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Résumé

Le modéle classique de l'agriculture industrialisée, basé sur ['utilisation effrénée
d'intrants, est aujourd’hui largement considéré comme non durable car générant
érosion de la biodiversité et pollutions multiples. L'utilisation de rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) comme biofertilisants est considérée
comme un moyen de réduire la dépendance actuelle aux produits agrochimiques
dangereux. Notre hypothese de travail est qu’au cours de la domestication des plantes
cultivées, les migrations humaines puis la sélection ont éloigné les plantes cultivées
de leur microbiote originel ayant co-évolué avec elles pendant des milliers d’années
et que certaines capacités d’interaction plantes-microbiote ont pu s’altérer. Ces
capacités d’interactions étant générées par des échanges de signaux hydrosolubles
ou volatils, nous avons analysé les profils d’exsudation racinaire de différentes sous-
especes de blé récapitulant les grandes étapes de la domestication depuis
I'amidonnier sauvage (T. t. dicoccoides), 'amidonnier cultivé (T. t. dicoccum) et le blé
dur (T. t. durum) mettant en évidence quasiment exclusivement des métabolites
secondaires comme des benzoxazinoides, des peptides et des phytohormones avec
des variations notables entre les sous-espéces. En paralléle, nous avons isolé des
bactéries PGPR diazotrophes de la rhizosphére d’'un amidonnier sauvage isolé d’'une
zone refuge au Liban, région faisant partie du croissant fertile d’ou le blé est apparu
et a été domestiqué. Ces bactéries ont montré un effet PGPR sur un blé dur moderne
cultivé en serre sous limitation en azote, avec une augmentation de 90% de la teneur
totale en azote des graines. Le surnageant de culture de ces souches a été mis en
contact avec le systeme racinaire de plantules de blé moderne cultivées en hydroponie
et ont altéré différemment le développement des racines avec une forte augmentation
de la longueur et de la densité des poils absorbants observée lors de I'ajout d'exsudats
d’'une des souches testées. L’analyse du profil de ces exsudats bactériens a révélé la
encore essentiellement des métabolites secondaires dont de nombreux antibiotiques,
des peptides mimant potentiellement des phytohormones et des protéines de la voie
d’excrétion formant des vésicules a partir de la membrane externe et enfermant des
activités enzymatiques comme des protéases et des métabolites secondaires. Enfin,
des bactéries endophytes des graines du blé sauvage ont été isolées et I'étude de leur
localisation in situ est en cours grace a un marquage ala GFP. En conclusion, les sous-
especes de blé ont montré des profils d’exsudation racinaire complexes. Les blés
modernes semblent avoir conservé les capacités a interagir avec des bactéries PGPR,
ces derniéres peuvent altérer la croissance racinaire dont celle des poils absorbants.

Mots clés : Domestication de blé, Exsudats racinaires, Exsudats bactériens, Bactéries
endophytes, Diazotrophes, PGPR, Métabolomique, Protéomique.



Abstract

The classical model of industrialized agriculture, based on the unbridled use of inputs,
is now widely considered unsustainable because it generates biodiversity erosion and
multiple pollutions. The use of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) as
biofertilizers is considered as a way to reduce the current dependence on hazardous
agrochemicals. Our working hypothesis is that during the domestication of crops,
human migrations and then selection have distanced crops from their original
microbiota having co-evolved with them for thousands of years and that some plant-
microbiota interaction capacities may have been altered. As these interaction
capacities are generated by exchanges of water-soluble or volatile signals, we
analyzed the root exudation profiles of different wheat subspecies recapitulating the
main stages of domestication from the wild emmer (T. t. dicoccoides), the cultivated
emmer (T. t. dicoccum) and the durum wheat (T. t. durum) showing almost exclusively
secondary metabolites such as benzoxazinoids, peptides and phytohormones with
notable variations between subspecies. In parallel, we isolated diazotrophic PGPR
bacteria from the rhizosphere of a wild emmer accession isolated from a refuge area
in Lebanon, a region part of the Fertile Crescent from where wheat originated and was
domesticated. These bacteria showed a PGPR effect on modern durum wheat under
nitrogen limitation, with a 90% increase in total seed nitrogen content. The culture
supernatant of these strains was brought in contact with the root system of
hydroponically grown modern wheat seedlings and aletred root development
differently with a strong increase in length and density of root hairs observed when
exudates of one of the tested strains were added. Analysis of the profile of these
bacterial exudates revealed again mainly secondary metabolites including many
antibiotics, peptides potentially mimicking phytohormones and proteins of the
secretory pathway forming vesicles from the outer membrane and enclosing enzymatic
activities such as proteases and secondary metabolites. Finally, endophytic bacteria
from wild wheat seeds have been isolated and the study of their in-situ localization is
in progress thanks to GFP labeling. In conclusion, wheat subspecies showed rich and
different exudation profiles. Modern wheat seems to have retained the ability to interact
with PGPR bacteria which can alter root growth, including that of the root hairs.

Key words: Wheat domestication, Root exudates, Bacterial exudates, Endophytic
bacteria, Diazotrophs, PGPR, Metabolomics, Proteomics.
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Chapitre 1

Introduction







1.1. Généralités

La révolution verte initiée aprés la seconde guerre mondiale a entrainé une
augmentation spectaculaire de la production agricole mondiale améliorant la sécurité
alimentaire dans le monde tout en devenant tres dépendante de I'agrochimie et
entrainant au final une dégradation de nombreux services écosystémiques. Les
modeles de prévision annoncent une dégradation accrue de ces services au cours
des prochaines décennies si les stratégies de gestion restent inchangées (Vance et
al., 2003). Cette dégradation est en grande partie due a une baisse drastique de la
biodiversité, conséquence de I'extréme simplification des agro-écosystemes et de leur
artificialisation, et de la pollution induite par ce modéle agricole (Tilman, 1999). La ré-
orientation nécessaire vers de nouveaux modeles assurant une production agricole
suffisante de facon durable (Lynch, 2007) ne pourra cependant pas étre un simple

retour empirigue aux pratiques agricoles d’avant la premiere révolution verte.

Actuellement, la compréhension des relations trophiques complexes au niveau du sol
entre la plante et son microbiote permet d'envisager une utilisation plus efficace des
ressources hydrominérales et une meilleure capacité a gérer certains stress biotiques

ou abiotiques dans un nouveau modele agricole plus diversifié.

1.2. Le blé dur : importance dans I'alimentation mondiale

Le blé dur (Triticum turgidum durum, 2n = 4x=28) est une monocotylédone de la famille
des Poaceae (Graminées), de la tribu des Triticées. C’est une culture céréaliére
importante en termes de production commerciale et d’alimentation humaine. Cette
espece est la deuxieme plus importante du genre Triticum apres le blé tendre (Triticum
aestivum L.) et représente environ 20 % de la superficie cultivée en blé dans le monde.
La production mondiale de tous les types de blés est de 777 millions de tonnes lors
de la campagne 2021. En volume de production, c'est la quatrieme culture mondiale
derriére la canne a sucre, le mais et le riz. Les statistigues mondiales sont calculées
par le FAO (Food and Agriculture Organization). La Chine, I'Inde et la Russie sont les
trois principaux producteurs de blé au monde, représentant environ 41 % de la
production  mondiale de blé (https://worldpopulationreview.com/country-

rankings/wheat- production-by-country).
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Figure 1.1. La zone domestication de blé au sein du Croissant fertile.

Le Croissant fertile est indiqué par la couleur verte.



Le blé dur contribue considérablement aux apports caloriques et nutritionnels de la
population dans plusieurs pays du monde, il fournit environ un cinquieme des calories
consommeées par 'homme. Il est riche en protéines et la force de son gluten en fait le
blé privilégié des transformateurs pour la préparation de pates alimentaires et pour la
fabrication de la semoule, du boulghour et bien d’autres types.

1.3. Origine et domestication du blé dur

Tout comme le blé tendre, le seigle et I'orge, le blé dur a été domestiqué dans le
Croissant fertile. En effet, le Croissant fertile marqué en couleur verte (Figurel.l)
correspond a une zone steppique englobant les vallées du Tigre et de 'Euphrate a

I'est et toute la céte du Levant a 'ouest rejoignant la vallée du Nil (Times, 1916).

Le blé dur est trouvé des le 7¢™ millénaire av. J.-C. a Can Hasan Ill (Turquie) et Tell
Aswad (Syrie), puis en proportions croissantes a la fin du néolithique, au 5¢me
millénaire avant notre ere en Grece et dans l'ouest de la Méditerranée. Les ancétres
du blé dur et ses géniteurs directs ont évolué dans une zone du proche et moyen
orient et leur domestication s’est déroulée dans le Croissant fertile, zone bioclimatique
confinée a l'ouest par la Méditerranée et a I'est par le golfe persique, et ou la limite
inférieure de la pluviométrie est de 200 mm par an. Il est probable que dans cette zone
steppique, une certaine relation entre adaptation et co-évolution s’est mise en place
pendant plusieurs millions d’années entre les céréales et les souches du microbiome

local.

1.4. Changements morphologiques et physiologiques associés a la

domestication

La domestication du blé a impliqué des changements du point de vue génétique
morphologique et physiologique et I'analyse de tous ces traits complexes a été
réalisée via des caractéres quantitatifs appelés QTL (Zvi, 2011). L’étude de ces
modifications s’est faite non seulement chez le blé (Peng, 2003) mais aussi dans
diverses plantes cultivées comme le riz (Lee et al., 2005), le mais (White et Doebley,
1998), le sorgho (Paterson et al., 1995), le soja (Liu et al., 2007), et la tomate

(Doganlar et al., 2002) et a indiqué que plusieurs groupes de génes ayant d’importants
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Figure 1.2. La généalogie des membres cultivés de la famille Triticum, y compris diverses
especes de blé ancien cultivés, le blé dur et le blé tendre (Kucek et al., 2015). Les blés durs a 28
chromosomes (BBAA) sont des allotétraploides possédant les génomes B provenant d’Aegilops
speltoides et A de Triticum urartu. Une telle hybridation aurait donné naissance au T. t. diccocoides qui

se serait diversifié et par sélection aurait engendré T. t. dicoccum et T. t. durum (Kucek et al., 2015).



effets sont responsables de la plupart des variations entre la forme de blé domestiqué

et celle des géniteurs sauvages.

1.4.1. Ladomestication et la variabilité génétique
Par la constitution chromosomique du large éventail d'especes et de génotypes dans
le genre Triticum, on distingue I'existence de trois sous-groupes (Kucek et al., 2015)
(Figure 1.2) :

0) Le groupe diploide (2n = 2x = 14 chromosomes) avec Triticum monococcum
aegilopoides (engrain sauvage) ; Triticum monococcum (petit épeautre).

(i) Le groupe tétraploide (2n = 4x = 28 chromosomes) a grains vétus avec
Triticum turgidum diccocoides ou amidonnier sauvage, Triticum turgidum
dicoccum (amidonnier) ou a grains nus, Triticum turgidum turgidum ou blé
poulard ; Triticum turgidum polonicum ou blé de Pologne ; Triticum turgidum
carthlicum ou blé de Perse ; Triticum turgidum durum ou blé dur.

(i) Le groupe des blés hexaploides (2n = 6x = 42) avec des grains vétus
comme Triticum aestivum spelta (grand épeautre ou blé gaulois) ou des
grains nus comme Triticum aestivum aestivum ou blé tendre, Triticum
aestivum compactum ou blé hérisson.

Le principal trait de la domestication du blé est le changement qui a lieu lors de la
dispersion des graines via le maintien des épillets sur I'épi a maturité, dont la
conséquence majeure est la facilitation de la récolte. D’autres traits peuvent aussi étre
cités tels que la réduction des glumes, la modification de I'architecture de la plante, la
perte de I'aspect dormant de la graine et la taille de I'épi et du grain (Harlan, 1973).

Malgré le fait que le blé moderne montre des caractéristiques agronomiques et
productives performantes par rapport a 'amidonnier, ce dernier présente une diversité
géneétique importante et est une source significative de résistances aux maladies et
aux ravageurs (Faris, 2013). La réduction de la diversité génétigue durant la
domestication est estimée entre 50 et 60% (Bonnin et al., 2014). Trois groupes de
genes sont responsables des trois grands caracteres influencés lors de la

domestication du blé parmi lesquels on peut citer les groupes de genes Br13A, Br138



et Brl%P ayant un impact sur la fragilité des rachis, le gene Q présent sur le
chromosome 5A ayant une influence sur le battage du blé et les génes Tg1?P et Tg22B

responsables de la réduction des glumes (Faris et al., 2013).

1.4.2 Domestication et modification des traits morphologiques
Au niveau des racines, il était constaté que les anciennes variétés avaient
approximativement une biomasse racinaire trois fois plus importante avec une
profondeur plus importante que la variété domestiquée et la taille des racines des
cultivars modernes est réduite par rapport a celle des variétés sauvages (Waines et
Ehdaie, 2007; Roucou et al., 2020). Par contre, la masse de racines séminales a
augmenté chez les blés modernes (Golan et al., 2018). Quant aux barbes, des
extensions filamenteuses longues et rigides des glumes, ils participent a 40% a la
photosynthése et contribuent a l'alignement des épillets portant les graines aux
niveaux des épis. C’est la raison pour laquelle leur présence a été conservée lors de
la domestication malgré le fait que les barbes des variétés domestiquées soient plus
courtes que les sauvages (Haas et al., 2018). De plus, la domestication a réduit en
grande partie la dormance des graines et augmenté I'efficacité de I'utilisation de I'azote
(Gioia et al., 2015) tandis qu’elle a augmenté le taux net de photosynthése, le taux de

production de feuilles et la teneur en azote (Roucou et al.,2020).

1.4.3. Domestication et modifications biochimiques
De nombreux métabolites présents dans les grains de blé ont subi des changements
importants a chaque étape de la domestication (Ben-Abu et al., 2022). D’aprés
Beleggia et al., 2021, il existe une étroite corrélation entre I'expression génétique et la
production des métabolites. De multiples métabolites secondaires de I'embryon du
grain ont montré au cours de la domestication une augmentation tres remarquable. En
effet, ces métabolites sont impliqués dans les mécanismes de défense des plantes
comme les antibiotiques et dans la réponse au stress biotique. Parmi ces composes,
les phytoalexines, les jasmonates, les benzoxazinoides, les glucosinolates, les acides
coumariques et d'autres alcaloides qui servent de bactéricides, fongicides et
insecticides (Okada, 2015; Arbona et al., 2016; De Bruijin et al., 2018 ; Zaynab et al.,
2018). Concernant le stress oxydatif qui peut étre présent chez les plantes dans le cas
d’'un stress biotique (présence d’agents pathogénes) et un stress abiotique (la
sécheresse, les carences nutritives...), les antioxydants assurent une protection des

plantes. (Gill et Tuteja, 2010). lls s'accumulent dans les grains de blé et ces



composeés dérivent de I'acide cinnamique, de I'apigénine, des flavonols, du glutathion,
des anthocyanines et d'autres phénols (Gill et Tuteja, 2010). Le métabolisme des
acides aminés a été aussi modifié durant la domestication et présente une
augmentation tandis que celui de la tyrosine a diminué considérablement. Il est
intéressant de noter que la tyrosine est un précurseur direct de I'acide p-coumarique,
un composant du mécanisme de défense du blé contre le stress biotique et abiotique
(Ben-Abu et al., 2022). De maniere remarquable, les taux de DIMBOA (2,4-
dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one), un benzoxazinoide et de ses dérivés
impliqués dans l'allélopathie et la sélection du microbiote ont montré des fluctuations
importantes au cours de la domestication du blé et sa fonction dans la réponse contre

les especes fongiques pathogenes (Ben-Abu et al., 2021).

1.4.4. Domestication et association microbienne
La domestication des plantes a permis d’obtenir des cultivars productifs mais aussi de
modifier le microbiote végétal de maniére significative. La composition de la
communauté microbienne rhizosphérique a un impact sur le développement des
phytopathogénes (Nehl et al., 1997), I'acquisition de nutriments (Lynch, 1990), la

résistance aux métaux lourds (Bradley et al., 1981).

En effet, des plantes de méme espéce peuvent recruter différents especes
bactériennes colonisatrices potentielles de la rhizosphére et suivant le type de sol ou
elles poussent, modulé aussipar le génotype de la plante, ce qui indique I'effet important
du site de culture sur 'assemblage bactérien de la rhizosphére (Abdullaeva, 2021). La
domestication ainsi que la sélection ont entrainé une réduction de la diversité
génétique des cultivars des plantes et cela a été démontré pour le haricot (Bitocchi et
al.,2013), le riz (Ram et al., 2007) et le blé (Haudry et al., 2008).

De méme, Germida et Siciliano (2001) ont révélé que la communauté bactérienne de
la rhizosphére d’anciens cultivars était plus diversifiee que celle des cultivars
modernes. Wipf et Coleman-Derr (2021) ont validé une plus grande abondance des
actinobactéries dans les racines d'espéces tétraploides et hexaploides ainsi qu’une
diversité plus élevée chez les polyploides dans la rhizosphere, en comparaison avec
les diploides. En plus, la domestication a aussi altéré la communauté fongique (Hetrick
et al.,1995 ; Spor et al., 2022).
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1.5. Les Bactéries PGPR: plant growth promoting rhizobacteria

Avec les champignons et les protozoaires, les bactéries constituent le groupe de micro-
organismes le plus abondant coexistant dans la rhizosphére (Singhet al., 2018; Gruet
et al., 2022), la zone située autour de la racine, ou le systeme racinaire de la plante a
une influence directe et significative sur la composition du sol et la diversité
microbienne. Par ailleurs, la communauté bactérienne située au niveau de la surface
racinaire est définie comme le rhizoplan et les bactéries peuvent coloniser les tissus
intérieurs de la racine et définissent I'endosphére (Gruetet al., 2022) (Figure 1.3. A).
Les bactéries nommeées Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) font partie des
bactéries bénéfiques capables d’améliorer la croissance des plantes et leur résistance
aux stress biotiques ou abiotiques ou elles peuvent étre utilisées comme biopesticides
ou biofertilisants (Oumair Riaz, 2021; Shah et al., 2021). Les PGPR favorisent la
croissance des plantes via une grande variété de mécanismes, tels que I'amélioration
de la nutrition minérale résultant de la fixation ou la solubilisation de sources de
nutriments comme l'azote, le potassium et le phosphore, la production de
phytohormones qui affectent le développement du systeme racinaire et stimulent
souvent le développement des poils absorbants et la protection contre les ravageurs
des plantes via, par exemple, des processus compétitifs d'acquisition des ressources
du sol (Vacheron et al.,, 2013) (Figurel.3.B). L'activitt PGPR émane de maniére
significative des interactions dans la rhizosphere, dans laquelle de nombreux types de
bactéries attachées aux racines des plantes ont été identifiés (Bakker et al., 2013).
Par exemple, une étude menée dans notre laboratoire a montré que le rhizobium
Mesorhizobium loti se comporte comme une PGPR lorsqu'elle interagit avec
Arabidopsis thaliana, provoquant une augmentation de la biomasse produite ainsi
gu'une forte augmentation, de plus de 100%, de la longueur de poils absorbants
(Poitout et al., 2017). Un résultat similaire de stimulation de l'allongement des poils
absorbants par difféerentes souches bactériennes diazotrophes chez le blé dur a été
aussi obtenu dans I'équipe (Rongsawat, 2019, These de doctorat). Par conséquent, il
est raisonnable de supposer que la stimulation des poils absorbants par de telles
bactéries entraine une amélioration de la nutrition minérale de la plante puisque les

poils absorbants jouent un réle majeur dans I'exploration du sol et l'acquisition des
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ions nutritifs principalement 'azote, le phosphore et le potassium par le systéme

racinaire (Rongsawat et al., 2021).

1.5.1. Les bactéries diazotrophes

L'azote, un élément minéral clé pour les plantes, est souvent le composant le plus
limitant de la croissance des plantes. Le manque d'azote affecte la qualité et la
productivité des cultures (Muhammad Razaq, 2017). L'azote est présent dans le sol
sous deux formes : organique et inorganique. Bien que les plantes utilisent
principalement les deux formes inorganiques prédominantes, I'ammonium (NH4") et le
nitrate (NOz’), ce dernier étant plus mobile dans les sols fertiles et donc plus facilement
acquis par la plante que I'ammonium (Andrews et al., 2013).

