein de leur génome (Chapitre 1, Fig. 1 ; Crisan et al., 2023). Cependant, 

les activités potentielles des effecteurs ou des domaines toxiques associés aux gènes vgrG et 

paar diffèrent entre les deux bactéries. La similarité dans la distribution des gènes T6SS suggère 

des évènements d’acquisition analogues entre ces deux souches bactériennes, ce qui renforce 

davantage l'intérêt de mener des analyses de génomique comparative entre les différentes 
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espèces de Stenotrophomonas afin de mieux comprendre l'histoire évolutive des T6SS au sein 

de ce genre. 

S. rhizophila CFBP13503 possède 9 effecteurs potentiels (chapitre 1). Cinq d’entre eux sont 

associés à des gènes vgrG présents au niveau du cluster principal. Deux autres sont codés en 

aval de gènes vgrG orphelins et les deux derniers sont identifiés comme des effecteurs PAAR 

spécialisés orphelins de type PAAR-Rhs-CT. Les activités potentielles de certains de ces 

effecteurs ont pu être identifiées grâce à la recherche de domaines conservés (Jurėnas and 

Journet, 2021). S. rhizophila CFBP13503 possède ainsi deux effecteurs de type lipase (Tle), un 

effecteur de type muramidase (Tae), deux effecteurs PAAR-Rhs-CT de type DNase (Tde) et un 

effecteur structurellement similaire à la toxine formeuse de pores VasX (Tme). Les activités 

potentielles des trois derniers effecteurs n’ont pas pu être prédites.  

Les activités prédites des effecteurs identifiés suggèrent que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 

est capable de cibler de nombreux composants cellulaires bactériens : les membranes (Tle, 

Tme), le peptidoglycane (Tae) et l’ADN (Tde) (Jurėnas and Journet, 2021). Si l’activité 

antibactérienne du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 a été démontrée à de multiples reprises 

au cours de ce travail de thèse (chapitre 1 ; chapitre 2), des cellules eucaryotes pourraient 

également être la cible de ce système de sécrétion. En effet, six de ses sept VgrG contiennent 

un domaine DUF2345 qui peut être impliqué dans la toxicité envers les levures comme 

démontré pour le VgrG4 de Klebsiella pneumoniae (Storey et al., 2020). De plus, les deux 

effecteurs orphelins de type PAAR-Rhs-CT (Tde) partagent des homologies de séquence avec 

l’effecteur TafE d’A. baumannii ATCC 17978, une DNase impliquée dans l’antibiose envers les 

levures S. cerevisiae, C. albicans et C. glabrata (Luo et al., 2023). S. rhizophila CFBP13503 

possède également deux effecteurs de type lipase pouvant avoir une activité interrègne chez 

P. aeruginosa (Jiang et al., 2014; Jiang et al., 2016). Dans ce projet de thèse, nous avons évalué 

l’activité antifongique du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 par des dispositifs de confrontation 

avec différentes souches de S. cerevisiae. Ces tests préliminaires n’ont pas permis de mettre en 

évidence une antibiose du T6SS de CFBP13503 vis-à-vis des souches testées. Avant de conclure 

définitivement à une absence d’activité antifongique, ces tests devront être reproduits en 

modulant les conditions d’inoculation qui étaient adaptées aux compétitions interbactériennes 

(milieu de culture et ratio cellulaire entre proie et prédateur). 
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III. L’activité antimicrobienne du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 

Le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 est impliqué dans l’antibiose d’une large diversité d’espèces 

bactériennes appartenant aux familles des Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae, 

Oxalobacteraceae, Enterobacteraceae et Erwiniaceae (chapitre 2, Fig. 4b). Cette diversité de 

cibles n'est pas unique à S. rhizophila CFBP13503. D'autres T6SS, comme ceux de P. putida 

KT2440 et Paraburkholderia sabiae LMG24235, ciblent également un large éventail d'espèces. 

(Bernal et al., 2017; Hug et al., 2023). Par exemple, les T6SS de P. putida KT2440 sont impliqués 

dans l’antibiose de X. campestris (Xanthomonadaceae), A. tumefaciens (Rhizobiaceae), P. 

carotovorum (Enterobacteraceae) et P. syringae (Pseudomonadaceae) (Bernal et al., 2017). Le 

T6SS-3 de P. sabiae LMG24235 est impliqué dans l’inhibition de la croissance de souches 

appartenant aux familles des Burkholderiaceae, Pseudomonadaceae et Enterobacteriaceae 

(Hug et al., 2023). Ces deux souches bactériennes, comme S. rhizophila CFBP13503, possèdent 

de nombreux effecteurs potentiels avec des activités très diverses. Chez P. putida KT2440, dix 

effecteurs potentiels ont été détectés dont des nucléases (Tde), des colicines formant des 

pores (Tme) et une NAD(P)(+) glycohydrolase (Tne) (Bernal et al., 2017). Chez P. sabiae 

