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RESUME

Les bactéries rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes (PGPR) ont des effets
positifs sur le développement, la croissance, et/ou la santé du végétal. Des populations de PGPR sont
naturellement présentes dans les sols cultivés, mais le fonctionnement des coopérations PGPR-plante
fluctue selon le génotype de la plante. Considérant cette variabilité, trés peu d'études génétiques ont
été menées sur les caractéres liés aux interactions racine-microbiote. Les analyses les plus compléetes
sont récentes et ont été conduites sur especes modeles. C'est pour cela que des approches de
génétique d’association ont été initiées dans le projet ANR "BacterBlé" pour identifier les régions
génétiques du blé importantes pour ces interactions. Leur potentiel agronomique mérite en effet
d’étre considéré dans un contexte de réduction des intrants en agriculture.

Mots-clés : bas niveaux d’intrants, core-collection, génétique d’association, PGPR, Triticum aestivum

1-INTRODUCTION

Les bactéries rhizosphériques stimulatrices de la croissance des plantes ou PGPR (pour Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) sont des bactéries colonisant la rhizospheére ou la racine des plantes
et capables d’améliorer le développement, la croissance, et/ou la santé du végétal (Vacheron et al.,
2013). Ces bactéries interagissent étroitement avec le partenaire végétal, conduisant a des
modifications physiologiques de la plante en termes de transcriptome (Drogue et al., 2014), protéome
(Kwon et al., 2016), et métabolome (Walker et al., 2011). La coopération entre PGPR et plante est une
interaction ancienne, qui a vraisemblablement été influencée par la domestication et ensuite la
sélection variétale (Pérez-Jaramillo et al., 2016). Le fonctionnement de la coopération PGPR-plante
varie d’ailleurs selon les génotypes de PGPR et de plante-héte (Behl et al., 2012 ; Drogue et al., 2014).
Les profils d’exsudation (Kuzmicheva et al., 2017) ou d’architecture racinaire (Beyer et al., 2019)
different selon la variété de plante, ce qui peut moduler I'écologie rhizophérique et I'efficacité des
PGPR.

Dans ce contexte, le projet "BacterBlé" (ANR-14-CE19-0017) cherche a analyser les
interactions bénéfiques entre le blé tendre et les PGPR afin d’augmenter les performances du blé en
conditions climatiques fluctuantes et en apport d’intrants limité. C’est un projet collaboratif d’'une
durée de quatre ans (mars 2015-mars 2019) associant I'lUMR Ecologie Microbienne (CNRS/ Université
Lyon1/INRA/VetAgro Sup), 'UMR GDEC INRA/UCA, ainsi que I'entreprise Biogemma. Il comporte trois
volets :

87



Le Sélectionneur Frang¢ais 2019 - 70

- Un premier volet s’intéresse a la quantification des interactions bénéfiques entre PGPR et blé. Le
criblage est réalisé sur une collection de 200 accessions de blé tendre sélectionnées par Bordes et
al. (2013). Les souches PGPR utilisées sont Azospirillum brasilense Sp245 et Pseudomonas kilonensis
F113, qui sont représentatives des PGPR retrouvées couramment dans les sols cultivés. Les
accessions interagissant le mieux avec ces PGPR ont été retenues et leurs performances
agronomiques évaluées en serre en conditions azotées et/ou hydriques limitantes par rapport a
des accessions présentant des interactions moins marquées avec les deux PGPR ;

- Un deuxiéme volet génétique a pour objectif d’identifier dans un premier temps des régions
génomiques puis des genes candidats impliqués dans l'interaction entre le blé et les deux PGPR
précédentes. Les données utilisées pour conduire une approche de génétique d’association sont
les données phénotypiques issues du criblage de la collection de 200 lignées. Le génotypage SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) provient du projet PIA BreedWheat (ANR-10-BTBR-003) ;

- Un dernier volet concerne I'évaluation au champ en conditions sub-optimales (apports hydrique et
azoté limitants) d’un sous-ensemble d’accessions sélectionnées pour étre contrastées dans leurs
interactions au laboratoire avec les deux souches PGPR.