Les bactéries diazotrophes sont I'un des types les plus courants de PGPR avec les
PSB (bactéries solubilisant le phosphate) et les KSB (bactéries solubilisant le
potassium). Parmi les diazotrophes, certaines bactéries fixent I'azote a I'état libre
comme Acetobacter sp., Azospirillum sp. et Azoarcus sp.. Ces souches peuvent étre
trouvées soit dans la rhizosphere, soit sous forme d'endophytes. Elles peuvent
favoriserla croissance des plantes en réduisant l'azote atmosphérique en ions
ammonium (Shin et al., 2016). Les bactéries diazotrophes semblent pouvoir étre plus
efficaces, en termes de croissance des plantes, que l'utilisation d'engrais chimiques
azotés (dans certaines conditions) ou leur effet positif sur le développement des
plantes se traduit par une augmentation de la masse racinaire, de la masse foliaire et
du rendement en graines (Pham et al.,, 2017). La co-inoculation de bactéries
diazotrophes ou avec d’autres PGPR pourrait avoir un avantage agronomique en
augmentant I'accumulation d'azote dans la plante, ce qui se traduit par un rendement
accru, comme par exemple dans le soja co-inoculé avec Bradyrhizobium sp. et
Azospirillum brasilense dans un sol enrichi en azote par rapporta une inoculation
unique (Fipke et al., 2016). Dans un systeme hydroponique et dans des conditions
limitées en azote, la co-inoculation de cing bactéries Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirilum seropedicae,
Nitrospirillum amazonense et Paraburkholderia tropica améliore I'activité de la nitrate
réductase dans la canne a sucre (Dos Santos et al., 2017). En plus, des fluctuations de
réponses entre différents cultivars et différentes souches bactérienne suggeére une
interaction spécifique entre la bactérie et la plante hote (Do Amaral et al.,2016; Otanga
et al., 2018; Dos Santos et al., 2020).
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1.5.2. Les bactéries solubilisatrices du phosphate (PSB)

Le phosphore est I'un des éléments les plus essentiels dont les plantes ont besoin
pour leur croissance. Il intervient dans la synthése des acides nucléiques et est
impliqué dans la respiration et la photosynthése des plantes par son intégration dans
des liaisons riches en énergie (ATP, ADP...). Il est présent sous des formes
organiques et inorganiques. Les plantes ne peuvent pas absorber le phosphore sans
solubiliser ou mobiliser le phosphate. En fait, ce processus nécessite un
environnement acide favorisé par la croissance de micro-organismes actifs autour de
la région racinaire. Ces micro-organismes, connus sous le nom de bactéries
minéralisant le phosphore organique ou bactéries solubilisant le phosphate (PSB), ont
la capacité de sécréter des acides organiques tels que l'acide oxalique et l'acide
acétique, réduisant ainsi le pH autour de la plante (Kalayu, 2019). Dans les systemes
agricoles, ces bactéries sont utilisees comme biofertilisants. Bi et al. (2020) ont
démontré que des souches de Bradyrhizobium et de Methylobacterium ont une activité
puissante pour dissoudre des formes de phosphore dans le sol, améliorant ainsi la
croissance des plantes et spécialement du riz. lls ont également montré I'induction de
I'expression des génes bactériens, phoD et pgqC qui codent respectivement pour la
phosphatase alcaline et pour la pyrroloquinoline quinone synthase intervenant dans
la régulation et la mobilisation du phosphore inorganique et organique (Shi et al.,
2022). Certaines especes de Pseudomonas sp. sécretent des anions organiques tels
gue le gluconate, qui joue un réle important dans le processus de minéralisation d’'une
forme de phytate de calcium (CalHP) impliquant I'expression du gene Ged codant pour
une quinoprotéine glucose déshydrogénase considérée comme le biomarqueur clé de
la solubilisation du phosphate (Giles et al., 2015; Wu et al., 2022).

1.5.3. Les bactéries solubilisatrices du potassium (KSB)
Avec une importance similaire au nitrate et au phosphore et depuis longtemps il a été
vérifié que la plante a tendance a absorber du potassium en plus grande quantité que
ses besoins (Bartholomew et al., 1929). Cet élément est essentiel dans le processus
de formation des sucres et dans le maintien de la santé et de I'immunité de la plante.
Il joue un réle important dans la résistance aux maladies et la tolérance aux stress
environnementaux (Amtmann et al., 2008; Johnson et al., 2022). Le potassium présent
dans la muscovite, l'orthose, la biotite, le feldspath, lillite et le mica est difficile a

absorber par les plantes sans la présence de bactéries saprophytes autour des
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racines (Meena et al., 2014). Il a déja été rapporté que les especes bactériennes
Bacillus sp., Acidothiobacillus sp.et Paenibacillus sp. dissolvent ces formes de
potassium (Meena et al., 2014). Anjanadevi et al. (2016) ont montré que Bacillus
subtilis et Bacillus megaterium, qui poussent & la surface des roches, dissolvent le
feldspath en augmentant I'acidité du sol par la sécrétion d'exopolysaccharides. De
méme, Bacillus pseudomycoides peut dissoudre des micas, augmentant ainsi le
niveau de potassium dans le sol, ce qui a contribué a une augmentation du rendement
des plantes (Paramanik et al., 2019). Dans un systeme agricole expérimental,
l'inoculation de grains de blé avec Enterobacter cloacae et Pseudomonas sp. a
augmenté le rendement de 19% en raison d'une absorption plus importante du
potassium (Khani et al., 2019 ; Ashley et al., 2006 ; Srivastava et al., 2020). Dans des
conditions de carence en potassium dans le sol, des engrais chimiques tels que le
dihydrogénophosphate de potassium sont ajoutés. La surexpression des genes
transporteurs de potassium MbTrkH d’origine bactérienne chez le tabac poussant en
carence en potassium a permis d’augmenter les masses fraiches et seches ainsi que

la teneur en potassium des plantes (Ding et al., 2020).

1.5.4. Les bactéries endophytes
Lorsque les plantes sont apparues il y a plus de 500 millions d'années, des études ont
montré la présence de microbes a lintérieur des plantes pour l'acquisition de
nutriments et la tolérance aux stress (Johnston-Monje et al., 2011). Parmi ceux-ci, des
bactéries endophytes qui colonisent les tissus internes des plantes et vivent en
symbiose ou de maniere commensale chez I'h6te (Schulz et al., 2006). Considérant
les 300 000 espéces de plantes présentes sur Terre, chaque plante peut héberger
plusieurs types d'endophytes (Strobel et al.,, 2004) En effet, des endophytes
envahissent une niche écologique qui ressemble largement a celle des
phytopathogénes, ce qui leur conféere le potentiel de contréler d’autres
microorganismes pathogenes (Sturz et Matheson, 1996; Duijff et al.,1997 ; Etesami et
Alikhani, 2017), les insectes (Azevedo, 2000) et méme les nématodes (Munif et al.,
2000). Ces bactéries participent également a la croissance des plantes dans certains
cas en fournissant des nutriments inorganiques (Cipriano et al.,, 2021) et en

synthétisant des métabolites antifongiqgues ou antibiotiques pour prévenir le

développement de maladies chez les plantes (Mohamad et al., 2018 ; Xia et al., 2022).
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Certaines bactéries endophytes jouent un réle important dans la phytoremédiation de
maniére naturelle et augmentent le rendement (Afzal et al., 2014).

La capacité des bactéries a coloniser des parties spécifiques d'une plante
dépend de la souche bactérienne et de l'espéce. En général, les endophytes se
trouvent dans les espaces intercellulaires et tres peu dans l'espace intracellulaire des
tissus végétaux (Mahaffee, 1997). Cependant, compte tenu de la fonctionnalité, la
colonisation intracellulaire semble étre beaucoup plus attrayante que la colonisation
intercellulaire, et ce phénomeéne a été observé chez le riz (You et Zhou, 1989) et le
blé (Velichko et al., 2022). Pour cela, differentes communautés bactériennes ont été
révélées dans plusieurs tissus de graines tels que le tégument, I'embryon,
I'endosperme et le périsperme (Singh et Mathur, 2004; Shade, 2017). Récemment, la
distribution spatiale de la communauté bactérienne et fongique au sein des plantules
et des graines laisse supposer qu'une grande diversité du microbiome des graines est
transmise a la phyllosphere et aux racines des plantules en développement
(Abdelfattah et al., 2021). D'autres types d'endophytes profitent des tubes de xyleme
de leurs racines hotes dans lesquels ils se développent grace au mouvement des
flagelles et a la transpiration de leur plante héte (Compant et al., 2005). Une fois que
les bactéries endophytes sont présentes dans les graines, apparait la notion de «
transmission verticale » par laguelle elles peuvent étre transmises verticalement d'un

tissu a l'autre et d'une génération a l'autre.

Les graines (structures sexuées des spermatophytes) sont largement
impliquées dans la transmission verticale des bactéries d'une génération a l'autre et
quireprésentent pour les cultures la premiére source d'inoculum (Darasse et al., 2010).
En effet, les endophytes peuvent étre transférés des parties végétatives des plantes
a travers les tissus vasculaires de la plante parentale via le funiculus dans I'endoderme
des graines (Agarwal et Sinclair, 1996 ; Barret et al.,2015). Différentes études ont
montré ce type de transmission dans les semences de riz (Mukhopadhyay, 1996), de
blé (Coombs et Franco, 2003) et de mais (Wu et al., 2022).

Un autre type de transmission bactérienne peut se produire horizontalement. La
transmission horizontale a généralement été notée chez les microbes vivant dans la
spermosphere définie comme une zone microbiologiquement dynamique entourant

une graine en germination (Schiltz et al., 2015) ou dans la rhizosphére dans laquelle
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CFU per gram (fw)

location 38 days 46 days
a 70, 9x10° 0, 4x10°
b 0, 80 0, 1x10°
c 1x108, 3x107  3x10%, 3x10°
d 2x10%, 2x10®  2x10°, 2x10°
e 6x107,2x107 7x107,2x107

Figure 1.4. Persistance et densité de Pantoea sp. chez le blé au cours du temps (Soluch
et al. 2021).
a : feuille supérieure ; b : feuille la plus basse ; ¢ : tige ; d : radicelle et :, racine primaire.
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la plante sécrete des exsudats qui attirent les microbes du sol en augmentant les

populations microbiennes au niveau de la zone rhizosphérique (Bulgarelli et al., 2012).

De nombreuses bactéries ont été détectées dans des semences et cultures stérilisées
comme la luzerne (Cottyn et al., 2001), le riz (Hardoim et al., 2012), le mais (Liu et al.,
2013), le tabac (Mastretta et al.,2009), le blé (Diaz Herrera et al.,2016) et le quinoa
(Pitzschke, 2016). Il a été montré que ces bactéries appartiennent & des genres
spécifiques notamment des Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Micrococcus,

Staphylococcus, Pantoea et Acinetobacter.

Pantoea sp. est capable de persister dans le blé aprées 40 jours aprés l'inoculation et
a été identifiée en plus grande abondance dans la tige et les racines (principalement
dans les jeunes racines de la couronne), mais moins dans les feuilles(Figure 1.4)
(Soluch et al. 2021).

1.6. Les exsudats racinaires

1.6.1. Définition et systémes de sécrétion
Les exsudats racinaires sont un mélange complexe de composés organiques solubles
ou volatils comprenant les métabolites primaires tel que les glucides, les acides
aminés et les acides organiques et les métabolites secondaires comme les

flavonoides, les glucosinolates, les auxines, etc. (Badri et Vivanco 2009).

Les plantes ont développé différents mécanismes pour sécréter ces métabolites dans
la rhizosphere, impliquant différents types de transport : passif et actif (Figure 1.5)
sans que des données précises globales sur le transport d’exsudats aient été

démontrées.

Traditionnellement, la sécrétion des exsudats racinaires est considérée comme
un processus passif, médié par difféerentes voies : par transport diffusif a travers la
membrane plasmique racinaire via les canaux ioniques et par exocytose (Baetz et
Martinoia, 2014). Les propriétés chimiques des composés a exsuder déterminent le
processus de sécrétion correspondant. Le transport diffusif implique des molécules de
faible poids moléculaire, notamment des sucres, des acides aminés, des acides

carboxyliques et des phénols. Ce processus est soumis a des gradients de
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Figure 1.5. Mécanismes du systeme de sécrétion des exsudats racinaires (Vives-Peris et al.
2019). Les points rouges correspondent aux exsudats sécréteés.
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concentration entre le cytoplasme des cellules racinaires et la rhizosphere (Badri et
Vivanco, 2009). Les canaux ioniques sont responsables de la sécrétion de glucides et
de carboxylates spécifiques tels que le malate et I'oxalate. Plusieurs types de canaux
anioniques ont été caractérisés comme perméables a ces types de composés, a des
degrés divers, ainsi qu'aux ions inorganiques (Cl-et NO*). Les canaux de type ALMT
(Aluminium-activated malate transporters) présentent une forte perméabilité au
malate et au fumarate (Sharma et al., 2016). Ce type de canaux joue un role important
notamment en exsudant des acides di- et tri-carboxyliques de tolérance a Al**, en
complexant (immobilisant) cet ion toxique a la surface racinaire. L'expression du géne
ALMT s'est également avérée sensible aux facteurs biotiques. Par exemple, une
sécrétion accrue de malate suite a l'induction d'AtALMT1 a été observée lorsque des
tissus végétaux aériens étaient infectés par des bactéries pathogenes, et I'hypothese
d'un mécanisme de défense des plantes impliquant la formation d'un biofilm de
bactéries bénéfiques a la surface des racines suite a I'exsudation de malate a été
proposée. (Rudrappa et al., 2008). Outre les canaux de type AMLT, les canaux
perméables au NO* et au CI de type SLAC/SLAH, dont certains sont fortement
exprimés dans les racines, présentent également une perméabilité (mais faible) au
malate et au bicarbonate (Geiger et al., 2009; Chen et al., 2010). L'exocytose, l'autre
grand type de mécanisme de transport passif, est impliquée dans la sécrétion de
métabolites de haut poids moléculaire stockés dans des vésicules (Badri et Vivanco,
2009). Les métabolites exsudés proviennent du réticulum endoplasmique ou de
I'appareil de Golgi et certains contribuent a la protection contre les agents pathogéenes
(Weston et al., 2012). Concernant les systemes responsables du transport actif des
exsudats racinaires, deux grandes familles de transporteurs membranaires ont été
identifiées, appelées transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) et MATE (Multidrug
and Toxic Compound Extrusion) (Kang et al., 2011).

1.6.2. Méthodes de récolte et techniques d’analyses approuvées
Trouver une stratégie de récolte des exsudats racinaires dans des conditions
axéniques, proche des conditions naturelles (plus significatifs) et avec une
reproductabilité des réplicats d’échantillons reste une gageure. Selon ['objectif
d’étude, différentes méthodes/systemes ont été utilisé(e)s pour réaliser la récolte des
exsudats racinaires. Les protocoles de récolte se regroupent généralement en

trois classes selon le
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Figure 1.6. Comparaison des méthodologies utilisées pour larécolte des exsudats racinaires en
fonction de leur fiabilité et de leur reproductibilité, (Vicente Vives-Peris et al., 2019).
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systeme de culture (Figure 1.6.) (champ, hydroponie et in vitro) regroupés en deux
grandes catégories (VicenteVives-Peris et al., 2019) :

- La premiére catégorie est basée sur une culture dans un substrat généralement non
stérilisé donc proche des conditions naturelles avec des exsudats ayant subi de
potentielles altérations par les microorganismes ou le substrat lui-méme.

- La deuxiéme catégorie regroupe des systemes de culture hydroponique (Kawasaki
et al., 2018), semi hydroponique (Lopez-Guerrero et al., 2022), solide (dans un milieu
gélosé) (Wu et al.,2000 ; Seal et al., 2004 ; Zhang et al., 2020) ou dans un systéme
de culture in-vitro/Rhizobox (dans un substrat artificiel) (Wenzel et al., 2020). Malgré
une reproductibilité souvent forte des échantillons et leur protection contre les
dégradations, ces systemes sont assez éloignés des conditions naturelles
rencontrées par les plantes au champ.

L’identification et la quantification des métabolites s’effectuent généralement,
en utilisant les technigues comme la LC-MS/MS, la GC-MS, la RMN Nuclear magnetic
resonance (NMR) ou la FT-ICR-MS (Da Silva Lima et al., 2013 ; Carvalhais et al.,
2021; Leoni et al., 2021). La récolte des exsudats s’effectue soit aprés immersion des
racines dans 'eau pure aprés une étape du lavage des racines pour se débarrasser
des restes de solution nutritive ou de substrat (avec le risque de dommages sur les
radicelles ou au niveau des poils absorbants) soit aprés dessalage de la solution
nutritive ou piégeage des métabolites dans I'eau de ruisselement par des résines
(avec le risque de ne pas pouvoir capturer toutes les molécules présentes) (Oburger
et al., 2018).

1.6.3. Les exsudats racinaires : r6les majeurs
Les exsudats sont la principale voie de communication de la plante avec son
environnement. L'exsudation racinaire peut modifier le pH du sol, entrainant la
solubilisation des nutriments sous des formes assimilables, la chélation de métaux ou
de composés toxiques permettant leur absorption (par exemple le fer) ou leur
immobilisation dans la rhizosphére (aluminium). L’exsudation permet aussi l'attraction
d'un microbiote bénéfique, ou la libération de substances toxiques pour les
organismes pathogenes ou allélopathiques en général, en compétition avec d'autres
plantes (Vives-Peris et al., 2019). Les racines dégagent un répertoire diversifié de
métabolites consommant 10 a 20 % du carbone fixé par les plantes. La composition
des exsudats est trés variable selon la plante, le stade de développement et
I'environnement. Par exemple, chez Arabidopsis thaliana cultivé en hydroponie,
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environ 100 composés ont été enregistrés, dont environ 40 ont été identifiés (Strehmel
et al.,, 2014). Cette diversité métabolique suggére un langage chimique végeétal
complexe médiant d'innombrables interactions rhizosphériques. Par exemple, les
coumarines et les benzoxazinoides sont des métabolites secondaires connus pour
étre exsudés par les racines et jouer un réle dans la formation du microbiote racinaire
(Stringlis et al., 2018; Cotton et al., 2019). De petits changements dans la structure
des communautés microbiennes sélectionnées par le systéme racinaire peuvent
entrainer de grandes altérations des phénotypes de I'héte (Brinker et al., 2019). Il a
également été montré que le microbiote de la rhizosphere induit plusieurs signaux
systémiques de I'héte, qui déclenchent une reprogrammation métabolique et donc une
exsudation différentielle des racines (Korenblum et al., 2020). Ce phénoméne
d'exsudation de métabolites racinaires induit de facon systémique (Systemic Induced
Root Exudation of Metabolism) est modulé par la colonisation microbienne locale des
racines. Certains métabolites exsudés sont allélopathiques et sont utilisés par la
plante en compétition pour la lumiére ou la nutrition hydrominérale.

Chez le sorgho, les exsudats racinaires contiennent plusieurs hydroquinones a longue
chaine, principalement la sorgoléone et son analogue le résorcinol, qui inhibent la
croissance des plantes voisines par divers mécanismes, dont linhibition de la
photosynthese et de la respiration (Czarnota et al., 2001; Dayan et al., 2010). La
sorgoléone, le résorcinol et d'autres hydroquinones apparentées ne sont produits que
par des poils absorbants vivants et sont exsudés sous forme de gouttelettes dorées a
partir des pointes des poils (Czarnota et al., 2003; Dayan et al., 2009). Il a été vérifié
gue les genes de biosynthése clés responsables de la production de sorgoléone, en
particulier SOR1, codant pour une désaturase, ne sont exprimés que dans les poils
absorbants (Yang et al., 2004). Les benzoxazinoides (BX), comme le 2,4-dihydroxy-
7-méthoxy-2H-1,4-benzoxazine-3 (4H)-one (DIMBOA), sont des métabolites
secondaires dérivés du tryptophane et impliqués dans la défense des plantes contre
les attaques par les ravageurs aériens et les pathogenes souterrains. Ils peuvent
egalement exercer des activités allélochimiques ou antimicrobiennes. Ils ont été
identifiés chez les monocotylédones, notamment chez les Poacées et certaines
dicotylédones (Mikic et Ahmad, 2018). Il a été démontré que la synthése et
I'exsudation de DIMBOA dans le blé sont amplifiées en présence de mauvaises
herbes (Lu et al., 2012). lls sont synthétisés sous forme inactive en étant complexé

avec un sucre alors que la glucosidase permet leur activation.
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1.7. Les sécrétions bactériennes

La sécrétion bactérienne est le processus par lequel les bactéries liberent des
substances chimiques dans leur environnement. Les métabolites bactériens peuvent
varier en fonction des souches bactériennes, de la profondeur du sol, des sources de
carbone ainsi que du type de plantes associées avec elles (Sharrar et al., 2020 ; Ruiz
et al., 2010). Au cours de la phase exponentielle de la croissance bactérienne, des
meétabolites majeurs tels que les acides aminés, les protéines, les acides nucléiques,
les lipides et les glucides sont sécrétés (Sanchez and Demain, 2008). En phase
stationnaire, qui est définie par I'état d'équilibre entre la division cellulaire et la mort
cellulaire des bactéries, des métabolites secondaires sont accumulés, notamment
différents types de composés antimicrobiens, des phytohormones, des
phytostimulants, des exopolysaccharides (EPS) et des composés organiques volatils
(COV) (Sunita et al., 2020 ; Mhlongo et al., 2020). De plus, des débris membranaires
appelés vésicules de la membrane externe transportent des produits biologiquement
actifs, tels que des protéines, des composants de la paroi cellulaire, des toxines et des

substrats extracytoplasmiques (Lee et al., 2007 ; Bitto et al., 2017).