LMG24235, 8 vgrG ont été détectés, chacun associé à un effecteur potentiel ayant par exemple 

une activité lipase (Tle), peptidoglycane hydrolase (Tge) ou nucléase (Tde) (Hug et al., 2023). Le 

grand nombre d’effecteurs de P. putida KT2440, P. sabiae LMG24235 et S. rhizophila 

CFBP13503, ainsi que la diversité de leurs activités pourraient expliquer le large spectre de cible 

chez ces bactéries. En effet, la toxicité des effecteurs est variable en fonction de leur activité et 

de la dose injectée (Rudzite et al., 2023). De plus, certains effecteurs peuvent agir en synergie 

pour augmenter leur efficacité (LaCourse et al., 2018). Finalement, bien que les bactéries 

puissent utiliser des défenses non immunitaires contre l’attaque des T6SS (voir synthèse 

bibliographique section III.5), posséder les protéines d’immunité associées aux effecteurs reste 

la meilleure défense face à leurs activités. En possédant une grande variété d'effecteurs, les 

bactéries augmentent donc leurs chances de pouvoir éliminer leurs compétiteurs. De plus, en 

possédant les protéines d’immunité associées à des effecteurs très variés, les bactéries 

augmentent également leur chance de pouvoir résister à l’attaque des T6SS de leurs 

compétiteurs. Ceci pourrait par exemple expliquer pourquoi les populations de S. rhizophila 

CFBP13503 ne sont pas impactées lorsque la souche est confrontée à des compétiteurs 
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possédants des T6SS (chapitre 2, Fig. S3). Cependant, il n’est pas certain que les protéines 

d’immunité puissent protéger des effecteurs produits par d’autres bactéries. 

Chez Serratia par exemple, plusieurs souches bactériennes possèdent des effecteurs de type 

PAAR-Rhs-CT contenant un domaine NADase. Bien que les effecteurs aient la même activité, 

les domaines toxiques ne sont pas homologues et requièrent l’activité de leur protéine 

d’immunité respective pour être inactivés (Hagan et al., 2023).  L’absence d’impact des 

compétiteurs T6SS sur les populations de S. rhizophila CFBP13503 pourrait également être 

expliqué par le fait que les T6SS sont des mécanismes très finement régulés (Hespanhol et al., 

2023) et qu’il n’est pas certain que les souches bactériennes testées dans notre étude 

expriment leurs T6SS dans les conditions expérimentales utilisées. Cependant, si les bactéries 

expriment bien leur T6SS, une autre explication pourrait concerner la dynamique d’assemblage 

du T6SS de S. rhizophila CFBP3503 et sa régulation spatio-temporelle. Il existe plusieurs 

stratégies d’assemblage des T6SS (J., Wang et al., 2019). Si V. cholerae assemble plusieurs T6SS 

(i1) aléatoirement au niveau de ses membranes (Basler and Mekalanos, 2012), le H3-T6SS (i3) 

de P. aeruginosa PAO1 est quant à lui assemblé en réponse à des attaques (Basler et al., 2013). 

Au niveau du cluster T6SS de S. rhizophila CFBP13503, nous avons détecté la présence d’un 

gène codant la protéine spécifique du groupe i4b, TslA. Cette protéine permet de réguler 

spatialement l’assemblage du T6SS au point de contact entre les cellules chez A. baylyi, A. 

baumanii et B. thailandensis (Lin et al., 2022). Chez A. baylyi, un tiers des T6SS sont assemblés 

au point de contact grâce à l’intervention de TslA tandis que les deux autres tiers s’assemblent 

de manière aléatoire (Lin et al., 2022). En comparant ces différentes stratégies d’assemblage 

(aléatoire ou point de contact) par des approches de modélisations, Smith et al. ont mis en 

évidence que la stratégie au point de contact était très efficace car elle limitait les tirs à blanc. 

D'un autre côté, la stratégie d'assemblage aléatoire pouvait conférer un avantage compétitif, 

car les bactéries étaient déjà armées avant d’être en contact et tiraient donc plus rapidement 

(Smith et al., 2020a). Ainsi, si S. rhizophila CFBP13503 possède les deux stratégies (assemblage 

au point de contact et assemblage aléatoire), comme observé chez A. baylyi, elle pourrait être 

une bactérie extrêmement compétitive, potentiellement capable d'utiliser son T6SS de 

manière plus efficace que ses compétiteurs. Nous manquons encore d'informations sur la 

manière dont S. rhizophila CFBP13503 exploite son T6SS. Combien de T6SS assemble-t-elle 

simultanément ? Quel est son taux de tir ? Est-ce qu'elle assemble ses T6SS de manière 

aléatoire, au point de contact avec les cellules cibles, ou les deux ? Pour répondre à ces 
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questions, il serait nécessaire de créer une fusion traductionnelle TssB-sfGFP pour visualiser le 