Dans cet article, nous insistons sur I'importance des caractéristiques génétiques du blé pour
I'efficacité des interactions blé-PGPR, et sur les approches de génétique d’association appliquées a
I'analyse de ces coopérations.

2 - LES EFFETS BENEFIQUES DES PGPR

Les PGPR présentent différents mécanismes d’action sur la plante 5 (figure 1). Certaines de
ces bactéries ont des effets phytobénéfiques directs, par exemple via la réduction de Il'azote
atmosphérique N, en ammoniaque NHs. Cette fixation de I'azote s’effectue a I’état libre sur la racine
ou dans les tissus racinaires en cas de PGPR endophytes, et une partie de I'azote fixé peut étre acquise
par la plante (Behl et al., 2012). Ces bactéries fixatrices d’azote sont présentes dans la rhizosphére du
blé (Venieraki et al., 2011), et leur inoculation peut permettre d’augmenter le rendement du blé (Behl
et al., 2012 ; Neiverth et al., 2014). Leur diversité et leur activité varient selon le cultivar (Manske et
al., 2000 ; Venieraki et al., 2011). Des effets positifs des PGPR sur la disponibilité du phosphore dans la
rhizosphére sont également connus (Vacheron et al., 2013).

PHYTOSTIMULATION PHYTOPROTECTION
NH, Stimulation des défensh
~o “® o
v Nitrate o‘ﬁ
Fixation libre de I'azote
Solubilisation du phosphore 74 Atmicioblens Phytopathogénes
o -~

‘-\0 Production de
phytohormones

Figure 1. Modes d’action des rhizobactéries bénéfiques, qui conduisent a des effets de phytostimulation ou de
phytoprotection du blé (d’aprés Vacheron et al., 2013; Levy et al., 2018).
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Plusieurs PGPR améliorent |'acquisition de I'eau et des nutriments minéraux par la plante,
suite aux effets de stimulation bactérienne du développement du systéme racinaire (Creus et al.,
2004 ; Behl et al., 2012). Chez le blé, ces effets se matérialisent in vitro par une augmentation du
nombre et/ou de la longueur de racines, avec une élongation des poils racinaires suite a I'inoculation
(Combes-Meynet et al., 2011). Ces effets positifs de I'inoculation de PGPR sur I'architecture et la
biomasse racinaire ont aussi été observés pour du blé cultivé en sol (Veresoglou et Menexes, 2010). lls
reposent sur la production bactérienne de phytohormones, comme des auxines (Behl et al., 2012 ;
Vacheron et al., 2013). D’autres signaux moléculaires stimulant la ramification du systéme racinaire
sont documentés, comme le 2,4-diacétylphloroglucinol produit par les Pseudomonas fluorescents et
I’oxyde nitrique produit par de nombreux Azospirillum brasilense, qui tous deux agissent via la voie de
transduction de lI'auxine (Vacheron et al., 2013, 2017). Les PGPR peuvent aussi conduire a une
modification du métabolisme racinaire de I'éthyléne, par désamination bactérienne de son précurseur
chez la plante (I'acide 1-aminocyclopropane carboxylique ; ACC). Cela conduit a une réduction de la
concentration en éthylene dans les racines et a la répression de la croissance racinaire (Vacheron et
al., 2013).

Les PGPR peuvent aussi améliorer la santé du végétal. Ces effets passent par une inhibition
des pathogénes des racines (effets phytobénéfiques indirects), et/ou I'induction d’une résistance
systémique chez la plante (Couillerot et al., 2011 ; Maketon et al., 2012). Par exemple, I'inoculation du
blé avec la PGPR Pseudomonas fluorescens Q8r1-96 entraine une accumulation cultivar-dépendante
des transcrits racinaires impliqués dans les réactions de défense (Maketon et al., 2012).