Diverses protéines sécrétées sont impliquées dans les deux processus
physiologiques que sont I'adhésion bactérienne et la formation de biofilm durant la
phase de la colonisation bactérienne. Ces protéines sont soit des protéines uniques
exposées a la surface cellulaire, soit des sous-unités de complexes supramoléculaires
de surface cellulaire, tels que des pili ou des flagelles. L'intégralité des protéines
sécrétées par une bactérie donnée est appelée sécrétome ou d’'une facon plus

générique exo-protéome.

Plusieurs rhizobactéries Gram négatif ont la capacité de libérer des protéines et des
métabolites dans le périplasme par la voie d'exportation canonique (SecB) et le
systeme de sécrétion de translocation a 2 arginines (TAT), en plus des systemes de
sécrétion de type I, Ill, IV et VI influencant la relation symbiotique (Deakin et
Broughton, 2009).

Les systemes de sécrétion de type | transportent les protéines directement du
cytoplasme vers I'espace extracellulaire au travers des 2 membranes sans dépendre
donc du systeme GEP (General Export Pathway) tandis que les systemes de sécrétion
de type Il transportent les protéines présentes dans le périplasme et sont dépendants
des systéemes TAT ou GEP qui eux exportent les protéines du cytoplasme vers le

périplasme.
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Figure 1.7. Systéeme de sécrétion bactérien (Salavati et al., 2013).
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Les systemes de sécrétion de type lll ATP dépendant permettent aux bactéries
d'injecter des protéines/métabolites bactériens directement dans le cytoplasme de la
plante, ce quifacilite le contournement de I'environnement extracellulaire. De plus, le
type IV transloque simultanément I'ADN et les protéines, améliorant ainsi le dialogue
plante-bactérie (Salavati et al. 2013).

Concernant les bactéries gram-positives, de |légeres differences peuvent apparaitre
par rapport aux bactéries gram-négatives. Par exemple, SecA2 est un transporteur
utilisé par de nombreuses bactéries Gram-positives pour la sécrétion générale d'un
groupe restreint de protéines. En outre, elles utilisent également des structures
spécialisées appelées "injectosomes" pour transférer des protéines/métabolites du
cytoplasme bactérien vers le cytoplasme d'une cellule héte dans un processus en
deux étapes (Green et Mecsas, 2016).

En outre, les bactéries libérent tantot des protéines solubles et des médiateurs tels
gue les porines, les protéines du systeme de sécrétion de type I-VI, les protéines
flagellaires et fimbriales, les protéines périplasmiques et les lipoprotéines, tantét des
protéines en association avec des veésicules membranaires (VM) et cette voie est
considérée comme un systéeme de sécrétion (Figure 1.7). Les OMV (outer membrane
vesicules) sont définies comme des protéolipides sphériques composés d’une
bicouche lipidique d'un diametre moyen de 20 a 200 nm (Lee et al., 2016) ; elles sont
composées de protéines de la membrane externe (OMP), de lipopolysaccharides
(LPS), de lipides membranaires, de protéines périplasmiques, de protéines
cytoplasmiques, de métabolites ioniques, de molécules de signalisation, d’ADN,
d’ARN et d’autres facteurs associés a la virulence. Ces OMVsont des vésicules cargos
impliquées dans l'acquisition de nutriments, la résistance aux antibiotiques, la réponse
au stress, la compétition ou la défense contre d'autres microbes, le transfert des
acides nucléiques (ex transfert horizontal de genes), la délivrance de toxines et
facteurs de virulence, la formation de biofilms dépendant du statut de la communauté
microbienne via la sécrétion des molécules de type « signal du quorum » (QS) (Kulp
and Kuehn, 2010; Manning and Kuehn, 2011 ; Kim et al., 2013; Schwechheimeret al.,
2013; Bonnington and Kuehn, 2014 ; Kulkarni and Jagannadham, 2014 ; Orench-
Riveraand Kuehn, 2016; Guerrero-Mandujano et al., 2017 ; Jan, 2017 ; Caruana and
Walper, 2020). Cependant, il existe peu d’études sur I'exsudation des bactéries
PGPR, celles présentes se concentrent sur les bactéries pathogénes et les

cyanobactéries a Gram négatif (Shrivastava et Miller, 2009 ; Mariappan et al., 2011)
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et la caractérisation de leurs systémes de sécrétion (Economou et al., 2006; Dalbey
et Kuhn, 2012).

1.8. L’interaction plante-bactéries bénéfiques : un mutualisme via

les exsudats

Les sécrétions produites a la fois par les racines et les bactéries sont impliquées dans
la signalisation chimique entre les deux partenaires (Olanrewaju et al., 2019 ; Ur
Rehman et al., 2020). L’'importance de l'investissement que la plante doit concéder pour
la mise en place et I'entretien de telles interactions bénéfiques, en termes de quantités
de composés carbonés transmis aux microorganismes partenaires, augmente lorsque
les ions nutritifs sont faiblement disponibles dans le sol (Clarkson, 1985). De plus, un
processus de chimiotaxie par les exsudats racinaires contribue a la sélection des
espéces microbiennes constituant le microbiote rhizosphérique, dont la composition
differe de celle des communautés microbiennes vivant hors de la rhizosphere
(Bulgarelli et al., 2013). La nature des exsudats impliqués dans cette communication
chimique et les mécanismes sous-jacents sont mal caractérisés (Oburger et Jones,
2018). En modulant la composition des exsudats racinaires, les plantes peuvent
modifier les propriétés du sol pour s'adapter et survivre dans des conditions
défavorables. Une étude a montré que les bactéries PGPR telles que Pseudomonas
putida KT2440 présentent une transcription accrue des génes contrdlant le
catabolisme et la chimiotaxie des benzoates, et les racines de mais de type sauvage
produisant du DIMBOA attirent beaucoup plus de P. putida que les racines du mutant
bx1 déficient en DIMBOA (Neal et al., 2012). Ainsi, le DIMBOA joue un réle chimique
central dans le recrutement des rhizobactéries bénéfiqgues et de la communauté
fongique par les plantes (Cotton et al.,, 2019). L'acide azélaique, un acide
dicarboxylique synthétisé par plusieurs céréales, joue un réle dans la signalisation
plante-bactérie.ll est aussi impligué dans l'acquisition de la résistance systémique
(SAR) chez les plantes (Lim et al., 2016). Plusieurs bactéries telles que Pseudomonas
nitroreducenspeuvent utiliser l'acide azélaique comme seule source de carbone, etil a
eté demontréqu'AzeR est un répresseur bactérien qui répond spécifiquement a l'acide
azélaique etn'est présent que dans quelques genres de protéobactéries (Bez et al.,
2020). De plus,l'acide azélaique s'est avéré étre un acteur clé de la résistance a

Pseudomonas syringae chez Arabidopsis (Jung et al., 2009; Cecchini et al., 2019).
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Ainsi, a travers leur exo-métabolome et exo-protéome, les PGPR interagissent avec
les plantes en régulant la disponibilité des nutriments qui a son tour augmente la
fertilité du sol. Le dialogue chimique peut également étre établi par des changements
dans la morphologie des racines, le développement des poils absorbants (Vacheron
et al., 2013; Chang et al., 2021), le métabolome foliaire (Mahmood et Kataoka, 2020)
ou les profils d'exsudats racinaires (Lucke et al., 2020; De-la-Pefia et al., 2008). Ces
changements entrainent des effets qui peuvent intervenir directement ou
indirectement dans la tolérance des plantes aux stress biotiques ou abiotiques (Gouda
et al., 2018; Singh et al., 2018).

1.9. Objectifs et plan

Nous avons émis I'hypothése que la capacité du blé a interagir efficacement avec son
environnement (macro/micro-organismes) a pu évoluer au cours de la domestication
du blé avec la perte de son microbiote d'origine via les migrations humaines et la
sélection surtout depuis la révolution verte, dans des sols artificialisés et |'utilisation

massive d'intrants.

Afin de mieux comprendre le dialogue entre le blé dur et les bactéries, nous avons
analysé les exsudats racinaires et bactériens car ces exsudats sont directement
impliqués dans les processus de signalisation chimique et les relations trophiques

entre plantes et bactéries. Par conséquent, le plan que nous avons suivi est le suivant:

(i) Analyse de I'exsudation d’une série de sous-espéces récapitulant les grandes

étapes de la domestication (Chapitre 3 et 4),

(i) Caractérisation des bactéries endophytes isolées a partir de graines d’un blé
sauvage sur I'exsudation racinaire de ce blé et effet d’'une de ces endophytes sur la

croissance d’'un cultivar de blé élite (Chapitre 5),

(iii) Sélection de souches diazotrophes du sol du centre d'origine de la domestication
du blé dur (Chapitre 6) et test de leurs effets sur la croissance du blé moderne sous

limitation d'azote,

(iv) Test de l'effet de leurs exsudats sur la morphologie racinaire et analyse du profil

de ces exsudats au niveau métabolomique et protéomique (Chapitre 7).
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Chapitre 2

Matériel et méthodes
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Tal-Amara = Nabi-Chit

Mauguio

Figure 2.1. Localisation des trois zones prospectées et utilisées au Liban et en France.

Nabi-Chit et Mauguio (Domaine expérimental INRAE) ont été utilisées comme sites d’isolement de
bactéries diazotrophes (Cf. § 2.9) et d’étude métagénomigue des microbiotes et macrobiotes associées
a chaque accession du transect de domestication (Cf. 8 2.6). Tal-Amara (campus IRAL, Institut de la
recherche agronomique libanais) et Mauguio comme sites de sélection expérimentale pour 'EPO
« Evolutionary Pre-breeding pOpulation » (Cf. § 2.6).
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2.1. Zones de prélevement et d'essais au Liban et en France

Le Liban fait partie intégrante de la région définie historiquement comme le Croissant
fertile, zone de domestication du blé dur et de I'apparition de lI'agriculture. Dans ce
centre d’origine, il peut encore potentiellement exister des zones refuges ou des blés
ancestraux continuent de survivre, ce qui offre la possibilité d’étudier ces blés tant au
niveau génétique qu’au niveau de leurs interactions avec leur biotope, en particulier

avec leur microbiote et leurs adventices/plantes compagnes.

Nous avons donc recherché de telles zones au Liban. D'autre part, pour
conduire des analyses comparatives, nous avons aussi sélectionné une zone de

référence hors Croissant fertile (Domaine INRAE de Melgueil, Mauguio, France).

Au Liban, dans la vallée de la Bekaa, deux zones ont été sélectionnées. La
premiere se trouve sur le campus IRAL (L'Institut de Recherche Agronomique
Libanais) a Tal-Amara. La seconde zone sélectionnée en tant que « zone refuge »
dans laquelle des blés sauvages poussent spontanément, est localisée a proximité du
vilage de Nabi-Chit. Ces deux zones Tal-Amara et Nabi-Chit sont situées
respectivement a 33°52'22,6" et 33°51'35,6" de latitude N, a 35°58'91,7" et
36°07'09,6" de longitude E, et a une altitude de 907 métres et 1220 métres au-dessus

du niveau de la mer.

En France, une parcelle d'une station expérimentale de I'INRAE (Institut
National de Recherche pour I'Agriculture, I'Alimentation et I'Environnement), utilisée
depuis plus de 10 ans pour des essais d'agriculture biologique intégrant des
Iégumineuses et céréales en rotation a été choisie. Elle est localisée sur la commune
de Mauguio (a proximité de Montpellier), a 43°37'11,0" de latitude N, a 3°58'45,2" de

longitude E et a une altitude de 12 métres au-dessus du niveau de la mer (Figure 2.1).

2.2. ldentification des plantes poussant dans la zone refuge de Nabi-
Chit
Trois plants de blé sauvage au stade épiaison (Figure 2.2) ainsi que les plantes

compagnes poussant autour d’eux ont été prélevés. Ces plantes ont ensuite été

identifiées (Figure 2.3) avec les clés habituelles de systématique a I'Institut de
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Figure 2.2. Blé amidonnier sauvage identifié a Nabi-Chit au Liban.

Les zones refuge ou poussent 'amidonnier sauvage (Ttd-NC-2019) sont des zones rocheuses ou le
sol est souvent superficiel. Les blés sauvages font plus d’'un meétre de haut et posseédent de longues
barbes ainsi que des épis formés de deux rangées d'épillets situés de part et d'autre de I'axe. Ces blés
sont entourés de différentes espéces de plantes compagnes.
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Aegilops ovata Hordeum vulgare Hordeum bulbosum

Avena barbata  Pilgerochloa blanchei Melica persica Poa bulbosa Phleum pratense

Lagoecia cuminoides Stachys nivea Alhagi graecorum  Lactuca stebbins  Trifolium lagrangei

Figure 2.3. Plantes récoltées dans la proximité immédiate des blés sauvages de la zone refuge
identifiée a Nabi-Chit.
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Tableau 2.1. Propriétés physico-chimiques du sol sur les sites d’échantillonnage de trois zones
prospectées et utilisées au Liban et en France.

Propriétés Physiques

Origine du sol

Nabi-Chit Tal-Amara Mauguio
Sable (%) 41 25 33
Limon (%) 39 23 40
Argile (%) 20 52 27
Texture du sol Argileux alluviale Argileux Argileux alluviale

Propriétés Chimiques

Origine du sol

Paramétres Nabi-Chit Tal-Amara Mauguio
Valeur Remarque Valeur Remarque Valeur Remarque

pH ( H,0) 7 Neutre 8 Basique 7.5 Basique
Conductivité [ms.cm'1] 0.13 Faible 0.12 Faible 0.2 Faible
Matiéres organiques (%) 21 Moyen 1.1 Faible 1.76 Moyen
Calcaire totale (%) 8 Moyen 16 Moyen 3 Faible
Calcaire actif (%) 27 Faible 55 Moyen 1 Faible
Azote organique (%) 013 Faible 0.06 Faible 0.11 Faible
P disponible (ppm) 512 Moyen 724 Moyen 104 Moyen
K échangeable (ppm) 544 Elevé 660 Elevé 413 Elevé
Na échangeable (ppm) 118 Faible 1026 Faible 165 Faible
Mg échangeable (ppm) 665 Elevé 173 Faible 468 Elevé
Ca échangeable (ppm) 10126 Elevé 16126 Elevé 7502 Elevé
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Recherche Agronomique Libanais (IRAL) en collaboration avec Madame Joélle
Breidy, botaniste et responsable de la banque des graines a I'IRAL. La variété de blé
sauvage trouvée a Nabi-Chit semble morphologiqguement identique a la variété du blé
dur sauvage (amidonnier sauvage) codée « Leb 1061 Triticum turgidum dicoccoides
» dans I'herbier a IRAL. La nomenclature utilisée dans les expériences pour cette
variété de blé sauvage identifiée est « Ttd-NC-2019 » (Ttd pour Triticum turgidum
dicoccoides et NC pour Nabi-Chit pour un préléevement en 2019). A maturité, des
épillets de blé sauvage (Ttd-NC-2019) et des graines des plantes compagnes ont été

récoltés et stockés a 4°C.

2.3. Prélevement d'échantillons de sol

Des échantillons de sols ont été prélevés au Liban et en France pour déterminer leurs
caractéristiques physico-chimiques et isoler des bactéries diazotrophes.

- Pour les analyses physico-chimiques, les échantillons ont été prélevés dans chaque

site, a Nabi-Chit, Tal-Amara et Mauguio, a une profondeur de 20 cm environ.

- Pour lisolement des bactéries diazotrophes, des échantillons ont été prélevés sur
les sites de Nabi-Chit et Mauguio. Les échantillons de Nabi-Chit ont été obtenus a
partir de sol rhizosphériqgue du blé ancestral Ttd-NC-2019 au stade "maturation”.
L’échantillonnage a été réalisé dans différentes zones, choisies de facon aléatoire, et
les échantillons ont été mélangés, placés dans une boite stérile et stockés a 4°C. A
Mauguio, le sol a été préleve a une profondeur de 15-20 cm environ dans une parcelle
cultivée en blé (et utilisée depuis plus de 10 ans pour des essais d'agriculture
biologique intégrant des légumineuses et céréales en rotation (Cf. § 2.1). Les
echantillons de ce sol ont été prélevés un jour avant leur utilisation en vue de

I'extraction de bactéries.

2.4. Analyses physico-chimiques du sol

Les analyses physico-chimiques des sols libanais issus des sites de Nabi-Chit, Tal-
Amara et Mauguio ont été réalisées au laboratoire de biotechnologie a IRAL (Institut

de Recherche Agronomique au Liban) par madame Marie Nabhan selon les méthodes
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Tableau 2.2. Les différentes variétés de blé utilisées dans cette étude.

Varieté ou numéro Sous-espeéece Origine ou réference
d’accession

Panel A
Ttd-NC-2019 T. turgidum dicoccoides Liban
Escandia T. turgidum dicoccum Espagne
Zagharine T. turgidum durum (élite) Liban
Anvergur T. turgidum durum (élite) France
Panel B
70 T. turgidum dicoccoides Mr. Pierre ROUMET
139 T. turgidum dicoccum Mr. Pierre ROUMET
411 T. turgidum durum (élite) Mr. Pierre ROUMET
Panel C
EL_4 X201 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X331 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X49 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X303 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X237 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X394 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X65 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X104 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X197 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X288 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X03 T. turgidum - David et al., 2014
EL_4 X35 T. turgidum - David et al., 2014
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utilisées par Estefan et al., 2013. Les propriétés physico-chimiques sont présentées

dans le tableau 2.1.

2.5. Matériel végétal

Trois panels de graines du blé dur ont été utilisés (Tableau 2.2), le premier (panel A)
est formé de quatre variétés dont chacune appartient a une étape de domestication
du blé dur, une variété sauvage (dicoccoides) identifiée dans une zone refuge de
croissant fertile au Liban (Ttd-NC-2019) (Cf. § 2.2), une variété dicoccum (Escandia)
et deux variétes durum élites dont I'une est d’origine francaise (cv. Anvergur) et 'autre
d’origine libanaise (cv. Zagharine). Le deuxieme (panel B) se compose de 3 variétés
différentes comprenant les sous-especes dicoccoides, dicoccum et durum définissant
un « transect de domestication du blé dur » et le troisieme panel (panel C) regroupe
'ensemble de 12/183 lignées issues de 'EPO (Evolutionary Pre-breeding pOpulation)
(David et al., 2014).

Pour I'expérimentation en champs, la totalité des variétés de deux panels B et C ont
éteé utilisés.

Pour les expérimentations in vitro, certaines variétés de chacun des trois panels (A, B
et C) ont été choisies (Tableau 2.2). Dans ce rapport nous nous sommes focalisés sur
les variétés suivantes : Ttd-NC-2019 (dicoccoides), Escandia (dicoccum), Anvergur
et Zagharine (durum élite) du panel A, Dicoccoides 70 (dicoccoides), Dicoccum 139
(dicoccum), Durum 411 (durum élite) du panel B. Les graines de ces sept variétés ont
été récoltées apres leur amplification en serre. Les grains du blé récoltés sont
décortiqués manuellement pour éviter la contamination due au battage. Ensuite ces
graines sont pesées et triees visuellement afin d’augmenter ’homogénéité des
plantules lors de la germination, de la croissance et du développement. La masse des

grains choisis oscille entre 0.04 et 0.06g selon I'accession.