T6SS de S. rhizophila CFBP13503 via la microscopie à épifluorescence. Cela permettrait alors 

d'estimer le temps d'assemblage et de désassemblage de ses T6SS, le nombre qu'elle peut en 

assembler simultanément, leur emplacement, et son taux de tir (nombre de T6SS par unité de 

temps). Il a en effet été montré que plus une bactérie assemble ses T6SS et tire rapidement, 

plus elle est compétitive (Lin et al., 2023).  

 

IV. L’impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la structuration 

des communautés bactériennes in vitro 

Dans le chapitre 2 de cette thèse, nous avions comme objectif d’évaluer l’impact des 

compétitions inter-microbiennes médiées par le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la 

structuration de communautés bactériennes. Pour ce faire, nous avons mené des tests de 

confrontation in vitro entre S. rhizophila CFBP13503 (WT ou ΔT6SS) et 5 communautés 

bactériennes synthétiques (SynComs), composées chacune de 10 bactéries. Les bactéries 

sélectionnées ont toutes été isolées de graine de Brassicaceae et représentent 9 familles 

bactériennes distinctes. Lors de la construction des SynComs, nous avons fait varier la distance 

phylogénétique et le nombre de compétiteurs T6SS. Nous savions en effet que construire des 

communautés constituées exclusivement de bactéries très proches phylogénétiquement 

pouvaient entrainer de fortes compétitions pour les ressources puisque la proximité 

phylogénétique est corrélée à la proximité métabolique (Russel et al., 2017). Il nous semblait 

également important d’ajouter et de faire varier les compétiteurs T6SS car, dans son 

environnement naturel (graine et plante), S. rhizophila CFBP13503 rencontre probablement 

beaucoup de compétiteurs de ce type. En effet, comme nous l’avons montré dans le chapitre 

2, les T6SS sont très prévalents chez les bactéries associées aux graines avec 62% des génomes 

analysés (n=180) codant pour au moins un cluster T6SS complet.  

Ainsi, nos résultats ont révélé que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 avaient un fort impact 

sur la structuration des communautés bactériennes synthétiques in vitro et ce dès 6h de 

confrontation. En impactant précocement les taxons sensibles à son T6SS, S. rhizophila 

CFP13503 modifie complètement la dynamique d’assemblage des communautés au cours du 

temps.  
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Ces résultats font partie des premiers à décrire l’impact d’un T6SS sur la structuration de 

communautés bactériennes in vitro. A ma connaissance, une seule autre étude a examiné ce 

type d’impact en évaluant l’impact du T6SS (i4b) de P. putida KT2440 sur la structuration de 

biofilms bactériens multi-espèce composée de bactéries telluriques (Xiong et al., 2024). De la 

même manière, ils ont observé un fort impact du T6SS de P. putida KT2440 sur la structuration 

des communautés microbiennes (Xiong et al., 2024).  

Notre étude ainsi que celle de Xiong et al. nous indiquent donc que les T6SS ont un fort pouvoir 

structurant sur les communautés bactériennes, qu’elles soient composées de bactéries isolées 

de graines ou de sol. Ces résultats confortent notre hypothèse de départ que le T6SS pourrait 

jouer un rôle dans la dynamique de transmission du microbiote des graines lors de la transition 

graine-plantules lorsque qu’il y a une coalescence entre les communautés microbiennes 

associées aux graines et les communautés microbiennes associées au sol. 

 

V. Un lien entre compétitions d’interférence médiées par le T6SS et 

exploitation des ressources ?  

Lors des tests de confrontations en SynCom du chapitre 2, nous avons observé que les souches 

appartenant aux familles des Rhizobiaceae, Bacilliaceae, Spingomonadaceae et 

Microbacteriaceae étaient enrichies en présence du T6SS de S. rhizophila CFBP13503, tandis 

que celles appartenant aux familles des Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Erwiniaceae, 

Enterobacteraceae et Peanibacilliaceae étaient appauvries (chapitre 2, Fig. 4a). Ayant accès aux 

génomes des bactéries testées, nous avons pu prédire les voies d’acquisition des ressources 

par des approches de bioinformatique pour chacune d’entre elles. Nous avons alors mis en 

évidence que les bactéries partageant une proximité phylogénétique et métabolique avec S. 

rhizophila CFBP13503 sont plus susceptibles d'être négativement impactées par l’activité de 

son T6SS.  