3 — ANALYSES GENETIQUES DES INTERACTIONS RACINES x RHIZOBACTERIES

De nombreuses études indiquent que la diversité de la communauté microbienne
(microbiote) rhizosphérique dépend du génotype du blé (Siciliano et al., 1998 ; Manske et al., 2000 ;
Venieraki et al., 2011). Cette diversité peut étre due a plusieurs caractéres associés aux interactions
racine-microorganisme. Ainsi, la rhizodéposition (relargage de composés organiques, a travers des
cellules détachées de la racine, des lysats, des mucilages, des diffusats et des exsudats) peut différer
entre les cultivars de blé (Wu et al., 2001), ce qui entraine des différences dans divers aspects de
I'écologie microbienne de la rhizosphere. De plus, il a été montré que l'efficacité des cellules
d'Azospirillum a adhérer a la racine de blé dépend également du génotype de I'h6te (De Leon et al.,
2015). Le test est réalisé en comptant les cellules adhérentes apres immersion des racines dans une
solution contenant Azospirillum brasilense puis rincage a I'eau distillée. Ainsi, les parents de la
population ITMI (Opata x Synthetic) different fortement pour cette capacité. Enfin, I'activité des
bactéries fixant |'azote varie également selon les variétés de blé (Manske et al., 2000 ; Venieraki et al.,
2011 ; Neiverth et al., 2014).

Du fait de cette variabilité génétique, tres peu d'études génétiques ont été menées sur les
caractéres liés aux interactions racine-microbiote. Les analyses les plus complétes sont récentes et ont
été conduites sur espéces modeles. Ainsi, Wintermans et al. (2016) ont analysé chez Arabidopsis
thaliana la réponse de la croissance racinaire a I'inoculation avec une souche de Pseudomonas simiae.
Pour cela, ils ont mené une étude de génétique d’association sur une collection de 302 accessions.
L'expérience a été réalisée en boite de Pétri en mesurant aprés huit jours de croissance la longueur de
la racine primaire, le nombre de racines latérales ainsi que le poids de la tige des plantules inoculées
ou non. Au total, leur analyse a révélé I'existence de 10 locus génétiques treés significativement
impliqués dans l'interaction entre les plantes et cette bactérie pour ces trois caractéres confondus.
D’une fagon assez similaire, Masuda et al. (2018) ont étudié la réponse de croissance racinaire a
I'inoculation avec Azospirillum sp. B510 chez le riz. Pour cela, ils ont utilisé une population de lignées
recombinantes issue du croisement entre les variétés Nipponbare et Kasalath. En tube gélosé, la
longueur de la racine primaire de Nipponbare est significativement réduite par I'inoculation de B510,
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alors que celle de Kasalath n'est pas affectée. Trois loci génétiques sur les chromosomes 6 (x 2) et 7
expliquent environ 50% de la variation phénotypique. Ces résultats démontrent qu’il existe pour ces
especes une variation génétique naturelle pour la capacité a tirer profit des interactions stimulatrices
des rhizobactéries.

Les analyses publiées a ce jour sont beaucoup moins complétes sur le blé tendre. Il faut
toutefois signaler une étude assez ancienne (Neal et al., 1973) comparant des lignées différant pour
une région du chromosome 5B portant un locus de résistance a la pourriture racinaire (common root
rot). Les auteurs ont montré que les populations rhizosphériques étaient différentes entre un génotype
sensible et un génotype résistant. lls ont ensuite identifié le chromosome impliqué en réalisant la
substitution du chromosome 5B de la lignée résistante par le chromosome 5B de la lignée sensible.
Des études plus récentes ont été menées avec des populations cartographiées. Une analyse QTLd'une
population a quatre parents a ainsi permis d’identifier six loci majeurs situés sur les chromosomes 2B,
4D, 5A, 5B, 6A et 7A représentant ensemble 42 % de la variation de la taille du manchon terreux
rhizosphérique (rhizosheath), composé du sol qui reste fermement lié aux racines de plantules
cultivées en pot (Delhaize et al., 2015). Enfin, six QTL ont été détectés sur quatre chromosomes (dont
un majeur sur le 1A) pour la capacité a adhérer des cellules d'Azospirillum brasilense en utilisant les
lignées recombinantes de la population ITMI mentionnée plus haut (De Leon et al., 2015).