2.6. Culture en champ (Travail en cours)

Dans une premiere serie d’expériences, le panel composé de 20 variétés comprenant
des dicoccoides, dicoccum et durum a été cultivé dans la zone refuge de Nabi-Chit
afin de récolter le microbiote présent chez chacune de ces accessions (Cf. § 2.1). Le

sol a été préparé superficiellement et protégé des ravageurs par un grillage.
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Figure 2.4. Systéme de culture hydroponique utilisé pour récolter les exsudats racinaires dans
des conditions axéniques.

Ce systéme est formé d’un tube a essai classique en verre de volume (50 ml) dans lequel une plante
du blé est immergée dans un contenu de 40 ml d’'une solution nutritive « Hoagland » complet ;
composition de la solution : Cf. § 2.17). L'obturation de ce systéme utilise un bouchon de coton entourée par
deux parafilms, qui permet les échanges gazeux entre l'intérieur du tube et I'extérieur. Les tubes ont
été finalement emballés dans du papier d'aluminium pour protéger les racines de la lumiére dans la
chambre de culture.

39



Une deuxiéme série de culture a été effectuée en utilisant les accessions de I'EPO
(Evolutionary Pre-breeding pOpulation, 183 lignées). Dans le champ identifié a Tal
Amara (Cf. § 2.1) et en paralléle dans la parcelle de Mauguio, les accessions de 'EPO
meélangées dans un ratio 1 :1 :1... ont été cultivés en triplicats sur des placettes de 20
m? a une densité d’environ 300 graines/m? apres préparation du sol. Ces cultures
seront menées durant 6 années sans apport d’engrais suivant une logique d’évolution
expérimentale ou « dérive darwinienne » afin de repérer les accessions les mieux
adaptées aux conditions locales. Aprés chaque récolte, une aliquote de celle-ci est
ressemée a 'automne suivant, une autre aliquote pouvant servir a analyser la dérive
des proportions de chaque accession année apres année par rapport a la population

de départ est conservée.

2.7. Obtention des exsudats racinaires afin d’étudier leurs fluctuations
effectuées au cours de la domestication.

2.7.1. Désinfection des grains de blé

Afin de récolter des exsudats racinaires dans des conditions axéniques, la premiére
étape consiste a désinfecter le matériel biologique c’est-a-dire les caryopses de blé.
Les méthodes testées de désinfection des grains de blé, bien que notées efficaces
dans la littérature, ne permettent pas, dans nos mains, d’obtenir un taux de
germination et de non-contamination sur milieu agar ou sur des papiers Whatman de
100 % mais conduisent a des taux plutét proches de 65%. Plusieurs composants
utilisés pour la stérilisation ont une influence sur la germination, la décontamination et
le développement racinaire (ex I'alcool a 70° a une forte influence négative sur la
germination).

Les graines de trois variétés du blé Ttd-NC-2019 (dicoccoides), Escandia (dicoccum),
et Zagharine (durum élite) du panel A et dicoccoides 70, Dicoccum 139 et Durum 411
du panel B, ont été désinfectées. Le protocole de désinfection se compose de deux
eétapes importantes. La premiere, correspondant a la désinfection sensu stricto,
consiste a traiter les caryopses par une solution d’hypochlorite de calcium (40 g.L™?).
Au début du traitement, aprés avoir transféré les graines dans la solution

d'hypochlorite, le récipient est placé dans une cloche a vide pendant 2 épisodes de
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10 minutes, avec agitation des caryopses dans la solution entre ces deux épisodes.
Ce traitement "sous vide" a pour objectif d’éliminer les bulles d’air a la surface des
caryopses, en particulier celles prisonnieres du sillon central, de facon a ce que la
solution de désinfection immerge la totalité de la surface du caryopse. Apres
élimination de la solution d'hypochlorite par une série de ringcages, les caryopses sont
soumis a un traitement par de I'eau stérile tiede. En pratique, quel que soit la variété
du blé, les graines sont immergées dans un volume d'eau stérile de 40 ml a 55°C.
Dans certaines conditions d’expérimentation, pour la variété Ttd-NC-2019
(dicoccoides), cette étape est réalisée en ajoutant en plus de la tétracycline (50 mg.L
1) (Diaz Herrera et al., 2016) afin d’éliminer les souches bactériennes endophytes.
Ensuite la solution contenant les graines est déposée dans un incubateur a 26°C
durant une nuit. Le principal intérét d'un tel traitement thermique, sur la base des
observations faites, est d'accélérer et d'homogénéiser la cinétique de germination des

différents caryopses, probablement en favorisant I'étape d'hydratation.

2.7.2. Sélection des graines germées et non contaminées
Aprés 'étape de désinfection, les caryopses stériles sont transférés (sous la hotte a
flux laminaire) sur papier « Whatman » stérile dans une boite de Petri et mis a germer
pendant 7 jours a 26°C a I'obscurité. Certaines variétés de blé dur comme le Ttd-NC-
2019 (dicoccoides) ne peuvent germer sans vernalisation, pour cela une stratification
est effectuée par transfert des caryopses au froid a 4°C pendant 4 jours avant la mise
a l'obscurité pour la germination. La présence d'éventuelles contaminations est

détectée sous une loupe binoculaire.

2.7.3. Systéme de culture hydroponique
Différents dispositifs expérimentaux ont été essayés dans notre laboratoire afin de
parvenir a cultiver des plantes pendant plusieurs semaines en condition hydroponigue
de facon stérile. Un systeme de culture hydroponique plus simple a été développé en
utilisant un "bouchon” de coton pour assurer l'isolement de la solution nutritive par
rapport a l'atmosphére extérieure. Différents systéemes d'une telle culture
hydroponique ont été testés. Le systeme choisi consiste en un tube a essai en verre
de 50 ml obturé par un coton entourant le coléoptile. Ce systeme permet une
croissance satisfaisante des parties aériennes et racinaires de la plante (Figure 2.4)

et des tests microbiologiques ont révélé que la solution nutritive dans le tube reste
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stérile durant toute la durée de I'expérimentation. La solution nutritive utilisée est le
milieu Hoagland modifié complet, les composants cette solution sont détaillés dans la
partie § 2.17.

2.7.4. Transfert des plantules
Les grains germés ne présentant aucun signe de contamination sont laissés pendant
7 jours jusqu’au moment ou les premieres feuilles apparaissent. Sous la hotte, 6
plantules de blé sont transférées individuellement, aprés excision des graines, dans
un tube en verre de 50 ml dans le milieu de culture (Cf. § 2.7.3). Les tubes ont été
emballés dans du papier d'aluminium pour protéger les racines de la lumiére et éviter
toute dégradation photosensible de molécules exsudées. Les tubes sont placés dans
la chambre de culture avec une photopériode de 16 h de jour, une température
jour/nuit de 22/20 °C, une intensité lumineuse de 150 uYE, et une humidité relative de
I'air de 70%, pendant 7, 14 ou 21 jours. Un ajout de milieu (de 20 a 25 ml) aprés 14
jours est nécessaire pour compenser la perte du milieu nutritif par évapo-transpiration

(foliaire).

2.7.5. Test de stérilité des exsudats récoltés

A lissue de la période de culture, afin de vérifier I'absence de contamination
bactérienne dans la solution de nutritive, des aliquotes de 100 ul de solution sont
prélevées, étalées sur du milieu LB (Luria Bertani) et incubés a 37°C pendant 48
heures. Si ce test ne révele pas de contamination, la solution nutritive (contenant les
exsudats racinaires) est prélevée et répartie dans trois tubes de 15 ml (10 ml par tube
environ), qui sont ensuite congelés (a -50°C) en attendant I'analyse de leur contenu
en métabolites, protéines et peptides.

Un deuxieéme type d’échantillon d’exsudats racinaires est récolté consistant a récolter
des exsudats racinaires en immergeant dans de |'eau pure pendant une période courte
(2 heures) le systeme racinaire de plantes préecédemment cultivées en hydroponie. Le
systeme racinaire est rincé a I'eau distillée avant exsudation. Ce deuxiéme échantillon
d'exsudat est obtenu par immersion des racines de chaque plante dans 6 ml d’eau
distillée pendantdeux heures apres le temps de culture (7 jours). Les solutions de
récolte sont ensuitelyophilisées et les échantillons stockés a -50°C en attendant les

analyses.
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2.7.6. Préparation des échantillons d’exsudats pour les analyses
métabolomiques et protéomiques
La solution nutritive d’Hoagland contient des sels qui ne sont pas compatibles avec
l'analyse LC-MS/MS, les exsudats racinaires récoltés doivent étre dessalés avant
l'analyse.
Les colonnes C18 Sep Pak sont déposées sur une chambre a vide SPE
CHROMABOND® branchée a une pompe a vide. Apres I'activation des colonnes C18
Sep Pak par l'acétonitrile 70% suivie d’'un lavage avec l'acide formique 2%, les
échantillons préalablement acidifiés par 2% d’acide formique sont dessalés sur C18
Sep Pak selon (Lehmann et al., 2021) ou d'abord réduits avec 10 mM de DTT (1,4-
dithiothreéitol), et alkylés avec 50 mM d'iodoacétamide puis dessalés sur C18 Sep Pak
pour l'analyse métabolomique et protéomique respectivement. Les molécules non
retenues sur la colonne sont conservées (Flow through) et les molécules retenues sur
la colonne aprées 2 lavages par une solution d’acide formique 2% sont éluées par une
solution d’acétonitrile 70% et d’acide formique 2% (de 900 a 1800ul suivant la colonne

utilisée). Enfin, les éluats ont été lyophilisés et stockés a -20 °C pour analyse.

2.8. Isolement des bactéries endophytes de la graine de blé

Les graines de blé sauvage Ttd-NC-2019 (T.t. dicoccoides) ont été désinfectées
suivant le protocole décrit dans la partie 2.7.1, (sans I'étape de I'ajout de I'antibiotique
«tétracycline»). Une bactérie endophyte a été isolée apres I'observation d'une
contamination récurrente des exsudats racinaires lors de test de stérilité dans le milieu
LB (Cf. 8 2.7.5). Les colonies bactériennes issues de cette contamination ont été
purifiées individuellement et multipliées dans un milieu LB puis stockées a -80 °C.

De méme, des graines décortiquées de blé sauvage Ttd-NC-2019 (T.t. dicoccoides)
ont été désinfectées suivant un autre protocole décrit par Diaz Herreraa et al. (2016)
avec guelques modifications. Brievement, la surface des graines est désinfectée avec
de l'éthanol a 70 % pendant 30 secondes, suivi d’'une immersion dans 4 %
d’hypochlorite de calcium (CaClz) pendant 2,5 minutes et a nouveau une imbibition
dans d'éthanol a 70 % pendant 30 secondes. Apres trois ringcages a l'eau distillée
stérilisée, un ml de la derniére eau de ringage a été ajouté a 10 ml de milieu de culture

LB liquide et incubé pendant 48 h pour vérifier la désinfection externe compléte.
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Nabi-Chit Mauguio

Figure 2.5. Cultures de plants de Ttd-NC-2019 sur le sol d’origine de Nabi-Chit ou sur le sol de
Mauguio en pot pour I'isolement de bactéries diazotrophes. Niveau de développement atteint
par les plants a l'issue des 5 semaines de culture.

Deux types de substrat ont été utilisés, dénommeés "Nabi-Chit" et "Mauguio". Le premier a été préparé
a partir du sol rhizosphérique provenant de Nabi-Chit (Cf. Figure 2.1, Figure 2.2) en mélange avec du
sable autoclavé (sable filtration piscine 0.4/1.4mm), dans une proportion sol:sable 2:1 v:v. Le second
substrat correspond directement & du sol prélevé sur la station expérimentale de I'INRAE de Mauguio
(Cf. Figure 2.1). Les plantes (issues de semences récoltées & Nabi-Chit) ont été cultivées pendant 5
semaines en chambre de culture avec une photopériode de 16 h de jour, une température jour/nuit de
22/20 C, une intensité lumineuse de 150 pE, et une humidité relative de 'air de 70%. Le substrat, avec
les racines, a été alors prélevé et transféré dans des récipients en verre et conservé a température
ambiante avant d'étre utilisé pour I'extraction et l'isolement de bactéries diazotrophes.
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Ensuite, six graines désinfectées ont été broyées dans des conditions stériles a I'aide
d’un mortier et des dilutions en séries ont été faites (10°), puis 200 ul de chaque
dilution ont été étalés dans une boite de Petri contenant 30 ml de milieu LB et incubées
a 24 °C. Cinq réplicats ont été préparés. Apres 5 jours d'incubation & 28 °C, quelques
colonies représentatives apparaissent sur la majorité des boites. Apres des sous-
cultures répétées dans un milieu LB, plusieurs isolats ont été obtenus et stockées a -
80 °C.

2.9 Isolement et purification de bactéries diazotrophes a effet PGPR

sur le blé.

2.9.1. Culture de plants de Ttd-NC-2019 (dicoccoides) dans les
échantillons de sol
La premiére étape du protocole mis en ceuvre pour isoler des bactéries présentes
dans les échantillons de sol prélevés a Nabi-Chit et Mauguio a consisté a cultiver des
plants de Ttd-NC-2019 (dicoccoides issus de semences récoltées a Nabi-Chit) dans
des pots en chambre de culture pendant 5 semaines comme décrit dans la Figure 2.5.
Deux types de substrat ont été utilisés, dénommés "Nabi-Chit" et "Mauguio". Le
premier a été préparé a partir du sol présent autour des blés amidonniers sauvages
prélevés a Nabi-Chit (Cf. figure 2.1 et 2.2) en mélange avec du sable autoclavé (sable
filtration piscine 0.4/1.4 mm), dans une proportion sol: sable 2:1 v:v. Le second substrat
correspond directement a du sol prélevé sur la station expérimentale de I'INRAE de
Mauguio (Cf. Figure 2.1). Les plantes ont été cultivées en chambre de culture avec
une photopériode de 16 h de jour, une température jour/nuit de 22/20 C, une intensité
lumineuse de 150 PE, et une humidité relative de 'air de 70%. Le substrat, avec les
racines, a été alors prélevé et transféré dans des récipients en verre et conservé a
température ambiante avant d'étre utilisé pour I'extraction et I'isolement de bactéries

diazotrophes.

2.9.2. Isolement et purification des bactéries
L’isolement des bactéries diazotrophes a été réalisé dans un milieu sélectif NFb semi-

solide (Nitrogen-Free Bromothymol blue medium), la composition de ce milieu est
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Figure 2.6. Représentation schématique des étapes du protocole d'isolement et de purification
de bactéries diazotrophes a partir d'un substrat sur lequel des plants de Ttd-NC-2019 se sont

développés.

Culture des plants de T. t. diccocoides Ttd-NC-2019 dans du sol de Nabi Chit (en mélange avec du
sable) ou du sol de Mauguio : voir Figure 2.5. Le protocole d'isolement des bactéries diazotrophes

comprend 3 étapes.

46



détaillée dans la partie § 2.17. Le protocole utilisé est présenté de fagon détaillée dans
les Figures 2.5 et 2.6. Aprés quatre repiquages successifs de la population
bactérienne issue du sol rhizosphérique (plants cultivés en pots : Cf. Figure 2.5) dans
le milieu NFb, les colonies bactériennes individuelles ont été isolées sur un milieu NFb
solide complémenté d’un extrait de levure (30g.L?) puis multipliées dans un milieu LB
et stockées a -80°C dans des cryotubes contenant du glycérol (50 %).Les étapes de
l'isolement et de la purification sont présentes dans la figure 2.6. et sont décrites en
détail ci-dessous :

Etape 1 : Extraction et mise en suspension des populations bactériennes. Un
échantillon de sol (0,01 g) est mélangé a 1 ml de solution PBS ("Phosphate Buffer
Saline » ; composition : Cf. § 2.17) dans un tube de type Eppendorf de 2 ml. Le tube
est agité fortement pendant 1 min de facon a obtenir une population bactérienne en

suspension.

Etape 2 : Purification de populations de bactéries diazotrophes a partir des
suspensions bactériennes. Une partie aliquote de 100 pl de la suspension (de
bactéries et particules de sol) obtenue a l'issue de I'étape précédente est déposée sur
un milieu NFb « Nitrogen-Free Bromothymol blue medium » semi-solide contenu dans
un tube en verre de type vacuette® muni d’un capuchon possédant un septum en
caoutchouc (5 ml NFb par VACUETTE®).

Le tube est incubé a 28 °C pendant 5 jours. La capacité de réduction de l'azote
atmosphérique par le complexe enzymatique de la nitrogénase permet aux bactéries
de se développer dans ce milieu sans azote assimilable. Une migration de bactéries
en profondeur dans le milieu leur permet d'atteindre une région ou la pression partielle
d'oxygene ("toxique" pour l'activité de la nitrogénase) est réduite, ce qui favorise le

développement bactérien.

La formation d'un "disque" relativement diffus, résultant de la concentration de
bactéries, peut étre observé a une certaine profondeur dans le milieu NFb. A lissue
des 5 jours de développement a 28 °C, une partie aliquote (50 pul) du disque bactérien
est récupérée par pipetage a travers le milieu et transférée dans un nouveau tube de
milieu NFb, placé a 28 °C pendant 5 jours, ce qui conduit a I'apparition d'un nouveau

disque bactérien, plus fin et plus net que le précédent.
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Une partie aliquote (50 pl) de ce disque est a nouveau prélevée par pipetage a travers
le milieu NFb semi-solide, et transférée dans un nouveau tube. Ces cycles
d'enrichissement/purification d'une population bactérienne sont reproduits 4 fois au
total. A l'issue du 4™ cycle de culture, le tube est fortement agité (a I'aide d'un vortex),
de facon a former une suspension bactérienne homogene dont une aliquote (50 pl)
est prélevée et transférée dans un nouveau tube. Apres 5 jours de développement, la
population bactérienne est remise en suspension par agitation du tube et 100 pl de la
suspension sont prélevés et mélangés a 900 pl d'une solution PBS dans un tube
Eppendorf. 100 pl de cette suspension sont étalés dans une boite de Petri & la surface
d'un milieu NFb complémenté avec de I'extrait de levure (30 g.L1): sur lequel est coulé
une seconde couche de milieu (NFb + extrait de levure) de fagon a réaliser une culture
bactérienne "profonde". Une seconde aliquote de 100 ul de la suspension bactérienne
est diluée (10 fois) dans du tampon PBS, et cette nouvelle suspension est elle-méme
diluée d'un facteur 10. Cinq dilutions successives sont ainsi effectuées a partir de la
suspension initiale. Pour chacune de ces suspensions, 100 ul sont prélevés et étalés
a la surface d'un milieu NFb + extrait de levure. Les différentes boites de Petri (en
culture "profonde" ou culture classique) sont incubées pendant 5 jours a 28 °C.

Etape 3 : Isolement de colonies bactériennes et capacité de fixation de l'azote
atmosphérique des bactéries sélectionnées. Une des boites de Petri correspondant a
la série des 5 dilutions successives, présentant des colonies bactériennes isolées en
nombre relativement important, est sélectionnée. Des colonies d'apparence différente
(couleur, forme, taille, aspect des marges) sont prélevées a partir de cette boite, ainsi
gu'a partir de la boite de culture en condition "profonde”, et étalées par stries croisées

sur milieu LB de facon a obtenir des colonies isolées apres 24 h d'incubation a 37 °C.

La capacité des colonies bactériennes sélectionnées a fixer I'azote atmosphérique
sera ensuite contr6lée par l'incorporation de °N2. Une demi-anse de bactéries, issues
d’'une préculture d’'une colonie individuelle, est re-suspendue dans un eppendorf
contenant 300 pl du milieu NFb liquide (Cf. § 2.17). Ensuite, 3ul de cette suspension
sont transférés dans un tube sur le méme milieu NFb. Ensuite, 2 ml de l'isotope °N2
filtré sont injectés au travers d’'un filtre stérile de 0,22 um au-dessus d'une aiguille
stérile immergée dans le tube VACUETTE® contenant 3 ml de milieu NFb dépourvu
d’azote.Cette étape entraine une légere surpression dans le tube et est accompagnée
d’un ré-équilibrage immédiat de la pression par une seconde aiguille surmontée d’'un

filtre enfoncée dans le
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Tableau 2.3. Amorces oligonucléotidiques utilisées pour I'amplification de BOX-A1R, du géne
de I'ARNTr 16S, nifH, ipdC, accD, et chiA dans cette étude.