Des résultats similaires ont été obtenus dans l’étude de Xiong et al. portant sur l’impact du K1-

T6SS (i4b) de P. putida KT2440 sur la structuration de biofilms multi-espèces. Les auteurs ont 

en effet mis en évidence une corrélation entre la diminution de l’abondance relative de certains 

taxons (en présence du T6SS) et la proximité métabolique qu’ils partagent avec P. putida 

KT2440. Leurs résultats suggèrent donc que l’activité antimicrobienne des T6SS est corrélée à 
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la similarité métabolique entre les espèces, ce qui est cohérent avec les résultats de notre 

étude. Paradoxalement, l’étude de Xiong et al. a aussi révélé une corrélation négative, où 

certains taxons métaboliquement proches de P. putida KT2440 semblent bénéficier de la 

présence de son T6SS (Xiong et al., 2024). Cette augmentation inattendue de leur abondance 

peut être expliquée par un effet indirect du T6SS : en éliminant des compétiteurs qui occupent 

des niches écologiques similaires, P. putida KT2440 pourrait favoriser des taxons résistants et 

métaboliquement proches. Par ailleurs, la relation entre sensibilité au T6SS et proximité 

phylogénétique n’est pas systématiquement observée. Chez l’espèce P. agglomerans, l’impact 

des compétitions intraspécifiques médiées par les T6SS dépend plutôt des couples 

effecteurs/immunité présents chez les bactéries (Ripcke et al., 2023). En d’autres termes si une 

proie phylogénétiquement proche d’un prédateur possède des couples effecteurs/immunité 

identiques à la souche étudiée sa croissance ne sera pas impactée. Cette observation pourrait 

expliquer l’acquisition de nouveaux effecteurs chez les bactéries. Chez P. aeruginosa par 

exemple, seuls les effecteurs accessoires (non conservés au sein de cette espèce) participent à 

la compétition intraspécifique (Habich et al., 2022).  

Au sein de notre modèle d’étude, il semblerait que le recouvrement métabolique soit corrélé 

positivement aux compétitions inter-microbiennes médiées par les T6SS de manière similaire à 

ce qui est proposé pour les mécanismes d’antagonismes indépendants du contact (Russel et 

al., 2017). Ces résultats renforcent donc notre hypothèse selon laquelle les T6SS pourraient 

jouer un rôle lors de la transmission des microorganismes de la graine à la plantules lorsque les 

compétitions pour les ressources sont intenses (Barret et al., 2015; Nelson, 2004; Olofintila and 

Noel, 2023; Torres-Cortés et al., 2019). 

 

VI. Le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 limite la transmission de X. 

campestris pv. campestris 8004 de la graine à la plantule de radis  

L’un des principaux objectifs de ce projet de thèse était d’évaluer si le T6SS, grâce à ses activités 

antimicrobiennes, pouvait limiter la transmission des agents phytopathogènes de la graine à la 

plantule. Pour ce faire, nous avons étudié l’impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la 

transmission de l’agent phytopathogènes X. campestris pv. campestris 8004 (Xcc800) au niveau 

des plantules de radis (chapitre 1).  
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En co-inoculant Xcc8004 et les souches de S. rhizophila CFBP13503 (sauvage ou ΔT6SS) au 

niveau de graines de radis et en suivant leurs populations lors de leur transmission, nous avons 

mis en évidence que le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 pouvait limiter la transmission de 

Xcc8004 aux plantules. L’impact du T6SS sur les populations de Xcc8004 est détectable dès le 

stade des graines germées révélant un impact précoce du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur 

les populations de l’agent phytopathogène. Cet impact perdure ensuite au niveau des 

plantules, que ce soit au niveau des parties aériennes ou racinaires. Ces résultats confirment 

donc que les compétition inter-bactériennes médiées par les T6SS peuvent limiter la 

transmission des agents phytopathogènes des graines aux plantules.  

Il est a noté que ces tests ont été fait en conditions gnotobiotiques en l’absence de 

communautés microbiennes associées aux graines ou de communautés microbiennes 

telluriques. Est-ce qu’un impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur les populations de 

Xcc8004 serait encore observable si le nombre et la diversité de compétiteurs étaient plus 

importants ? Pour répondre à cette question il serait intéressant d’inoculer Xcc8004 et S. 

rhizophila CFBP13503 avec d’autres microorganismes pour diversifier les communautés 

microbiennes associées aux graines. Des tests en sol non stérile serait également pertinents 

pour évaluer si la coalescence entre les communautés microbiennes associées aux graines et 

celles associées au sol peuvent limiter ou au contraire améliorer l’impact du T6SS de S. 

rhizophila CFBP13503 sur la transmission de Xcc8004.  