4 — LES PREMIERES ANALYSES GENETIQUES DU PROJET BACTERBLE

C'est dans ce contexte que les premiéres analyses génétiques du projet BacterBlé ont été
conduites. Ce projet a utilisé deux souches PGPR, Azospirillum brasilense Sp245 et Pseudomonas
kilonensis F113. P. kilonensis F113 inhibe différents phytopathogenes fongiques, produit du 2,4-
diacétylphloroglucinol, et présente une activité ACC désaminase. Cette PGPR a des effets bénéfiques
sur la croissance du blé (Couillerot et al., 2011). A. brasilense Sp245 fixe I'azote atmosphérique, produit
de l'acide indole-3-acétique, et stimule la croissance du blé (Creus et al., 2004). La génétique
d’association a été conduite sur les caractéres issus de I'inoculation racinaire réalisée avec I'une ou
I'autre des deux souches PGPR (Figure 2). Les caracteres concernés correspondaient a la capacité de
ces bactéries a interagir avec le blé (travail de thése de Jordan Valente, dirigé par Claire Prigent-
Combaret et Yvan Moénne-Loccoz).

Quantification de

Pseudomonas kilonensis F113 I'efficacité de l’interaction
blé x rhizobactérie
. v
v
ou Inoculation
* Identification des
~NO > accessions interagissant
~o efficacementavec les
rhizobactéries
Azospirillum brasilense Sp245 * Identification de QTLs
d’interaction avec les

K ~200accessions de blé / rhizobactéries bénéfiques

Figure 2. Principe de criblage des accessions de blé sur la base des interactions avec des rhizobactéries
bénéfiques.
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Les premiéres analyses montrent un peu plus de 300 SNP significativement associés a au
moins un des caractéres en considérant un seuil de —log(p-value) supérieur a 5. De fagon intéressante,
le nombre et la localisation des régions associées sont trés différents entre les bactéries. En effet, on
observe tres peu de régions associées au criblage réalisé avec Pseudomonas et un nombre assez
important de régions avec Azospirillum. Ces deux rhizobactéries ont des modes d’interaction différents
avec les racines. Cela pourrait expliquer un déterminisme génétique contrasté, avec des régions a effet
fort (et donc détectables avec la puissance associée a la taille du panel d’association) pour Azospirillum,
et des régions a effet plus faible pour Pseudomonas.

De la méme fagon, il est possible d’identifier des régions communes et spécifiques aux
différents caracteres d’interaction pris en compte chez ces bactéries. Ainsi, les mécanismes génétiques
en jeu pourraient étre différents pour les différentes facettes de l'interaction entre rhizobactéries et
plante.

Enfin, il faut noter que, quel que soit le caractére considéré, les alleles favorables, c’est-a-
dire liés a une interaction rhizobactéries-plante plus performante, sont toujours les alléles
minoritaires. Combiné au fait qu’aucune des lignées testées ne possede les alleéles favorables a toutes
les régions identifiées, cela offre la possibilité de sélection pour une meilleure interaction entre les
racines et les rhizobactéries. Pour cela, les marqueurs moléculaires associés aux régions déterminées
pourront étre d’une aide importante.

6 - CONCLUSION

Les bactéries PGPR naturellement présentes dans les sols cultivés présentent un potentiel de
phytostimulation qui peut étre utile pour améliorer la culture du blé, notamment dans un contexte de
réduction des intrants. La performance des interactions PGPR-blé variant selon le génotype végétal,
les approches de génétique d’association permettent d’identifier des alléles liés a une interaction
rhizobactéries-blé plus performante. Les marqueurs moléculaires associés a ces alleles seront utiles
pour explorer les possibilités de sélection de variétés de blé valorisant les interactions bénéfiques avec
les PGPR.

Journée Scientifique ASF du 7 février 2019
" Le systéme radiculaire et la rhizosphére en amélioration des plantes "
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