Geénes Noms et séquences d’amorces Références
BOX-PCR BOX-A1R: 5-CTACGGCAAGGCGA Louws et al. (1994)
CGCTGACG-3

ARNT 16S 27 F: 5-GAGAGTTTGATCCTGGCTC Reinhardt et al. (2008)
AG-3
1525 R: 5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’

nifH Pol F: 5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’ Poly et al. (2001)
Pol R: 5'-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3'
AQER: 5-GACGATGTAGATYTCCTG-3

ipdC Ipdc F: §-CTGGGGATCCGACAAGTAATC Sinha et al. (2019)

AGGC-3
Ipdc R: 5-GAAGGATCCCTGTTATGCGA
ACC-3
accD acdS F3: 5-ATCGGCGGCATCCAGWSNA Liet al. (2015)
AYCANAC -3’

acdS R3: 5GTGCATCGACTTGCCCTCRT
ANACNGGRT-3’

chiA chiA F: 5- ATGGATCCATGCGCAAA Ben Farhat et al. (2014)
TTTAATA-3
chiAR: §- GCGGCCGCTTATTGAAC
GCCGGCGC-3'
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septum du tube. Aprés 5 jours de culture a une température de 37°C, la culture
bactérienne est centrifugée pendant 10 minutes a 4000 g a température ambiante.
Enfin, le culot bactérien est retenu pour I'analyse permettant une estimation de la

capacité de fixationd’azote par les bactéries sélectionnées.

2.10. Analyse phylogénétique et moléculaires des souches

bactériennes isolées

2.10.1. Extraction d’ADN génomique
Dans un milieu nutritif LB, chaque bactérie isolée a été cultivée pendant24 heures a
37°C. L'extraction d'’ADN génomique a été réalisée a l'aide d'un kit d'extraction (Neo-
Biotech Quick Bacteria Genomic DNA Extraction Kit), puis la concentration d’ADN est

déterminée au spectrophotomeétre Nanodrop (Nano Photomeéetre® N60/N50-IMPLEN).

2.10.2. Amplification PCR de la BOX-A1R

L’amplification PCR palindromique extra génique répétitive basée sur BOX-A1R est
faite pour sélectionner les souches bactériennes isolées suivant leur profil de
séquences. Les séquences BOX-A1R sont répétées et inversées, leur amplification a
éte effectuée en utilisant une seule amorce BOX-A1R (Tableau 2.3).

L’amplification PCR est réalisée dans un volume final de 25 uL en additionnant 2 uL
d’ADN bactérien, 0,3 uL de d’ADN polymérase Taq (5 U uL1), 5 yL de tampon Tag(5x),
2 pL de deoxynucleotides triphosphates (dNTPs) (2,5 mM), 2 uL de MgClz (25mM) et
1,25 uL de 'amorce BOX-A1R (20 uM) pour un volume fina | de 25 yLcomplété par de
l'eau distillée. Aprés I'étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min, la phase
d’amplification comprend 35 cycles, chaque cycle comprend les étapes suivantes a
savoir 94°C durant 1 min, 48°C durant 1min et 72°C durant 1 min,suivies d’une phase
d’extension & 72°C pendant 5 min. Les produits PCR des séquences de la BOX-1AR
amplifiés ont été séparés sur gel d’agarose (1,2%) pendant45 minutes et les acides
nucléiques colorés au Clear Sight DNA et visualisés avec GelDocTM EZ imager (Bio-
Rad).
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2.10.3. Amplification PCR de ADNr 16S

Les segments d’ADNr 16S (1,5 kb) sont amplifiés en utilisant les deux amorces
universelles 27F et 1525R (Tableau 2.3). L’amplification PCR est réalisée dans un
volume final de 25 pl, en additionnant 1 yL d’ADN bactérien 0.12 yL d’ADN
polymerase Taq (5 U yL?), 2,5 uL de tampon Taq (5x), 0,5 puL de désoxynucléotide
triphosphates (dNTPs) (10 mM), 2 uL de MgClz (25 mM) et 1 yL de chaque amorce
(10 pM), gsp 25 pL par de I'eau distillée. Apres I'étape de dénaturation initiale a 98°C
pendant 3 min, la phase d’amplification comprend 30 cycles, chaque cycle comprend
les étapes suivantes a savoir 96°C durant 30 s, 62°C durant 30 s et 72°C durant 2
min, suivies d’'une phase d’extension a 72°C pendant 10 min. Les produits PCR du
géene ADNr 16S amplifiés ont été séparés sur gel d’agarose (1,2%) pendant 30
minutes et les acides nucléiques colorés au Clear Sight DNA et visualisés avec Gel
DocTM EZ imager (Bio-Rad).

2.10.4. Séquencage et analyse des séquences
Les produits PCR de 'ADNr 16S ont été purifiés et élués du gel grace a Wizard® SV
Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA). Les produits PCR purifiés ont été
séquencés par Eurofins en France.
Les séquences d’ADNr 16S ont été analysées et comparées grace a EzBiocloud
(https://lwww.ezbiocloud.net) et a BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
L’alignement des séquences et la construction des arbres phylogénétiques via
« Neighbor-Joining method » ont été effectués en utilisant les logiciels bio-
informatiques MEGA version 11.
Le reséquencage du génome entier bactérien a été réalisé au Beijing Genomics
Institute (BGI) a Hong Kong en utilisant la technologie de séquencage dnbseq (Chen
et al., 2018). L'assemblage des contigs, I'annotation des génes et des protéines ont
eté reéalisés via https://galaxy.migale.inrae.fr/ et les cartes génomiques ont été
construites a l'aide du BLAST Ring Image Generator (logiciel BRIG) (Alikhan et al.,
2011) en comparant avec le génome de la bactérie de référence déposé sur NCBI

https://www.ncbi.nim.nih.gov/.

2.10.5. Amplification PCR des genes contribuants a un effet PGPR (Plant

Growth Promoting Rhizobacteria)
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Différents genes potentiellement présents chez les rhizobactéries bénéfiques ont été
amplifiés. Ces génes choisis sont impliqués d’une fagon directe ou indirecte dans

I'effet PGPR sous conditions biotiques ou abiotiques patrticulieres.

Pour le géne nifH (360 bp) qui code pour une sous-unité de la nitrogénase impliquée
dans la fixation de l'azote atmosphérique, deux étapes d’amplification ont été
réalisées. La premiére étape de 'amplification du géne nifH se déroule en utilisant les
amorces PolF et PoIR (Tableau 2.3). Dans cette étape, un volume final de 25ul a été
préparé a partir de 2 ul d’ADN bactérien ajoutés a 0,3 uL d’ADN polymerase Taq (5 U pL-
1), 5 ml de tampon Taq (5x), 2 ml de dNTPs (2,5 mM), 0.5 yL de BSA « Bovine Serum
Albumin » (10 mg.mlt) et 0,625 uL de chaque amorce PolF et PoIR (20 uM) et une quantité
suffisante pour atteindre le volume final de 25 uL avec de I'eau distilléestérile. La
seconde étape d’amplification se déroule en utilisant les amorces PolF et AQER. Le
volume réactionnel est toujours de 25 pL contenant 0,5 uL de produit PCRde la premiére
étape, 0,2 pL of d’ADN polymerase Taq (5 U yL?), 5 uyL de tampon Taq(5x), 2 yL de
dNTPs (2,5 mM), 0.5 uL de BSA (10 mg.ml?) et 0,625 uL de chaqueamorce PolF et
AQER (Tableau 2.3) (20 uM) et une quantité suffisante pour atteindrele volume final 25
ML avec de I'eau distillée stérile. Dans les deux étapes, le protocolede la réaction est le
suivant : dénaturation initiale a 94°C durant 5 min, puis 30 cyclescomprenant les
étapes suivantes : 94°C durant 1 min, 55°C durant 1 min, 72°C durantl min, et une

extension finale & 72°C pendant 10 min.

Les autres génes choisis qui sont impliqués dans I'effet PGPR sont : IpdC (1,6 Kb) qui
est impliqué dans la synthése de 'auxine AIA « acide indole acétique », accD (750bp)
qui régule 'ACC désaminase impliqué dans la tolérance contre les stress abiotiques
tels que la sécheresse et chiA (2,4 kb) qui code pour une chitinase possédant une

forte activité antifongique.

L’amplification PCR de ces genes est réalisée dans un volume final de 25 ul, en
additionnant 1 yL d’ADN bactérien 0,12 uL de d’ADN polymerase Taq (5 U.uL %), 2,5 uL
de tampon Taq (5x), 0,5 yL de désoxynucléotide triphosphates (ANTPs) (10 mM),2 uL
de MgClz2 (25 mM) et 1 uL de chaque amorce (10 pyM) spécifique pour chaquegéne
(Tableau 2.3), et une quantité suffisante pour atteindre le volume final de 25 yLpar de
'eau distillée. Aprés I'étape de dénaturation initiale a 98°C pendant 3 min, la phase

d’amplification comprend 35 cycles, chaque cycle comprend les étapes
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suivantes a savoir 96 °C durant 30 s, et respectivement (62°C, 53°C, 63°C, 63°C)
durant 30 s et 72°C durant (2 min, 1 min, 40 s, 2,5 min) pour ipdC, accD et chiA suivies

d’'une phase d’extension a 72°C pendant 10 min.

Les produits PCR du gene amplifié ont été séparés sur gel d’agarose (1,2%) pour les
genes nifH, ipdC, accD, et (1%) pour le gene chiA, pendant 30 minutes et les acides
nucléiques colorés au Clear Sight DNA et visualisés avec Gel DocTM EZ imager (Bio-
Rad).

2.11. Analyses biochimiques des souches bactériennes isolées

2.11.1. Test de capacité de fixation de I’azote atmosphérique

La capacité des colonies bactériennes sélectionnées a fixer 'azote atmosphérique est
évaluée par l'incorporation de °N2. Les étapes de ce test sont détaillées dans la Figure
2.6.

Les échantillons ont été analysés par spectrométrie de masse isotopique (Analyseur
Elémentaire Vario-PYROcube couplé a un spectrométre de masse IsoPrime
Precision, Elementar, UK). Les échantillons aprés pesage ont été placés dans une
cupule en étain, séchés dans une étuve a 60°C puis injectés dans un analyseur
élémentaire (Vario-PYROcube, Elementar, UK). Aprés combustion a 920°C en
présence d’oxygéne et de CuO, les molécules de gaz issues de I'échantillon
(principalement H20, CO2, N2 et NOS) sont transportées par un flux de gaz vecteur
(Helium ultrapur) vers un four de réduction ou les oxydes d’azote sont réduits en N2
en présence de cuivre a 600°C (réaction de Dumas). Le H20 produit est piégé par des
colonnes de SICAPENT (Merck). Le Nz et le CO2 sont alors séparés. Le CO: est piégé
a température ambiante dans une colonne TPD (Température Programmable
Désorption) puis relargué a 100°C. Un Détecteur de conductivité thermique (TCD)
permet la quantification du N et C total. Le N2 et puis le CO2 sont ensuite analysés par
le spectrometre de masse (IsoPrime Precision, Elementar, UK) pour déterminer le 815

15N2

2.11.2. Test de capacité de production d'acide indole acétique (AIA)
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< Limite du halot total autour la colonie bactérienne
A (Changement de couleur dd au changement du pH).

<4—————— Limite du halot clair transparent autour de la colonie
d bactérienne (Zone de solubilisation).

<4——— Limite de la colonie bactérienne.

<4————— Zone décolorée mais ou les ions restent insolubilisés.

<«4—— Milieu de culture en présence d’ions peu solubles.

Figure 2.7. Représentation schématique du diamétre de la zone de changement de couleur et de
la zone claire autour de la colonie bactérienne qui nous permet de calculer deux index.

L'index d’acidification (la) : la= A/d

L'index de solubilisation (Is) : Is= D/d
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Certaines bactéries synthétisent de I'auxine a partir du tryptophane. La production
d'acide indole-3-acétique (AlA), est détectée selon la méthode décrite par Gordon et
Weber, 1951 et Haque et al., 2020 avec quelgues modifications. En résumé, une seule
colonie de chaque bactérie a été inoculée dans 5 mL de milieu LB (additionné de 0,2%
de L-tryptophane (Sigma-Aldrich) et incubé a 28°C sous une agitation (200 rpm).
Aprés 48 heures d’incubation, 1 ml de culture est collecté et centrifugé a 3220 g
pendant 10 min. Ensuite, 500 pL de surnageant ont été transférés dans un microtube
de 2ml avec 1 ml de réactif de Salkowski composé de 98 ml d'acide perchlorique a 35
% et de 2 ml de FeClz (0,5 M). Les tubes ont été incubés a température ambiante
pendant 45 min a I'obscurité. Qualitativement, le développement de la couleur rose
est un indicateur de la production d’auxine. La production d’AlA a été quantifiée par
spectrophotométrie a 540 nm et a été comparée ensuite avec une courbe standard
préparée a partir d'AIA commercial (Sigma-Aldrich) dans une plage de concentration
de 0 a 1000 pg.mL™.

2.11.3. Test de production de cyanure d'hydrogéne (HCN)

Le test de production de cyanure d’hydrogéne est choisi au vu de son implication dans
la suppression d’agents pathogénes et dans I'augmentation de I'exsudation chez la
plante.

Ce test est réalisé selon le protocole décrit par (Haque et al., 2020). Chaque colonie
bactérienne a été striée dans une boite de Petri contenant 30 ml du LB gélosé
supplémenté par 0,45% de glycine, une papier filtre stérile a été trempé a l'aide d’une
pince stérilisée dans une solution alcaline de picrate de sodium (acide picrique a 0,25
% dans du carbonate de sodium a 1,25 %) (Lorck, 1948) puis appliqué sur la faceinterne
des couvercles des boites de Petri. Les boites ont été scellées avec du parafilm et
incubées a 28°C sous conditions statiques pendant 24 h. Un changement de couleur
sur les papiers filtres du jaune a un brun rougeétre est un indicateur de la production
d’HCN.

2.11.4. Test de capacité bactérienne a utiliser des sources insolubles de
phosphate (P) et de potassium (K).
La capacité de solubilisation du phosphate de calcium, du phytate et du feldspath par

les souches bactériennes isolées a été testée. Le P peu mobilisable est fourni aux
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Tableau 2.4. Souches bactériennes sélectionnées et utilisées dans cette étude.

Souches bactériennes Sources
Bradyrhizobium japonicum ORS285 Dr. Nico Nouwen,
IRD Montpellier
Azospirillium lipoferum sp4B Pr. Guilhem Desbrosses,
Université de Montpellier
5-alpha F'lq E. coli New England Biolabs
BPMP-PU-28 (Pseudomonas sp.) Cette étude
BPMP-EL-40 (Enterobacter sp.) Cette étude
BPMP-PA-65 (Pantoea sp.) Cette étude
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bactéries sous forme de phosphate tri-calcique ou de phytate. Le K peu mobilisable
est fourni sous forme de feldspath potassique. La croissance des bactéries est
estimée a partir de I'acidification du milieu que la croissance provoque, visualisée par
le changement de couleur d'un indicateur coloré additionné au milieu de culture. La
solubilisation des ions/molécules utilisés est visualisée par un anneau transparent
autour de la colonie. Le milieu utilisé pour les expériences concernant la capacité de
solubilisation de P est un milieu dérivé de celui décrit par Pande et al., 2017. Le milieu
utilisé pour les expériences concernant la capacité de solubilisation de K est le milieu
d'Alexandrov modifié par Rajawat et al., 2016. La source de P présente dans ce milieu
(phosphate tri-calcique) est également peu mobilisable. Les bactéries cultivées sont
mises en culture a 28°C pendant 3 jours. Le diametre de la colonie bactérienne et
celui de la zone "décolorée" autour de la colonie sont mesurés en utilisant le
programme ImageJ, et les indices de solubilisation sont calculés selon la procédure

décrite dans la Figure 2.7.

2.12. Souches bactériennes

Les bactéries isolées et sélectionnées apres la comparaison de BOX-A1R (Cf. §
2.10.2) ont été utilisées pour la caractérisation moléculaire et les tests de

solubilisation de phosphate tri-calcique, de phytate et de feldspath.

Pour les autres tests et les autres expériences, nous nous sommes focalisés sur trois
souches bactériennes présentant des caractéristiques singulieres a la suite des
différents tests. Ces trois souches c’est a dire les souches utilisées comme contrdle
négatif et positif ou de référence sont présentées avec leur origine dans le Tableau
2.4,

2.13. Transformation bactérienne

Afin de déterminer la localisation de la bactérie endophyte BPMP-PA-65 isolée (Cf. 8§
2.8) au niveau des tissus racinaires et foliaires ainsi qu’au niveau de la graine, une
transformation de cette souche avec le GFP a été réalisée en utilisant le plasmide
pMG103-nptll-GFP (Inui et al., 2000), (Bonaldi et al., 2011). D’autre part, un autre
plasmide intégratif contenant la GFP attTn7: P(A1/04/03): GFPmut (Armbruster et al.,
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2019) a été aussi utilisé (transféré dans BPMP-PA-65) afin d’intégrer des génes

d’intérét dans les futures expériences.

2.13.1. Extraction d’ADN plasmidique
Dans un milieu modifi¢ YM (la composition est dans la partie § 2.17) supplémenté
avec la kanamycine (50 pg.L), la souche Bradyrhizobium ORS285 a été cultivée
pendant 24 heures a température 37 °C, I'extraction d'ADN plasmidique a été réalisée
a l'aide d'un kit d'extraction (Wizard® SV 96 and SV 9600 Plasmid DNA Purification
Systems), puis la concentration d’ADN a été déterminée au spectrophotometre
Nanodrop (Nano Photométre® N60/N50 — IMPLEN).

2.13.2. Préparation des cellules compétentes
Dans un erlenmeyer de 5 litres, une colonie bactérienne de la souche endophyte
BPMP-PA-65 (Pantoea sp.) a été cultivée dans un litre du milieu LB a température
37°C pendant 30 heures afin d’obtenir une densité optique DOesoo entre 0.5 et 1. La
culture bactérienne a été centrifugée a froid (4°C) sous une vitesse 3220 rcf pendant

5 minutes, suivi d’'un lavage avec 10% de glycérol.

Aprés le dernier lavage, et dans la glace, le culot bactérien est re-suspendu dans un
volume total de 500 pl contenant 10% de glycérol. La concentration des cellules
bactériennes doit étre comprise entre 2 et 4x101° cellules. mL™. Enfin, les bactéries
resuspendues ont été aliquotées dans des microtubes de 0.5 ml puis stockées a -
80°C.

2.13.3. Transformation par électroporation
La transformation bactérienne a été faite selon la méthode décrite par (Dower et al.,
1988). En résumé, 1 ul d’ADN plasmidique pMG103-nptll-GFP ou attTn7:P(A1/04/03):
GFPmut (Cf. 8 2.13.1) a été ajouté dans 40 pl de suspension de cellules bactériennes
compétentes (Cf. § 2.13.2). Ce mélange a été versé dans une cuvette pré-réfrigérée.
Ensuite, la cuve a été insérée dans la chambre d'électroporation du module de
commande d'impulsion, et I'électroporation a 2,5 kV, 25 yF avec une constante de
temps d’environ 5 ms. Aprés I'électroporation, et rapidement, 1ml de milieu LB (sans
antibiotique) a été mis dans la cuvette pour faciliter la récupération les cellules
bactériennes qui ont été ensuite transférées dans un tube de 12 ml et ont été incubées

pendant une heure a température 37°C. Enfin, les bactéries transformées ont été
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Triticum turgidum subsp. dicoccoides
( Ttd. N-C 2019)

Triticum turgidum subsp. durum
( Anvergur)

Figure 2.8. Les deux variétés du blé dur utilisées pour I’étude de I'effet PGPR.

Les bactéries diazotrophes ou endophytes ont été isolées de la rhizosphére ou d’exsudats racinaires
de 'amidonnier sauvage identifiée au Liban « Ttd-NC-2019 ». L’effet PGPR de certaines souches
sélectionnées a été testé sur une variété élite francaise « Anvergur ». Les deux variétés du blé sont

morphologiquement et physiologiquement trés distinguables.
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sélectionnées dans le milieu LB gélosé supplémenté avec 50 mg.L* de kanamycine
pour la transformation avec pMG103-nptll-GFP et avec 10 mg.L* de gentamycine
pour la transformation avec le plasmide intégratif contenant la GFP
attTn7:P(A1/04/03):GFPmut.