 

VII. L’impact du T6SS sur la transmission du microbiote des graines et 

l’invasion des bactéries telluriques 

Dans ce projet de thèse, nous avions formulé l’hypothèse que les activités antimicrobiennes 

des T6SS pourraient conférer un avantage compétitif aux bactéries productrices lors de la 

transition graine-plantule et que ces activités pourraient également influencer la dynamique 

de transmission des microorganismes. Après avoir démontré l’activité antimicrobienne et le 

fort impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la structuration des communautés 

bactériennes synthétiques in vitro, notre dernier objectif a été d’évaluer si les compétitions 

inter-microbiennes médiées par le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 pouvaient impacter la 

dynamique de transmission du microbiote des graines aux plantules. Pour ce faire, nous avons 
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inoculé des graines de radis avec des communautés bactériennes synthétiques. Cette méthode 

avait pour objectif d'uniformiser le microbiote initial des graines et de tester si les variations 

dans la composition de ce microbiote pouvaient affecter l'effet du T6SS. Nous avons mené les 

tests de transmission en sol non stérile afin d’évaluer l’impact des compétitions inter-

microbiennes médiées par le T6SS sur l’invasion des microorganismes telluriques lors de la 

transition graine-plantule.  

 

1. L’utilisation des SynComs pour réussir à normaliser la transmission du 

microbiote des graines  

Le microbiote des graines a deux propriétés importantes : sa biomasse bactérienne est faible 

(102 à 103 cellules par graine) et sa composition taxonomique est très variable entre les graines 

(Chesneau et al., 2022). Ces deux propriétés peuvent néanmoins être modulées par 

l’inoculation de SynComs en traitement post-récolte (Arnault et al., 2024; Simonin et al., 2023). 

L’inoculation de SynComs composées de taxons connus et séquencés permet la détection des 

souches inoculées tout au long des différents stades de développement de la plante. Ceci est 

avantageux lorsqu’on veut évaluer l’impact d’un mécanisme microbien comme le T6SS sur la 

transmission du microbiote des graines. En effet, en l’absence de SynCom, l’inoculation de la 

souche étudiée en grande quantité n’aurait pas permis la détection des microorganismes natifs 

déjà difficilement détectables au niveau des graines à cause de leurs très faibles abondances.  

Bien que l’utilisation de SynComs émerge comme une approche prometteuse pour étudier les 

mécanismes impliqués dans la transmission des microorganismes des graines aux plantules 

(Abdelfattah et al., 2022), seulement deux études (de notre laboratoire) ont déployé cette 

approche (Arnault et al., 2024; Simonin et al., 2023) et une seule en confrontation avec du sol 

(Arnault et al., 2024). Dans cette dernière étude, les membres des SynComs représentent en 

moyenne 85% du microbiote des plantules de haricot. A titre de comparaison, en absence de 

SynComs, les communautés indigènes des graines de haricot contribuent à environ 5% du 

microbiote des plantules (Arnault et al., 2024; Chesneau et al., 2022). Chez cette espèce 

végétale, l’inoculation de SynCom a donc un très fort impact sur les interactions microbiennes 

qui prennent place lors de la transition graine-plantule. La situation est très différente dans 

notre modèle d’étude puisque les membres des SynComs contribuent à hauteur de 20% de la 

composition du microbiote des plantules (chapitre 2). Ce taux de transmission observé est 
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cohérent avec ceux observés lors de la transmission du microbiote indigène des graines chez 

plusieurs espèces végétales (Johnston-Monje et al., 2021). Dans nos conditions expérimentales, 

la source majeure d’inoculum était le sol comme précédemment observé au sein de deux 

autres espèces végétales : le colza (Rochefort et al., 2021) et le blé (Walsh et al., 2021).  

 

2. L’impact du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur la dynamique de 

transmission des communautés bactériennes de la graine à la plantule.  

Le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 a un impact significatif sur l’assemblage des communautés 

bactériennes lors de la transition graine-plantule. L’influence du T6SS sur la structuration des 

communautés est notamment due à des impacts précoces sur certains taxons bactériens 

spécifiques provenant de la graine ou du sol, induisant ainsi des changements dans les 

interactions entre les microorganismes. Par conséquent, le T6SS favorise directement ou 

indirectement le développement d’autres taxons bactériens, ce qui entraine des dynamiques 

d’assemblage distinctes. 

Au vu du fort impact structurant du T6SS de S. rhizophila CFBP13503 sur les SynCom in vitro, 

un effet plus prononcé sur la structuration des communautés lors de la transition graine-

plantule était attendu. Or, l’impact du T6SS de S. rhizophila semble limité dans les 

environnements complexes. Des observations similaires existent au niveau de la galle du collet 

de la tomate, une maladie causée par l’agent phytopathogène A. tumefaciens C58 (Wang et al., 

2023). Dans cet habitat, seuls deux taxons bactériens sont impactés par le T6SS d’A. 

tumefaciens C58. Le T6SS de C58 n’est donc pas le moteur principal de l’assemblage du 

gallobiome mais induit, dans une moindre mesure, des dynamiques d’assemblage distinctes. 

 

3. L’avantage compétitif conféré par le T6SS lors de la transition graine-plantule 

Le T6SS confère un avantage compétitif à S. rhizophila CFBP13503 seulement lorsqu’elle est 

inoculée sur graine avec une communauté bactérienne synthétique composée de membres 

bactériens sensibles à son T6SS. Le T6SS confère donc un avantage compétitif à S. rhizophila 

CFBP13503 mais cet avantage varie en fonction du microbiote environnant. 

L’avantage procuré par le T6SS est détectable dès la colonisation des graines, mettant en 

évidence l’influence du T6SS sur la colonisation de nouveaux espaces. Cet avantage perdure 
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ensuite au niveau des graines germées où plusieurs taxons sont négativement impactés par la 

présence du T6SS de S. rhizophila CFBP13503, puis au niveau des plantules. Ces résultats, 

présentés dans le chapitre 2, nous indiquent donc que si une bactérie qui colonise un nouvel 

espace est confrontée à des compétiteurs sensibles, son T6SS peut lui conférer un avantage 

compétitif qui perdure ensuite dans le temps.  

A ce stade, il est difficile de dire si les différences de population entre la souche sauvage et le 

mutant ΔT6SS au niveau des plantules est dû à la seule activité antimicrobienne du T6SS de S. 

rhizophila CFBP13503. En effet, nous savons que la bactérie utilise son T6SS au niveau des 

graines germées puisque nous avons observé une diminution de l’abondance relative des 

bactéries de la SynCom sensible lorsqu’elle a son T6SS fonctionnel. Toutefois, nous ne savons 

pas si S. rhizophila CFBP13503 exprime bien son T6SS au niveau des plantules. Nous avons 

détecté des différentiels d’abondance relative pour certains taxons telluriques entre les deux 

conditions mais ces différences d’abondance pourraient résulter des impacts précoces que S. 

rhizophila CFBP13503 peut avoir niveau des graines germées. De plus, les différences de taille 

de population entre la souche sauvage et le mutant ΔT6SS observées au niveau des plantules 

pourraient être dues à un effet de masse plutôt qu'à une activité antimicrobienne persistante. 

En effet, la taille de population plus importante de la souche sauvage au niveau des graines 

germées pourrait expliquée sa taille plus importante au niveau des plantules.  Il serait 

intéressant de faire varier la quantité de S. rhizophila CFBP13503 inoculée afin d’évaluer s’il 

s’agit d’un effet de masse qui est observé. Cependant, des études de transcriptomique seraient 

nécessaires pour évaluer si le T6SS de S. rhizophila CFBP13503 est bien exprimé au niveau des 

différents compartiments de la plante.  

Finalement, en absence de communautés synthétiques ou lorsque S. rhizophila CFP13503 est 

co-inoculée avec une SynCom composée majoritairement de bactéries résistantes à son T6SS, 

son T6SS ne lui procure pas d’avantage compétitif. Une étude portant sur la distribution des 

T6SS au sein des écosystèmes marins a révélé que l’abondance des bactéries porteuses de T6SS 

augmente lorsque les nutriments sont moins disponibles (Kempnich and Sison-Mangus, 2020). 

Les auteurs ont observé que l’abondance relative de certaines bactéries porteuses de T6SS était 

positivement corrélée aux concentrations en nutriments. Cependant, pour beaucoup d’entre 

elles, leur abondance était négativement corrélée à la biomasse phytoplanctonique qui est une 

grande source de nutriment pour ces bactéries. Ces résultats suggèrent que d’autres bactéries 
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hétérotrophes (non porteuses de T6SS) surpassent potentiellement les bactéries porteuses de 

T6SS lorsque les réserves en carbone organique et autres facteurs de croissance sont élevées. 

En revanche, lorsque la biomasse en phytoplancton baisse et donc que les ressources sont 

limitées, les bactéries porteuses de T6SS prospèrent car leurs T6SS leur procureraient un 

avantage compétitif (Kempnich and Sison-Mangus, 2020). Lors de la germination des graines, 

de nombreux exsudats sont libérés dans l’environnement proche (Nelson, 2004). Par 

conséquent, les microorganismes vont entrer en compétition et se diviser plus ou moins 

rapidement en fonction de leur efficacité à utiliser ces ressources. Dans ces situations, la 

compétition d’interférence par contact, est peut-être moins adaptée que la production de 

molécules diffusibles. Ainsi, il se pourrait que le T6SS soit un mécanisme plutôt adapté à des 

espaces restreints en taille (favorisant le contact cellulaire) où les ressources en nutriment sont 

limitées. Les graines répondant à ces critères, nous pouvons donc émettre l’hypothèse que les 

compétitions inter-microbiennes médiées par le T6SS auraient davantage un impact lors de 

l’assemblage du microbiote des graines plutôt que lors de la transmission du microbiote des 

graines aux plantules.  