2.14. Culture en serre sur sol artificiel pour étudier I'effet PGPR des

bactéries sélectionnées

A lissue d’une premiéere étape de sélection des bactéries diazotrophes isolées sur
différents traits PGPR testés au niveau moléculaire et biochimique, trois bactéries
sélectionnées a partir du lot des bactériesisolées de la rhizosphére ou des exsudats,
la souche (BPMP-PA-65) du blé sauvageTtd-NC-2019 ( Cf. § 2.8, 2.9), BPMP-PU-28
(Pseudomonas sp.), BPMP-EL-40 (Enterobacter sp.) et BPMP-PA-65 (Pantoea sp.)
ont été choisies. Un premier essai de I'effet PGPR en serre sous conditions limitéesen
azote (100 uM de KNO3) n'ayant pas permis la croissance des plantes a un stade avancé,
I'étude de leur capacité de transfert d’azote sous limitation azoté a été poursuivie mais
sous moindre contrainte (250uM de KNOs). La variété de blé utilisée dans cette

expeérience est « Anvergur » (une variété de blé dur élite frangaise) (Figure 2.8.).

2.14.1. Préparation de I'inoculum bactérien et conditions de culture des
plantes
Pour préparer I'inoculum bactérien, une colonie bactérienne de chaque soucheBPMP-
PU-28 (Pseudomonas sp.), BPMP-EL-40 (Enterobacter sp.) et BPMP-PA-65 (Pantoea
sp.) a été inoculée dans 15 ml de milieu LB et incubée pendant une nuit jusqu’a
I'obtention d’une densité optique entre 0,5 et 1. Trois cyclesde centrifugation a 4°C
pendant 5 minutes a une vitesse 3220 rcf suivie d’'un lavage a I'eau distillée stérile ont
eté réalisés pour éliminer toutes traces de milieuLB. Ensuite la densité optique de
chaque culture bactérienne a été ajustée a 0,1.
Pour les conditions de co-inoculation avec deux bactéries (BPMP-PU-28+BPMP-EL-
40, BPMP-PU-28+BPMP-PA-65, BPMP-EL-40+BPMP-PA-65) ou trois bactéries
(BPMP-PU-28+BPMP-EL-40+BPMP-PA-65), un volume de chaque inoculum (OD=

0,1) dans une proportion respectivement de 1:1 (v:v) ou 1:1:1 (v:v:v) a été préparé.
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Les graines de blé dur élite « Anvergur » ont été désinfectées suivant le protocole décrit
dans la partie § 2.7.1. Les graines ont été placées dans une boite de Petri sur du
papier filtre stérile et humidifié avec de I'eau distillée et mises a l'obscurité a 26°C
pendant 2 a 3 jours jusqu'a ce qu'elles montrent un hypocotyle visible et des racines
de 3 & 4 cm de long. Les graines germées ont été inoculées pendant une heure avec
chaqgue souche bactérienne (ODeoo = 0,1) ou co-inoculées avec deux ou trois souches.
24 plantes par condition ont été cultivées dans des pots de 3L (4 graines par pot)
contenant un mélange autoclavé tourbe/sable/vermiculite de proportion v/iv/v (1/1/1).
Lesplantes considérées comme contrble positif non inoculées ont été arrosées avec
une solution Hoagland complete (11 mM d’azote) (Cf. § 2.17). Pour les plantes
inoculées et le contréle négatif non inoculé, les plantes ont recu une solution Hoagland
modifiéea faible teneur en azote, 250 uM de KNO3 utilisé uniguement comme source
d'azote,4,75 mM de KCI est utilisé pour compenser I'apport de potassium issu du
KNOs. Le Ca(NOs3)2 est remplacé par CaClz. Les deux solutions ont été ajustées a pH
= 6 en utilisant du KOH 0,5 M.

2.14.2. Acquisition et analyse d'images
Apres 5 semaines de culture, les plants de blé d’anvergur ont été phénotypés sur la
plateforme PhenoArch (Cabrera-Bosquet et al., 2016) hébergée au M3P, Plateformes
de Phénotypage Végétal de Montpellier

(https://www6.montpellier.inrae.fr/lepse/Plateformes-de-phenotypage/Montpellier-

Plant- Phénotypage-Plateformes-M3P) en collaboration avec Lloreng Cabrera-
Bosquet et Maelle Lis. Des images RVB ont été prises pour chaque plante a partir de
13 vues (12 vues latérales vues a partir d'une différence de rotation de 30 ° et une vue
de dessus). Brievement, les pixels végétaux ont été segmentés de ceux en arriere-
plan en utilisant une combinaison de seuillage et de champs aléatoires tels que décrits
dans (Brichet et al., 2017) et disponibles sur
(https://github.com/openalea/phenomenal). La surface foliaire entiére de la plante,
le poids frais et la hauteur de la plante ont ensuite été estimées a l'aide de courbes
d'étalonnage construites avec des modéles de régressions linéaires multiples basés
sur des images traitées par rapport aux mesures de « Vérité terrain » de la surface

foliaire et de la biomasse fraiche.
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2.14.3 Analyse des teneurs totales en azote et carbone dans les graines
Les graines ont été récoltées, décortiqués et puis broyées individuellement a l'aide
d’'un mortier. Les échantillons ont été analysés par spectrométrie de masse isotopique

en utilisant la méme méthode d’analyse décrite dans la partie § 2.11.1.

2.15. Récolte des exsudats bactériens

2.15.1. Milieu de culture bactérien

Deux milieux de culture ont été utilisés sur la base d'une solution nutritive minimale
"solution Hoagland" (H) complete modifiée (Cf. § 2.17) additionnée d'acide lactique
(AL)2% comme source de carbone sans tampon K2HPO4 / KH2PO4 (STP), pH =7 ou
avectampon K2HPO4 / KH2PO3 (TP) de concentration 150 mM (TP) pH = 6,8.

L’acide lactique (90,08 g.mol?) est choisi comme source de carbone puisque sa
masse molaire ne dépasse pas 100 g.mol?! et ne perturbe pas les analyses
métabolomique des exsudats dans la fenétre des m/z analysables c.a.d. 100-1500 Da.

2.15.2. Croissance bactérienne

Une seule colonie de chaque bactérie BPMP-PU-28 (Pseudomonas sp.), BPMP-EL-
40 (Enterobacter sp.) et BPMP-PA-65 (Pantoea sp.) a été inoculée individuellement
sur du milieu LB gélosé pendant 24 heures a 37 °C. Une demi-anse des colonies
bactériennes de chaque boite a été mise en suspension dans un microtube contenant
300 pl de chacun des deux milieux H/AL/STP et H/AL/TP pour BPMP-PU-28 et BPMP-
EL-40 respectivement. Ensuite, 30 pl de chaque suspension bactérienne obtenue a
partir de chaque milieu de culture ont été injectés dans un tube de préculture
contenant 3 ml de son milieu correspondant. Les tubes de préculture ont été incubés
a 37 °C sous agitation a 200 rpm. Aprés 24 heures d’incubation, 300 ul de chaque
pré-culture bactérienne de concentration proche de 3x 10° unités (UFC/mL) ont été ré-
ensemencés dans un erlenmeyer de 200 ml contenant 50 ml du méme milieu de
culture correspondant et incubés pendant 3 jours dans les mémes conditions. La
densité optique et la concentration bactérienne sont mesurées toutes les deux heures
pour tracer la courbe de croissance. De méme, le pH et la concentration d’acide
lactique restant dans le milieu sont mesurés respectivement a I'aide d’'un pH-metre et

par une analyse
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chromatochraphique (Thermo Scientific Dionex™ ICS-5000+ lon Chromatography).

2.15.3. Récolte des exsudats
Trois réplicats biologiques dédoublés (soit six réplicats au final) de la culture
bactérienne dans les deux milieux de cultures ont été analysés. Suivant la courbe de
croissance déterminée pour chaque bactérie, les exsudats bactériens ont été récoltés
a partir de deux phases de croissance bactérienne, la phase exponentielle (phase
planctonique) et la stationnaire (phase de formation du biofilm). Le recueil des
exsudats a été realisé aprés 24h (phase exponentielle) et 48h (phase stationnaire)
pour BPMP-PU-28 (Pseudomonas sp.), apres 16h (phase exponentielle) et 40h
(phase stationnaire) pour BPMP-EL-40 (Enterobacter sp.) et aprés 48h. Apres deux
centrifugations (3320 rcf, 15 minutes a 4°C) les surnageants ont été filtrés a I'aide d'un
filtre de 0,22 um et les échantillons d’exsudats bactériens filtrés et les culots de chaque
bactérie ont été préparés pour les analyses métabolomiques et protéomiques suivant

le méme protocole décrit dans la partie § 2.7.6.

2.16. Croissance en hydroponie pour le phénotypage de
développement du systéme racinaire et pour récolter les exsudats

racinaires en présence des exsudats bactériens

2.16.1. Conditions de culture
Les graines d’Anvergur (variété élite frangaise) ont été désinfectées comme décrit
dans la partie § 2.7.1. Cing plantules ont été transférées dans le méme systeme décrit
dans cette partie, aprés excision des graines, dans un tube a essai de 50 ml ou 40 ml
de solution complete de Hoagland modifiée ont été apportés(Cf. § 2.17) additionnés
de 5 % des exsudats de BPMP-PU-28 (Pseudomonas sp.) ou BPMP-EL-40
(Enterobacter sp.) récoltés a partir du milieu tamponné H/AL/TP (Cf. § 2.15.1) pendant
la phase stationnaire avec un pH ajusté a 6,5. Le milieu Hoagland modifié additionné
d'une solution de Hoagland a 5 % contenant 0,8 % d'acide lactique (correspondant a
la concentration d’acide lactique restant dans le milieu en phase stationnaire) et 150
mM de tampon K2HPO4/KH2PO3 a été utilisés comme témoin. Les tubes ont été
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emballés dans du papier d'aluminium et placés en chambre de culture (voir condition
dans la partie 2.7.4) pendant 7 jours et un test de stérilité a été réalisé ensuite sur
milieu LB. Les masses fraiches des racines et des feuilles ont été enregistrées et les
échantillons d’exsudats racinaires récoltés et préparés pour I'analyse métabolomique

et protéomique suivant le protocole décrit dans la partie § 2.7.6.

2.16.2. Phénotypage du systeme racinaire
Les racines des plantes ont été scannées (Epson Perfection V850 Pro Scanner),la
longueur et la surface totale des racines ont été mesurées a l'aide du logiciel
WINRHIZO™ (V.2009 Pro, Regent Instruments, Montréal, QC, Canada) développé
comme indiqgué par le site Web de la société Regent Instruments Inc.
http://regent.qc.ca/assets/winrhizo_software.html pour [l'analyse des systémes

racinaires lavés.

2.17. Tampon et milieu de culture

Hoagland complet modifiée

Le milieu Hoagland est utilisé pour la culture des plantes en hydroponie, et pour la
culture en serre. De méme il est utilisé comme solution nutritive de base pour la récolte
des exsudats bactériens. Ce milieu se compose en (mM) de : 1 NH4NOs, 5 KNOs, 2
Ca (NOs3)2, 2 MgSO04, 1 KH2PO4, 0,1 NaFe (lll) EDTA, 0,0125 H3BOs, 0,002

MnClz, 0,003 ZnS0O4, 0,0005 CuSO4, 0,0001 Na2MoO4, 0.0001 NiSO4.6H20 et 0,025
KCI. (Shavrukov et al., 2012).

LB

Le milieu LB « Luria-Bertani » est un milieu riche non sélectif utilisé dans la
multiplication bactérienne. Il est formé en g.L*de : 5 Tryptone, 5 bactopeptone, 5 NaCl
et 5 extrait de levure (yeast extract). Pour le milieu LB solide, 12 g.L* d’agar typeE sont

ajoutés.
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NFb
Le NFb « Nitrogen-Free Bromothymol blue medium» (Baldani et al., 2014) est
classiquement utilisé comme milieu sélectif pour I'isolement les bactéries diazotrophes

et pour tester leurs capacités a fixer I'azote.

Ce milieu contient en g.L* : 3,7 acide malique, 0,509 citrate de sodium, 0,53 fructose,
0,265 glucose, 0,5 K2HPO4, 0,2 MgS0O4.7H20, 0,02 CaCl2.2H20, 0,1 NaCl, 2,8 KOH
et 0,04 dextrait de levure (yeast extract) pour le milieu NFb solide et des

micronutriments et vitamines comme suit :

- Micronutrient: 2 mL (0,04 CuSO4.5H20, 0,12 ZnS04.7H20, 1,40 H3BOs, 1,0
Na2Mo004.2H20 et 1,175 MnSO4. H20, dessous dans 1 litre d’eau distillé), 3,2 ml de
NaFeEDTA (1640 g.L1).

- Vitamines : 1 mL (10 mg biotine et 20 mg pyridoxine-HCI) dissous dans 100 mL d'eau

distillée).

- Les micronutriments, le NaFeEDTA et les vitamines sont filtrés et ajoutés aprés

I'autoclavage du milieu.

Dans le cas d’un milieu gélosé classique, 12 g.L* de bacto-agar sont ajoutés, dans le
cas d’'un milieu semi-solide I'extrait de levure et le bacto-agar sont remplacés par 1,8

g de Bacto-Agar. Le pH final est ajusté a 7,5 avec le KOH (1M).

Milieu YM modifié

Le milieu YM (Yeast Mannitol) est un milieu sélectif convenable pour la croissance des
Bradyrhizobium, il est composé en (g.L?) de 2,5 glutamate de sodium, 2 d'extrait de
levure, 0,66 K2HPO4, 0,05 NacCl, 0,1 MgS0Oa4-7H20, 0,04 CaClz, et 0,004 FeCls.

Milieu de Pikovskaya modifié

Le milieu utilisé pour les expériences concernant la capacité de solubilisation de P est
le milieu « Pikovskaya » dérivé de celui décrit par (Pande et al., 2017). Il contient en
(g9.LY), 5 d'extrait de levure (yeast extract), 10 glucose, 0,5 (NH4)2SO4, 0,2 KCI, 0,25
MgS04.7H20, 0,0001 MnSO,, 0,0001 FeSO4, et 5 Cas(POa4)2 (phosphate tri- calcique),
ou 5 CeH18024Ps (phytate : Carbosynth 86 Limited (Compton, UK)), commesource de

phosphate. Il est solidifié par de I'agar (12 g.L?), le pH étant ajusté a 7 avec
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HCI 1 M. Avant étalement du milieu en boite de Petri, du violet de bromocrésol (pour
20mL de PVK, 150 ul d’'une solution a 5 g.L* de violet de bromocrésol (pKa 6,3) dans
0,2 N KOH) est ajouté en tant qu’indicateur de pH.

Milieu d’Alexandrov modifié

Le milieu utilisé pour les expériences concernant la capacité de solubilisation de K est
le milieu d'Alexandrov modifié par (Rajawat et al., 2016). La source de P présente
dans ce milieu (phosphate tri-calcique) est également peu mobilisable. Le milieu
contient (g.L) : 5, glucose, ; 2 CasPOs, 0,5 MgSQO4, 0,1 CaCOs, 0,005 FeCls, 2
KAISisOs (potassium aluminosilicate : Potash Feldspar, Bath Potters' Supplies,
Somerset, UK) comme source de potassium non soluble. Le milieu est solidifié par de
l'agar (12 g.L 1), le pH final ayant été ajusté a 7,2 avec HCI 1 M. Avant étalement du
milieu en boite de Petri, le milieu est additionné de l'indicateur coloré (pour 20 mL de
milieu, 75 pL d’une solution a 5 g.L* de bleu de bromothymol (pKa 7,1) dans 0,2 N
KOH) est ajouté en tant qu’indicateur de pH (3.25 ml d'une solution a5 g.L* de bleude

bromothymol dans KOH 0,2 N sont introduits par litre de milieu).

Tampon PBS

Le PBS “phosphate-buffered saline” est utilisé lors de la préparation des suspensions
bactériennes a partir du sol rhizosphérique et de la dilution en série des colonies
bactériennes isolées et individualisées (figure 2.4). Il est composé en g.L* de 8 NaCl, ;
0,2 KCI, 0,24 KH2PO4, 1,44 Na2HPO4. Ces composés sont dissous dans un volume
total d’un litre d’eau. Le pH 7,4 est ajusté avec le HCI 1M.

2.18. Analyses métabolomiques

Des analyses métabolomiques ont été realisées par chromatographie-MS haute
résolution (UPLC-HRMS) sur un Spectrometre de masse quadripolaire Q-Exactive
Plus (Orbitrap), équipé d’'une sonde électrospray (HESI Il) couplée a un systeme U-
PLC Ultimate 3000 RSLC (Thermo Fisher Scientific, Hemel Hempstead, Royaume-
Uni). Le procédé et I'étape de séparation, de traitement, de nettoyage et d’annotation
des pics a été faite a I'aide de MS-DIAL version 4.80, MSCleanR et MS Finder modeéle
respectivement, décrit en détail par (Fraisier-Vannier et al., 2020), (Tsugawa et al.,
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2015) et (Tsugawa et al., 2016). Les bases de données (DB) basées sur Triticum
turgidum (genre), Poaceae (famille), Pseudomonas sp. et Enterobacter sp. ont été
constituées avec le dictionnaire de produit naturel (DNP, CRC presse, DNP sur DVD
v.28.2). Les DB génériques de MS-FINDER utilisées étaient KNapSAcK, PlantCyc,
NANPDB, UNPD et COCONUT pour les exsudats racinaires de blé et NPApour les
exsudats bactériens. La priorisation des annotations a été effectuée en hiérarchisant
les bases de données de Poaceae, Triticum turgidum puis celles de génériques des
exsudats racinaires. Pour les bactéries, la priorisation s’est faite avecles banques
Pseudomonas sp. et Enterobacter sp. puis celles des génériques en utilisant la

derniere étape MS-CleanR.

2.19. Analyses protéomiques

Pour la protéomique, les échantillons ont été digérés ou non avec de la trypsine. lls
ont été analysés en ligne par nanoHPLC (NCS3000, Thermo Fisher), avec un gradient
de 140 min, couplé a un spectrométre de masse disposant d'une source nano
electrospray Q-Exactive plus (Thermo Fisher Scientific). Des algorithmes de
recherche dépendant de la base de données et un séquencage de novo ont été
effectués a l'aide du logiciel PEAKS X plus (Bioinformatics Solutions Inc) (Ma et al.,
2003; Zhang et al., 2012). La base de données des peptides déduits des 6 cadres de
lecture générés a partir de chaque génome bactérien a été utilisée pour les
identificationsde peptides et de protéines. La carbamidométhylation de la cystéine
(+57,02 Da) a été définie comme une modification statique, I'oxydation de la
méthionine (+15,99 Da) et la désamidation (+0,98 Da) comme une modification
variable. La tolérance d'erreur de masse du parent a été fixée a 10 ppm et la tolérance
d'erreur de masse du fragment a été fixée a 0,05 Da. Pour la digestion a la trypsine, les
clivages manquésont été fixés a 3 maximum et pour la non-digestion, aucune enzyme
et digestion non spécifique n'ont été utilisées. Le seuil du taux de fausses découvertes
(FDR) a été fixéa 1 %. Les peptides identifiés par séquencage de novo ont été blastés
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi PAGE=Proteins). Les données brutes ont été
déposees sur PRIDE - Proteomics Identification Database (PXD034914).
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2.20. Analyses statistiques

Concernant les analyses phénotypiques, physiologiqgues ainsi que pour les
caractérisations biochimiques, Les données ont été analysées a l'aide du logiciel
statistigue GraphPad Prism (version 8.0). Pour la comparaison entre les deux
groupes, des différences moyennes significatives ont été réalisées en utilisant le testt
de Student a p<0,01. Pour les comparaisons multiples, des différences moyennes
significatives ont été réalisées a l'aide d'une analyse unidirectionnelle de la variance
(ANOVA) suivie du test de Newman et Keuls ou du test post-hoc de Tukey a P < 0,05.

Concernant la métabolomique, les analyses statistiques ont été réalisées avec le
métaboanalyste 5.0https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml.
Toutes les données étaient UV- (unité variance) mises a I'échelle avant l'analyse
multivariée, ensuite les analyses en composantes principales (ACP) et les cartes de
chaleur ont été effectuées. La validité des modeles a été évaluée a l'aide de CV-
ANOVA (valeur p <0,01)
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Chapitre 3

Exsudation racinaire : Mise au point du dispositif
d’exsudation et premiers résultats d’analyse
métabolomique et protéomique des exsudats

racinaires de blé
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3.1. Introduction

Deux grands types de méthodologies sont rencontrés pour la récolte d’exsudats
racinaires. La premiere méthode consiste, a partir d’'une plante poussant en sol ou en
hydroponie, a prélever cette plante et a laver les racines par de I'eau distillée. Cette
étape est suivie d’une exsudation dans 'eau distillée pendant 1 a 2 heures. La solution
recueillie est alors lyophilisée et analysée directement. Cette méthode n’est
généralement pas utilisée en condition axénique et permet de s’affranchir de I'étape
de dessalage puisque I'exsudation est effectuée dans I'eau distillée. La seconde
méthode consiste a réduire les perturbations subies par la plante et récolter les
exsudats soit par recirculation d’'une solution nutritive dans un sol ou une cartouche
(résine) piege les composés organiques libérés, soit par analyse de la solution
d’hydroponie aprés dessalage. Dans ce dernier cas, les exsudats de la solution
d’hydroponie sont soit i) retenus sur une colonne d’extraction en phase solide (SPE,
Solid-Phase Extraction) permettant de se débarrasser des sels présents dans la
solution nutritive soit ii) sels et molécules organiques sont partitionnés entre une phase
aqueuse et une phase plus apolaire comme avec l'acétate d’éthyle. Les exsudats
retenus sur la SPE sont élués ensuite par un solvant organique comme I'acétonitrile,
ceux contenus dans la phase d’acétate d’éthyle sont directement lyophilisés, le solvant
étant trés volatile. Ces 2 méthodes génériques de collecte des exsudats (issues d’'une
exsudation dans I'eau ou utilisation directe de la solution nutritive) ont été testées afin

de définir les meilleures conditions en termes de spécificité et de rendement.

3.2. Matériel et méthodes

La mise en point de protocole de récolte des exsudats racinaires (temps de la mise
en culture et la méthode de récolte) a été réalisée sur la variété du blé élite d’origine
libanaise « Zagharine » (Cf. § 2.5, Tableau 2.2).

Les étapes effectuées pour I'obtention des exsudats racinaires en utilisant les deux
meéthodes de collecte des exsudats sont détaillées dans la partie 2.7.

Les informations sur le mode d’analyses métabolomiques et protéomiques sont

présentées dans les parties 2.18 et 2.19 respectivement.
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Figure 3.1. Variation du profil des spectres de fractions d’exsudats racinaires de la variété élite de
blé dur Zagharine analysés par spectrométrie de masse LC-MS/MS (mode ESI- et ESI+) en
fonction de la méthodologie de récolte des exsudats et du temps de mise en culture.

Les pics de couleur bleu foncé, rouge et violet représentent les échantillons d’exsudats racinaires
récoltés a partir de la solution d’hydroponie (MD, méthode de dessalage) apres 7, 14 et 21 jours
respectivement. Les pics de couleur verte représentent les échantillons récoltés par la MEE, méthode
d’exsudation dans I'eau, (récolte des exsudats aprés transfert des systémes racinaires dans l'eau pure
pendant 2h).
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3.3. Résultats et discussion

3.3.1. Choix des conditions de récolte des exsudats

La Figure 3.1 présente les profils chromatographiques des métabolites du blé dur
(Zagharine) exsudés dans la solution d’hydroponie aprés 7, 14 et 21 joursde mise en
culture et comparés avec une exsudation dans I'eau distillée d’'une planteagée de 7
jours. Le contréle est la solution d’hydroponie dessalée sur la colonne SepPak et les
pics présents en fin d’élution représentent des composeés relargués par la colonne
SPE. Les deux modes d’ionisation (ESI+ et ESI-) en mode positif et négatif permettent
de visualiser des composés sur I'ensemble du gradient d’élution qui semblent
spécifigues du mode d’ionisation. De méme, une spécificité des composés est
enregistrée suivant la durée d’exsudation des plantes dans le milieu d’hydroponieet
suivant le mode d’exsudation a savoir dans 'eau distillée (MEE, méthode d’exsudation

dans 'eau) ou a partir de la solution d’hydroponie (MD, méthode de dessalage).

3.3.2. Analyse métabolomique comparative entre deux méthodes de

récolte des exsudats

L’analyse métabolomique comparative des exsudats de blé dur élite (Zagharine) a été
réalisée par UHPLC-MS/MS. Le rapport masse/charge (m/z) d’'un métabolite peut
varier dans certaines circonstances (liaison a un sel, ajout d’'une molécule d’eau) et
pour une vision plus compléte des composés, il est souvent préférable d’utiliser les 2
modes d’ionisation positif et négatif. La masse de I'ion parent et des ions issus de la
fragmentation de cet ion parent permettent de déterminer une formule brute du
composé avec une précision de masse importante (<5 ppm). L’ensemble desdonnées
de fragmentation et le temps de rétention permettent d’interroger desbanques «
maison » ou des métabolites standards sont régulierement re-fragmentéset donnent
une identification de niveau 1 qui peut étre considéré comme une identification « sire
». L’interrogation de banques externes souvent génériques donnedes identifications de
niveau 3 ou la classe du composé est hautement probable maisl’identité reste moins

fiable.

Les profils chromatographiques des molécules exsudées dans le milieu nutritif

semblent plus complexes ou abondants que I'exsudation dans I'eau. Concernant la
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Figure 3.2. Analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) d’exsudats racinaires
mesurés en modes positif et négatif.

Comparaison globale des métabolites identifiés dans 5 réplicats d’exsudats racinaires du blé Zagharine
(durum) récoltés en utilisant deux méthodes différentes. La premiére méthode s’effectue directement a
partir de la solution nutritive récoltée a partir de la solution d’hydroponie (MD, méthode de dessalage)
aprés 7 jours et la deuxiéme s’effectue aprés trempage dans I'eau distillée pendant 2 heures des
systémes racinaires issus de la méme culture (7 jours) (MEE, méthode d’exsudation dans I'eau).
L’analyse (PLS-DA) a été réalisée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml).
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date de récolte des exsudats, les profils semblent assez différents entre les différentes
dates montrant une dynamique d’exsudation au cours des premiéres semaines de
culture du blé. L’analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) (Figure
3.2) montre une grande dispersion des 5 réplicats issus de MEE (méthode
d’exsudation dans I'eau) alors que les réplicats pour MD (méthode de dessalage) sont
tous regroupés. Cette caractéristique entre les 2 méthodes est enregistrée tant au
niveau de la composante 1 que de la composante 2. Il semble donc que la
reproductibilité entre les réplicats MEE soit plus difficile a obtenir. Une comparaison
entre les 50 composants les plus discriminants entre les 2 modes d’exsudation
représentée par la carte de chaleur (Figure 3.3) montre que les 2 modes d’exsudation
possedent des composés trés spécifiques qui ne se retrouvent qu'a des
concentrations faibles dans I'autre mode d’exsudation. L’'essentiel des métabolites
retrouvés sont des métabolites secondaires dont le réle est le plus souvent inconnu et
spécialement en tant que métabolite exsudé (Annexe, Tableau 3.1). La broussonetine
G (composé 325, MD) est un inhibiteur de glycosidase initialement isolé chez I'arbre
a papier Broussonetia papyrifera. Sa présence est explicable dans les exsudats
puisque les parois et membranes des procaryotes et eucaryotes ont des protéines tres
souvent glycosylées et que ces sucres forment, entre autre, un premier rideau de
défense contre les pathogenes. Dans I'analyse d’un échantillon précédent d’exsudats
racinaires de la méme variété, nous avions identifié 3 benzoxazinoides (DIMBOA-Glc,
HMBOA-GIc et le DIM2BOA-GIc). Dans la comparaison entre les 2 modes de récolte
d’exsudats MD et MEE, nous avons identifié 5 benzoxazinones mais avec des scores
inférieurs a 6 donc exclus de I'analyse comparative. Les benzoxazinones sont des
composés secondaires dérivés du tryptophane (cycle indole) et présents chez
certaines Poaceae. lls sont impliqués dans l'allélopathie et sont considérés comme
des pesticides naturels, de durée de vie courte participant a la sélection du microbiote
de la rhizosphére (Schitz et al., 2019).

3.3.3. Analyse protéomique des exsudats racinaires d’une variété de blé

dur

L’analyse protéomique d’'un exsudat de blé dur élite (Zagharine, méthode MD) a été
réalisée en parallele avec et sans digestion de I'échantillon par la trypsine. Ladigestion
trypsique permet une coupure spécifique (aprés les acides aminés K et R) et réguliére

car les deux acides aminés sont assez bien répartis dans les protéines
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Figure 3.3. Carte de chaleur indiquant la distribution et I'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 réplicats d’exsudats racinaires de la variété élite de blé dur
(Zagharine) récoltés par deux méthodes différentes.

Les exsudats racinaires ont été récoltés aprés 7 jours soit directement a partir de la solution nutritive
(RD) dans laquelle les plantes ont été mises en culture en conditions axéniques ou apres trempage
dans l'eau distillée pendant 2 heures (MEE). La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml).
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(taille des fragments entre -7 et 20 aa) générant des tailles de fragments facilement
analysables en fragmentation MS/MS et suffisamment longs pour étre discriminants
(Olsen et al., 2004). Les données de fragmentation et le temps de rétention permettent
d’interroger des banques contenant la digestion trypsique virtuelle de 'ensemble des
protéines des organismes considérés. Les données de fragmentation vont donc étre
directement interrogées contre une banque digérée virtuellement. Si la banque ne
contient pas le peptide correspondant a la fragmentation, le spectre ne sera pas
interprété. L’analyse peptidomique, quant a elle, est le plus souvent réalisée sans
digestion de I'échantillon et utilise des logiciels d’interprétation des spectres différents
(ex : Peaks X, Maxquant) sans interrogation d’'une banque de protéines digérées
virtuellement. Si la fragmentation du peptide donne des masses précises, une
séquence sera générée a partir de cette fragmentation. Ce séquencage est dit « de
novo » et est donc basé uniqguement sur l'interprétation des spectres de fragmentation
sans référence a une banque de protéines ou peptides quelconque. Un score est
attribué a chaque peptide dont la pondération est différente du score attribué lors d’'une
digestion trypsique. Dans Peaks X, le score individuel du peptide varie entre O et
100%. Nous avons pris comme seuil minimal 80% ce qui correspond a la probabilitéque
la séquence interprétée soit la bonne. Il est ensuite nécessaire d’interroger les
peptides interprétés par le séquencage « de novo » avec des outils comme BlastP
pour connaitre I'identité de la protéine a laquelle appartient ce peptide. En résumé, le
séquencage « de novo » permet une interprétation individuelle du spectre avec des
logiciels différents d’'un séquencage aprés digestion trypsique dont I'interprétation de
la fragmentation est dépendante de la présence de séquences dans les banques avec
un score largement majoré par la présence des résidus K, R en fin de séquence. Avec
le séquencage « de novo », tout peptide bien fragmenté sera interprété et génerera
une séquence. Les 2 modes d’interprétation sont, au final, dépendants de la présence
de séquences bien annotées dans les banques puisque pour le séquencgage « de novo

» un Blast(P) est requis apres l'interprétation de la séquence.

Si 'annotation des genes présents dans les banques est imparfaite (épissage
alternatif non détecté, petits ARN traduits non annotés), la protéine ou le peptide
peuvent ne pas étre identifieés. Pour pallier ce probleme, il est souvent conseillé de
compléter la banque contenant I'ensemble des genes annotés, (traduits et

virtuellement digérés par la trypsine dans le cas ad hoc) de 'organisme étudié par une
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Tableau 3.2. Protéines identifiées dans les exsudats racinaires d’une variété élite libanaise
(Zagharine).

Apres digestion trypsique des protéines, I'analyse des données MS/MS a été effectuée sur une banque
de blé dur (Triticum turgidum subsp. durum). L’échantillon d’exsudats racinaires a été récolté aprés 7
jours de mise en culture hydroponique dans le milieu Hoagland complet sous conditions axéniques.
Pour les détails voir § 2.19.

Nom de protéine Espéce Score de protéine Couverture
Mannanendo-1,4-beta-mannosidase Triticum turgidum subsp. durum 744 01 30,91
Pectin acetylesterase Triticum turgidum subsp. durum 742 31 38,59
Chitinase Triticum turgidum subsp. durum 899,83 54,09
Aminopeptidase Triticum turgidum subsp. durum 93,97 2,89
Carboxypeptidase Triticum turgidum subsp. durum 115,64 20,96
Peroxidase Triticum turgidum subsp. durum 895,87 56,37
Protein disulfide-isomerase Triticum turgidum subsp. durum 244 87 11,71
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Triticum turgidum subsp. durum 110,53 24 56
Superoxide dismutase [Cu-Zn] Triticum turgidum subsp. durum 214,86 26,24
Thioredoxin H Triticum turgidum subsp. durum 155,04 378
Uncharacterized protein Triticum turgidum subsp. durum 603,75 7413
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Tableau 3.3. Peptides identifiés dans les exsudats racinaires d’une variété élite libanaise
(Zagharine).

Séquencage de novo et analyse des données MS/MS par le logiciel Peaks. Les peptides dont le score
est supérieur a 80 ont été blastés (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) contre
'ensemble des protéines présentes dans NCBI (all (taxid1)). L’échantillon d’exsudats racinaires a été
récolté apres 7 jours de mise en culture hydroponique dans le milieu Hoagland complet sous conditions
axéniques. Pour les détails voir § 2.19.

Peptide m/z Rt.min Score Longueur Nom de la Espéce Localisation Fonction
de novo de la protéine sub-
séquence cellulaire
TASNPVRTQ 487 2569 15.24 98 9 Fasciclin- Triticum Membrane Adhesion
like protein aestivum cellulaire cellulaire
FLA12
ASNPVRTQ 436.7329 15.24 95 8 Fasciclin- Triticum Membrane Adhésion
like protein aestivum cellulaire cellulaire
FLA12
VTGGPEVPFHP 568.7905 39.16 90 11 L- Triticum Cytosol Redox
ascorbate aestivum
peroxidase
CFC21_01
5182
ALNQGADVRGH 627.2968 17.72 85 12 DIMBOA- Triticum Différentes Défense
Glc turgidum localisations
hydrolase subsp.
Durum
VPVTGVNVPWVG 701.3959 43.55 90 15 Unnamed Triticum ? ?
GHA protein turgidum
product subsp.
durum
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QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP
QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP
QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP
QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP
QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP

QLAGVVAVEVSGGPVIPFHPGREDKPQPP

QLAGVVAVENSEEBVIBERBEGREDKPQPP

Figure 3.4. Peptides identifiés (jaune et rouge) dans les exsudats racinaires et appartenant a la
L-ascorbate peroxidase.

L’analyse protéomique a été effectuée avec (jaune) ou sans (rouge) digestion trypsique et les données
MS/MS ont été directement interrogées sur une banque Triticum durum (jaune) ou interprétées en
séquencgage de novo via le logiciel Peaks X (rouge) puis interrogés via BlaspP. L’échantillon d’exsudats
racinaires a été récolté aprés 7 jours de mise en culture hydroponique dans le milieu Hoagland complet
sous conditions axéniques.
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banque d’ADNCc (traduits, digérés virtuellement...). Il peut étre aussi opportun dans le
cas d’une recherche de petits peptides de digérer virtuellement le génome traduit de
I'organisme dans les 6 cadres de lecture et de créer une banque de polypeptides (taille
> 6 aa) interrogeable. Cette solution a été retenue dans cette étude car l'implication
de peptides et micro-peptides signaux entre la plante et le microbiote et générés par
des miARN est documentée (Lauressergues et al., 2015 ; Combarnous et al., 2020;
Middleton et al., 2021). Néanmoins, si un peptide est généré a partir d’'une liaison entre
2 exons, méme la digestion virtuelle dans les 6 cadres de lecture ne permettra pas de
le retrouver. Ce peptide pourra étre identifié seulement dans la banque d’ADNcce qui
souligne la complémentarité des banques mais par la méme la taille importantede ces

bangques combinées.

Parmi les protéines identifiées (Tableau 3.2) dans les exsudats racinaires de blé dur
élite (Zagharine) cultivé en hydroponie pendant 7 jours, certaines sont impliquées
dans la formation de la paroi (pectine acétyl-transférase, mannosidase), d’autres dans
le statut redox et la conformation des protéines (peroxidase, superoxide dismutase,
cis-trans isomérase...) et d’autres dans la dégradation (peptidase) ou la défense
(chitinase). Certains peptides ont permis d’identifier d’autres protéines présentes dans
les exsudats (Tableau 3.3). FLA12 (FASCICLIN-LIKE ARABINOGALACTAN

PROTEIN 12) est une glycoprotéine ancrée dans la membrane plasmique cété
apoplasme par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) et est impliguée dans le dép6t
de cellulose et l'intégrité de la paroi. Elle aurait aussi un role dans la signalétique de
la biosynthése de la paroi (Seifert et al., 2014). De fagon remarquable, une DIMBOA-
glucosidase a été identifiée dans ces exsudats. Cette enzyme permet 'activation des
benzoxazinoides en déglycosylant la forme complexée a un sucre libérant les
aglycones toxiques. La spécificité des isoenzymes formant généralement des homo-
oligomeres a montré une certaine plasticité parmi les substrats (Czjzek et al., 2000 ;
Sue et al., 2000). Nous avons identifié des substrats potentiels de cette enzyme car
tous les benzoxazinoides identifiés sont sous forme glycosylée donc inactive sauf le
HBOA (voir la partie métabolomique). La plante exsude donc a la fois le substrat inactif
et 'enzyme I'activant dont I'activité doit étre régulée de fagon précise. Enfin, nous
avons identifié (Figure 3.4) aprés digestion (en jaune) et sans digestion trypsique (en
rouge), 7 peptides appartenant a I'ascorbate peroxidase. Aucun de ces peptides n’est
trypsiquedonc tous étaient présents dans les exsudats (a I'exception potentielle du

second
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VEVSGGPVIPFHPGR qui a pu étre généré par la digestion trypsique du premier
VEVSGGPVIPFHPGRED). Tous ces peptides proviennent d’'une zone réduite de 17
aa de la protéine et aucun autre peptide n’a été identifié dans cette protéine qui est
cytosolique. Il est donc probable que la protéine n’a jamais été exsudée mais seuls
ces peptides l'ont été aprés avoir été générés dans le cytosol ou dans une organelle.
Ces peptides peuvent étre impliqués dans une signalétique mise en place par la

plante.
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Chapitre 4

Effet de la domestication du blé dur sur sa capacité
d’exsudation au niveau racinaire
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4.1. Introduction

La domestication du blé et de céréales comme l'orge, le seigle ou I'avoine dans le
croissant fertile a été a l'origine de 'avénement de I'agriculture il y a environ 12000
ans. Cette domestication a débuté par la sélection empirique de traits phénotypiques
comme le maintien des épillets sur I'épi & maturité, la non-adhérence des enveloppes
sur le grain (grain nu) permettant une récolte et un battage plus facile. La sélection de
traits phénotypiques s’est poursuivie avec la diffusion de I'agriculture de par le monde
et 'adaptation des variétés aux conditions locales mais s’est accélérée lors de la
révolution verte et I'utilisation des lois de la génétique. Des traits comme la taille de la
plante, le nombre d’axillaires/talles formés, I'organisation des piéces reproductrices
ont un lien étroit avec la balance phytohormonale ou sont susceptibles d'avoir eu un
impact important sur le métabolisme et par ricochet potentiellement sur I'exsudation
(Waines et Ehdaie, 2007; Roucou et al., 2020; Ben-Abu et al., 2022). Cette sélection
a, de plus, été réalisée majoritairement hors de I'aire d’origine du blé donc sans lien
étroit avec le microbiote originel. L'impact de cette domestication sur I'exsudation
racinaire et donc sur la relation plante-microbiote peut fournir des pistes importantes
de sélection dans le nouveau modéle agro-écologique moins dispendieux en intrants
et plus respectueux de la biodiversité et de I'environnement en général. Les grandes
étapes de la domestication peuvent se résumer au travers des différentes sous-
espéces définissant un transect de domestication depuis 'amidonnier sauvage T. t.
dicoccoides (épillets caducs, grains vétus, plantes > 1 m) vers I'amidonnier cultivé T.
t. dicoccum (épillets persistants, grains vétus, plante >1m) puis la sélection des
durums (épillets persistants, grains nus) T. t. durum avec les variétés pays (plantes >
1m) et enfin les blés modernes élites (plantes < 1m) descendants de la révolution

verte.