Plusieurs perspectives peuvent alors être tirées de ces observations :  

• Etudier le lien entre compétition d’exploitation et interférence par le T6SS. Pour étudier cela, 

nous pourrions construire des communautés synthétiques composées de bactéries ayant un 

recouvrement métabolique plus ou moins important. En faisant varier la nature et les 

concentrations des sources de carbones et autres nutriments, nous pourrions évaluer si le 

T6SS est d’avantage impliqué lorsque le recouvrement métabolique entre les souches est 

fort et que les ressources nutritives sont faibles.  

 

• Etudier si l’impact du T6SS dépend de la nature et de la concentration des exsudats 

relargués lors de la germination. Des milieux synthétiques mimant la composition des 

exsudats des graines pourraient être utilisés pour analyser la contribution de classes de 

métabolites à l’expression du T6SS. Une approche complémentaire serait d’évaluer l’impact 

du T6SS sur la transmission du microbiote des graines à la plantule en faisant varier les 

espèces végétales utilisées (Vančura and Hanzlíková, 1972).  
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• Etudier l’impact du T6SS sur la dynamique d’assemblage du microbiote des graines. Pour 

ce faire, nous pourrions inoculer la souche sauvage ou les mutants ΔT6SS de S. rhizophila 

CFBP13503 par pulvérisation florale (Mitter et al., 2017). L’impact de cette inoculation 

florale sur la composition du microbiote des graines matures pourrait ensuite être évalué à 

l’instar des études réalisées sur les agents phytopathogènes X. campestris pv. campestris et 

Alternaria brassicicola (Rezki et al., 2016). 
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RESUME 

Les microorganismes présents dans les graines peuvent être des taxons pionniers lors de la 
germination et de l'émergence des plantules. Cependant, l'identité et les effets phénotypiques 
de ces taxons qui constituent l’inoculum primaire du microbiote des plantes sont en grande 
partie inconnus. Dans cette étude, nous avons étudié la transmission des bactéries des graines 
de radis aux plantules en inoculant des souches individuelles originaires du microbiote des 
graines et des communautés synthétiques (SynComs) en conditions in vitro. Les SynComs 
étaient composées de taxons bactériens soit très abondants et prévalents, soit sub-dominants, 
soit rares au niveau des graines. Nous avons suivi la transmission de chaque souche seule ou 
en communautés en utilisant le séquençage d’amplicons du gène gyrB. Nous avons également 
évalué leur impact sur la germination et le phénotype des plantules. Toutes les souches et les 
SynComs ont réussi à coloniser les plantules, et nous avons pu reconstituer un gradient de 
richesse (6, 8 et 12 souches) à la fois sur les graines et les plantules. Stenotrophomonas 
rhizophila est devenue dominante sur les plantules des trois SynComs, mais la transmission de 
la plupart des souches avait un succès variable (c'est-à-dire qu'elle augmentait, restait stable 
ou diminuait pendant la transition de la graine à la plantule), dépendant également de la 
richesse des SynComs. La plupart des souches individuelles n'avaient aucun effet sur le 
phénotype des plantules, à l'exception de Pseudomonas viridiflava et de Paenibacillus sp., qui 
avaient des effets néfastes sur la germination et le développement des plantules. Des 
morphologies anormales des plantules ont également été observées avec les SynComs, mais 
leur proportion diminuait à des niveaux de richesse élevés. Fait intéressant, certaines souches 
bactériennes précédemment identifiées comme faisant partie du noyau des taxons des graines 
de radis (Pseudomonas viridiflava, Erwinia persicina) étaient associées à des effets néfastes sur 
le phénotype des plantules, que ce soit en inoculation individuelle ou dans les SynComs. Ces 
résultats confirment que le microbiote de base des plantes comprend des taxons pathogènes, 
et non seulement des taxons commensaux ou mutualistes. Dans l'ensemble, ces résultats 
montrent que l'inoculation par SynCom peut efficacement manipuler la diversité du microbiote 
des graines et des plantules, et représente ainsi un outil prometteur pour mieux comprendre 
les premières étapes de l'assemblage du microbiote des plantes. Cette étude met également 
en évidence de fortes différences entre les taxons natifs présents dans les graines en ce qui 
concerne la colonisation et la survie dans les habitats plantes. 
. 
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Notes  

Dans cette étude, la transmission de souches individuelles et de SynComs, ainsi que leur impact 

sur le phénotype des plantules ont été étudiés au niveau du radis. Parmi les souches 

bactériennes testées, S. rhizophila CFBP13503. 

Les résultats de cette étude ont permi de mettre en évidence que lorsque S. rhizophila 

CFBP13503 est inoculée seule au niveau des graines de radis, elle se transmet efficacement et 

n’a pas d’impact négétif sur le phénotype des plantules.  

Lorsque S. rhizophila CFBP13503 est inoculées en cosortia de 6, 8 et 12 bactéries au niveau des 

graines de radis, elle se transmet très efficacement aux plantules et ce, malgré une faible 

colonisation des graines.  

Ces résultats, obtenus en amont de mes travaux de thèse, ont appuyer notre choix de S. 

rhizophila CFBP13503 comme modèle d’étude. Et si la forte efficacité de transmission de cette 

souche était dû à son T6SS ?   
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Titre : Impact des compétitions inter-microbiennes médiées par le système de sécrétion de 
type VI sur la dynamique de transmission du microbiote des graines aux plantules 

Mots clés : microbiote des graines, compétition d’interférence, système de sécrétion de type VI, 
communautés synthétiques, Stenotrophomonas rhizophila, Xanthomonas campestris pv. campestris.  

Résumé :  Les graines constituent la source 
d’inoculum initiale pour le microbiote des plantes. 
Lors de la germination, le relargage d’exsudats à 
proximité des graines déclenche une intense 
compétition microbienne qui joue un rôle moteur 
dans l’assemblage du microbiote des plantes. Ce 
travail de thèse vise à explorer le rôle de la 
compétition d'interférence médiée par le système 
de sécrétion de type VI (T6SS).  
Le T6SS d’une souche de Stenotrophomonas 
rhizophila, une espèce bactérienne transmise 
efficacement aux plantules, a été utilisé comme 
modèle d’étude. Ce T6SS est impliqué dans 
l’inhibition de la croissance de nombreuses 
espèces bactériennes in vitro, dont la souche 
phytopathogène Xanthomonas campestris pv. 
campestris 8004 (Xcc8004). Cette inhibition de 
croissance bactérienne est corrélée à la proximité 
phylogénétique et métabolique entre S. rhizophila 

et les espèces bactériennes testées. L’activité 
antimicrobienne du T6SS de S. rhizophila limite 
la transmission de Xcc8004 de la graine de radis 
à la plantule en conditions gnotobiotiques. Cette 
activité module également la dynamique 
d’assemblage des communautés bactériennes 
lors de la transition graine-plantule en sol non 
stérile.  La composition du consortium microbien 
co-inoculé sur graine influence l’avantage 
compétitif conféré par le T6SS à S. rhizophila.  
La compétition d’interférence médiée par le T6SS 
intervient donc bien dans la dynamique 
d’assemblage du microbiote des plantes et 
l'inoculation de consortiums bactériens 
composés de bactéries porteuses de T6SS 
apparait comme une solution potentielle de 
réduction de la transmission des agents 
phytopathogènes aux plantules

 

 

Title: Impact of inter-microbial competitions mediated by the type VI secretion system on the 
dynamics of seed microbiota transmission to seedlings 

Keywords: seed microbiota, interference competition, type VI secretion system, synthetic 
communities, Stenotrophomonas rhizophila, Xanthomonas campestris pv. campestris.  

Abstract: Seeds represent the initial inoculum 
source for plant microbiota. During germination, 
the release of exudates near the seeds triggers 
intense microbial competitions, which play a 
pivotal role in the assembly of the plant 
microbiota. This thesis work aims to explore the 
role of interference competition mediated by the 
Type VI secretion system (T6SS). 
The T6SS of a strain of Stenotrophomonas 
rhizophila, a bacterium efficiently transmitted to 
seedlings, was used as a study model. This T6SS 
inhibits the growth of many bacterial species in 
vitro, including the phytopathogenic strain 
Xanthomonas campestris pv. campestris 8004 
(Xcc8004). This inhibition of bacterial growth is 
correlated with the phylogenetic and metabolic 
proximity between S. rhizophila and the tested 

bacterial species. The antimicrobial activity of S. 
rhizophila T6SS limits the transmission of 
Xcc8004 from radish seed to seedling under 
gnotobiotic conditions. Its activity also influences 
the dynamics of bacterial community assembly 
during the seed-to-seedling transition in non-
sterile soil. The composition of the co-inoculated 
microbial consortium on the seed affects the 
competitive advantage conferred by the T6SS to 
S. rhizophila. Therefore, T6SS-mediated 
interference competition plays a significant role in 
the assembly dynamics of the plant microbiota, 
and the inoculation of bacterial consortia 
composed of T6SS-carrying bacteria appears as 
a potential solution for reducing the transmission 
of phytopathogenic agents to seedlings. 