4.2. Matériel et méthodes

Dans ce chapitre, nous nous focalisons sur trois variétés de blé dur résumant les
grandes étapes de domestication de chaque panel, A (Ttd-NC-2019 (amidonnier

sauvage identifiée au Liban, T. t. dicoccoides), Escandia (T. t. dicoccum) et Zagharine
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Transect de domestication: Panel A
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Figure 4.1. Analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) des métabolites
présents dans les exsudats racinaires de trois variétés du blé dur du panel A (Cf. § 2.7) résumant les
grandes étapes de la domestication.

(a) comparaison globale des métabolites identifiés entre les trois accessions du blé dur résumant les
grandes étapes de la domestication Ttd-NC-2019 (amidonnier sauvage identifiée au Liban, T. t.
dicoccoides), Escandia (T. t. dicoccum) et Zagharine (T. t. durum). (b), (c) et (d) représentent les
comparaisons globales des métabolites entre une paire d’accessions, Ttd-NC-2019 vs Escandia,
Escandia vs Zagharine et Ttd-NC-2019 vs Zagharine respectivement. Les analyses métabolomiques
des échantillons, les étapes de séparation, de traitement, de nettoyage et d’annotation sont détaillées
dans la partie § 2.18. Lanalyse (PLS-DA) a été réalisée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml).
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Figure 4.2. Carte de chaleur indiquant la distribution et I'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur résumant les grandes
étapes de la domestication du panel A (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les trois variétés du blé dur
résumant les grandes étapes de la domestication, Ttd-NC-2019 (dicoccoides), Escandia (dicoccum) et
Zagharine (durum). Pour les détails voir § 2.7 et § 2 18. Chiffres a droite : voir Tableau 4.1.

Ttd-NC-2019

Escandia

Figure 4.3. Carte de chaleur indiquant la distribution et lI'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur « dicoccoides » et
«dicoccum » du panel A (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les deux variétés Ttd-NC-2019
(dicoccoides) et Escandia (dicoccum). Pour les détails voir § 2.7 et § 2.18. Chiffres a droite : voir

Tableau 4.2.
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Escandia

Zagharine

Figure 4.4. Carte de chaleur indiquant la distribution et I'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur « dicoccum » et
«durum» du panel A (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les deux variétés Escandia

(dicoccum) et Zagharine (durum). Pour les détails voir § 2.7 et § 2.18. Chiffres a droite : voir Tableau

4.3.

Ttd-NC-2019

Zagharine

309
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Figure 4.5. Carte de chaleur indiquant la distribution et I'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur «dicoccoides » et
«durum » du panel A (Cf. 8§ 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les deux variétés Ttd-NC-2019
(dicoccoides) et Zagharine (durum). Pour les détails voir § 2.7 et § 2.18. Chiffres & droite : voir Tableau
4.4.
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(T. t. durum)) et B (Dicoccoides 70, Dicoccum 139 et durum Durum 411) (Cf. § 2.5,
Tableau 2.2).

A partir des résultats obtenus dans le chapitre 3, nous nous sommes fondés sur la
meéthode de récolte des exsudats racinaires aprés 7 jours de la mise dans un systeme

hydroponique en utilisant la méthode MD (Méthode de dessalage).

Les étapes effectuées pour I'obtention des exsudats racinaires sont détaillées dans la
partie 2.7. Pour la variété (Ttd-NC-2019 (amidonnier sauvage identifiée au Liban, T. t.
dicoccoides)), un traitement avec la tétracycline est effectué lors d I'étape de

domestication.

Les informations sur le mode d’analyses métabolomiques et protéomique sont

présentées dans les parties 2.18, 2.19 respectivement.

4.3. Résultats

4.3.1. Comparaison des métabolites racinaires exsudés par 3 sous
especes du transect (dicoccoides (Ttd-NC-2019), dicoccum (Escandia), durum

élite (Zagharine), panel A

Dans un premier temps, trois sous-espéeces de Triticum turgidum, représentant les
grandes étapes de la domestication, ont été comparées. L’amidonnier sauvage (T. t.
dicoccoides) est 'espéce ancestrale non domestiquée dont les épillets sont caducs
dées maturité et correspond a la sous-espéce trouvée dans la zone refuge pres de Nabi
Chit au Liban (Ttd-NC-2019). Escandia est une variété espagnole d’amidonnier
(cultivé) T. t. dicoccum provenant de Navarre (salinas de Pampluna). Les épillets sont
persistants sur I'épi mar mais les enveloppes du grain, les glumelles (lemme et
paléole) sont encore adhérentes et le grain est vétu comme pour T.t. dicoccoides.
Enfin, Zagharine, T.t. durum, est une variété élite libanaise a épillets persistants et

grain nu.

L’analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) (Figure 4.1 a) de tous
les réplicats des sous-espéces utilisées montre que la composante 1 expliquant 25%
de la variance sépare assez bien T. t. dicoccoides des 2 autres sous-espéces. La

composante 2 expliqguant 15% de la variance sépare plutét Zagharine des autres sous-
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Figure 4.6. Boites a moustaches (Box plot) montrant la surface de créte relative moyenne
(Relative Mean Peak Area) de quelques métabolites identifiés dans les exsudats racinaires chez
les trois accessions du blé dur résumant les grandes étapes de la domestication (panel A).

La surface de créte relative moyenne des métabolites est comparée en fonction de chacune des
variétés résumant les grandes étapes de la domestication de blé dur Ttd-NC-2019 (dicoccoides),
Escandia (dicoccum) et Zagharine (durum). Les différentes lettres au-dessus des tracés indiquent des
différences significatives déterminées par une ANOVA unidirectionnelle avec le test post hoc de Tukey
(P<0.05).
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especes. Les 3 sous-especes sont bien distinguables les unes des autres méme si en
général, un réplicat sur les 5 est plus distant des autres. Dans I'analyse par binbme
(Figure 4.1 b, c, d), la composante 1 distingue les sous-espéces sauf dans le binbme

Escandia Zagharine.

L’analyse des 50 métabolites les plus discriminants entre les sous-espéces
représentées sur la carte de chaleur (Figure 4.2) montre que seulement 5 composés
parmi 50 caractérisent Zagharine et les cartes de chaleur (Figure 4.4 et 4.5) tendenta
confirmer une proximité plus grande de Zagharine envers Escandia. Par contre T. t.
dicoccoides et T. t. dicoccum possedent autant de singularité I'un que l'autre (Figure
4.3).

L’essentiel des composés identifiés est composé de métabolites secondaires et
comme on le verra pour les bactéries chapitre 6, la classe des acides gras ou acides
amides (406, 355, 29, 176, 870...), potentiels réservoirs ou métabolites associés aux
composeés volatils sont particulierement représentés (Annexe,Tableau 4.1, 4.2, 4.3,
4.4). lls peuvent aussi représenter des métabolites liés a certains stress oxydatifs

(Wang et al., 2014). De nombreux composés identifiés n’ont pas de fonction connue.

Différents composés peuvent étre regroupés par classe suivant leur abondance dans
une sous espece particuliére. Certains de ces composés ne sont quasiment pas
retrouvés dans les autres sous espéces et pourraient étre considérés comme des
marqueurs spécifiques. Par exemple, les composés 32, 606, 631 semblent des
marqueurs du dicoccoides Ttd-NC-2019 (Figure 4.6). Les composés 873 (pharboside
E), 648 (Cyclow-D-P-V-L), 710 (HMBOA-GLc), 466 (quinine) sont aussi plus
abondants chez dicoccoides Ttd-NC-2019. De méme, les composés 652 (HBOA),
699, 768, 818, 817(Y-P), 183(Y-L), 679 (Q-L-L-P), 763 (Leuhistin), 797 (W), 701
(Diprotine A, I-P-l) et 220 (acide 7-jasmonique) sont retrouvés plus abondants ou
marqueurs du dicoccum Escandia. Trés peu de marqueurs peuvent étre associés au
durum élite Zagharine. Dans cette comparaison, I'abondance de certains composés
semblent se réduire depuis le dicoccoides jusqu’au durum 873 (pharboside E), 648
(CycloW-D-P-V-L), 710 (HMBOA-GLc), 466 (quinine) et a l'inverse d’autres montrent

une accumulation progressive de dicoccoides vers durum comme 634 (Y) et 315 (L-

Q-P.
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Transect de domestication: Panel B
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Figure 4.7. Analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) des métabolites
présents dans les exsudats racinaires de trois variétés du blé dur du panel B (Cf. § 2.7) résumant les
grandes étapes de la domestication.

(a) comparaison globale des métabolites identifiés entre les trois accessions du blé dur résumant les
grandes étapes de la domestication dicoccoides 70 (amidonnier sauvage, T. t. dicoccoides), Dicoccum
139 (T. t. dicoccum) et durum 411 (T. t. durum élite). (b) représente la comparaison globale des
métabolites entre les deux étapes extrémes de la domestication « dicoccoides » et « durum ».,
dicoccoides 70 vs durum 411 respectivement. Les analyses métabolomiques des échantillons, les
étapes de séparation, de traitement, de nettoyage et d’annotation sont détaillées dans la partie § 2.18.
L’analyse (PLS-DA) a été réalisée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml).
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Transect de domestication:
Panel B

1 Dicoccoides 70

0 Dicoccum 139
-1 Durum 411
2
3

-
Figure 4.8. Carte de chaleur indiquant la distribution et I'abondance des 30 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur résumant les grandes
étapes de la domestication du panel B (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les trois variétés du blé dur
résumant les grandes étapes de la domestication dicoccoides 70 (amidonnier sauvage, T. t.
dicoccoides), Dicoccum 139 (T. t. dicoccum) et durum 411 (T. t. durum élite). Pour les détails voir § 2.7

et § 2.18. Chiffres a droite : Données non prensentés.

2  Transect de domestication:
Panel B

1 Dicoccoides 70
0 Durum 411

Figure 4.9. Carte de chaleur indiquant la distribution et lI'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 reliquats d’exsudats racinaires de blé dur «dicoccoides » et
«durum » du panel B. (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) avec les deux variétés Ttd-NC-2019
(dicoccoides) et Zagharine (durum). Pour les détails voir § 2.7 et § 2.18. Chiffres a droite : voir Tableau
4.5.
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Figure 4.10. Boites a moustaches (Box plot) montrant la surface de créte relative moyenne
(Relative Mean Peak Area) de métabolites communs entre les 2 sous-espéces extrémes du
transect de panel A (Ttd-NC-2019 (dicoccoides) et Zagharine (durum)) et B (Dicoccoides 70 et
Durum 411).

Les différentes lettres au-dessus des tracés indiquent des différences significatives déterminées par
une ANOVA unidirectionnelle avec le test post hoc de Tukey (P<0.05).
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4.3.2. Comparaison des métabolites racinaires exsudés par 3 sous

especes du transect (Dicoccoides 70), Dicoccum 139, Durum élite 411), panel B

Cette comparaison a été testée pour appréhender la diversité au sein des différentes
sous-especes. Nous avons donc pris un nouveau panel (B) de 3 sous-especes et
appliqué le méme type d’analyse. L’analyse partielle des moindres carrés (Figure 4.7)
montre que la premiére composante expliquant 23% de la variance discrimine I'élite
des 2 autres sous-especes et la composante 2 expliquant 12% de la variance permet
de discriminer les 2 sous-especes ancestrales. La carte de chaleur des 30 composés
les plus discriminants (Figure 4.8) montre que les 2 sous especes ancestrales ont des
composeés difficilement distinguables et qu’il existe une grande variabilité au sein

méme d’une sous espeéce entre les différents réplicats.

Dans ce panel, une série remarquable de 13 métabolites comprenant des acides
carboxyliques et dicarboxyliques a été identifi€e mais dont les rdles restent a définir.
Ces (di)anions au pH physiologique pourraient étre impliqués dans le métabolisme
des composés organigues volatils. En comparant maintenant les 2 sous-especes
extrémes du transect (panel B) a savoir Dicoccoides 70 et Durum 411 avec les 2 autres
sous-espéces du transect précédent (panel A) Ttd-NC-2019 et Zagharine, 7
composeés ont été trouvés en commun (Figure 4.10) dans les 50 métabolites les plus
discriminants (voir Figure 4.9, Annexe : Tableau 4.5 et Figure 4.5, Annexe : Tableau
4.4) respectivement. Les composés 404 (1-[3-(7-methoxy-4,8-dimethyl-2-ox0-2H-
chromen-3-yl) propanoyl] piperidine-4-carboxamide) et le 663 (N-(1-cyclohexylethyl) -
4-phenylphthalazin-1-amine) sont les seuls composés qui se comportent de facon

identigue dans les 2 transects.

4.4. Discussion

Dans la comparaison du panel A, I'analyse des métabolites révele des composés
spécifigues de certaines sous especes ou tres fortement enrichis. De nombreux
composés n’'ont souvent pas de fonction connue comme le Pharboside E (873) un
diterpéne glycoside isolé initialement des graines de la convolvulaceae
Ipomea/Pharbitis nil (Kim et al., 2009). Un représentant des benzoxazinones, le

HMBOA-GIc (710), déja évoqué au chapitre Ill, a été identifié et semble plus abondant
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dans le T. t. dicoccoides que dans les autres sous-espéces étudiées. Impliqué dans
I'allélopathie et la sélection du microbiote, il pourrait avoir subi une contre-sélection au
cours de la domestication mais peut constituer un facteur important dans la
compétition en milieu sauvage (Figure 4.6). Il serait intéressant d’éprouver cette
hypothése en analysant d’autres accessions de ces sous-especes. La quinine (466)
a été identifiee comme marqueur du blé T. t. dicoccoides de Nabi Chit. Identifié chez
des arbustes de la famille des Rubiaceae (Quinquina, Cinchonia pubescens et C.
calisaya), cet alcaloide est bien connu pour le traitement de la malaria (paludisme).
Sa présence spécifique et son role dans le blé sauvage reste énigmatique (Figure
4.6).

Le dicoccum Escandia possede de nombreux métabolites spécifiques ou enrichis en
particulier de HBOA, un benzoxazinoide qui, a I'instar du DIMBOA, tres abondant chez
le dicoccoides, est impliqué dans la sélection du microbiote (Kudjordjie et al., 2019 ;
Cotton et al., 2019 ; Wang et al., 2021), la résistance aux pathogénes (Saravanakumar
et al., 2018; Guo et al., 2016) et l'allélopathie (Schandry and Becker, 2020; Hickman
et al., 2021). Il semble que les benzoxazinoides, essentiellement trouvés chez les
Poaceae, présentent des particularités structurales propres a chaque espéce. De
fagcon remarquable toujours chez Escandia, une classe de composés est
particulierement représentée dans les métabolites et correspond a des peptides de 2
a 4 acides aminés (Y-P (817); Y-L (183); I-P-I (Diprotin A, 701); L-Q-P (315); Q-L-L-
P(679)). Pour 4 d’entre eux, ils contiennent une proline qui est terminale pour deux
d’entre eux. La diprotine A est un inhibiteur de protéase comme la leuhistin (763)
identifiée aussi dans les échantillons. Certains de ces peptides ont montré une action
chez 'homme ou la souris mais leur réle n'a pas été étudié chez les plantes a notre
connaissance. Q-L-L-P issu d’'un hydrolysat de caryopse de mais est un peptide
impliqué dans le métabolisme de l'alcool (Ma et al., 2016) et Y-L a une action
anxiolytique chez la souris (Kanegawa et al., 2010 ; Mizushige et al., 2020). Y-P classé
parmi les dipeptides opioides a une activité analgésique (Guzevatykh et al., 2008) et
son transport dans le cerveau diminuerait I'action de la protéine B-amyloide impliquée
dans les troubles de la mémoire (Tanaka et al., 2020). L-Q-P, préparé a partir d’'un
hydrolysat de blé, aurait une action sur I'’hypertension (Motoi et Kodama, 2003 ;
Tonuchi et al., 2008) et aurait une action anti-protéasique (Nongonierma et al., 2014).

L’ensemble de ces données sur ces peptides montre que la présence de ces derniers
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dans les exsudats n’est pas une contingence et devrait faire I'objet d’investigations
poussées (Figure 4.6). Chez Escandia encore I'acide 7-iso-jasmonique (220) identifié
comme marqueur. L’acide jasmonique (AJ) est une phytohormone impliquée dans de
nombreux processus de croissance et de développement comme la croissance
racinaire, la sénescence des feuilles, la floraison et la fertilité (Gutiérrez-Gamboa et
al., 2021). Il est particulierement impliqué dans la défense des plantes et dans
I'induction de la résistance systémique acquise (SAR) (Van Wees et al., 2000). L’acide
jasmonique est synthétisé dans les plastes a partir de I'acide a-linolénique par des
lipases régulées par 'acide abscissique (Wang et al., 2018). L’exsudation de l'acide
7-iso-jasmonique et son rble nécessite de nouvelles investigations. Le tryptophane
(797) est I'un des seuls acides aminés identifié dans les exsudats racinaires et son
action exogene dans la synthése d’auxine par certaines bactéries est utilisée pour
révéler ce trait PGPR (voir chapitre II). Il apparait plus abondant chez T. t. dicoccum
gue chez les autres sous espéces. Son abondance ne semble pas reliée directement

a la domestication (Figure 4.6).

Globalement, cette analyse a permis de mettre en évidence des métabolites comme
le HMBOA-GIc plus présents chez les formes ancestrales que chez les blés
modernes, sachant que ces composés sont impliqués dans la résistance aux
pathogénes et dans la sélection du microbiote et I'allélopathie. La sélection a favorisé
la « sociabilit¢ » des céréales comme le blé au travers d’'une densité de semis
importante pouvant contre-sélectionner des molécules comme les benzoxazinoides
impliqués dans I'allélopathie (Rice et al., 2012, Reiss et al., 2018 ; Schandry et al.,
2020). Des petits peptides a la composition particuliere semblent étre excrétés
particulierement dans certains sous especes ou cultivars et comme certains sont des
inhibiteurs de protéases, ils pourraient participer a la défense des plantes contre
certains pathogénes. Enfin, certaines phytohormones comme [I'AJ pourraient
contribuer a la résistance aux stress. Les comparaisons entre séries de domestication
ont souligné la difficulté pour certaines accessions d’obtenir une bonne reproductibilité

entre échantillons.
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Chapitre 5

Caractérisation de bacteéeries endophytes chez
I’amidonnier sauvage (T. t. dicoccoides)
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5.1. Introduction

La plante est en contact au niveau racinaire et foliaire avec de multiples organismes
formant avec elle son holobionte. Seulement une proportion tres faible des micro-
organismes présents dans I'environnement immédiat de la plante est susceptible de
pénétrer a l'intérieur de celle-ci sans provoquer de symptomes majeurs et en laissant
la plante saine. La frontiére entre micro-organismes pathogenes et bénéfiques est
donc ténue car les mutualistes cétoient commensaux, pathogenes latents ou avérés
(Hardoim et al., 2015). Les endophytes, champignons ou bactéries se développent
généralement a I'extérieur des cellules dans I'apoplasme mais certaines bactéries par
exemple peuvent envahir les vaisseaux et se répandre dans I'ensemble des tissus de
la plante y compris dans les graines (Frank et al., 2017). La transmission peut se faire
de facon horizontale a chaque génération par différentes voies, racinaires
majoritairement mais possiblement via les ravageurs comme les insectes piqueurs-
suceurs, nématodes, via les pollinisateurs, via le vent avec entrée par les stomates ou
blessures. De facon plus rare, la transmission peut étre verticale et passer d’'une
génération a I'autre via la colonisation des méristemes des organes floraux et envahir
la graine ou la spermosphére (Frank et al., 2017). La majorité des endophytes est
acquise par transmission horizontale et permet sans doute une meilleure adaptabilité
des plantes a des situations pédoclimatiques changeantes (Edwards et al., 2015). Une
certaine spécificité d’hdte est enregistrée mais est souvent moins déterminante que
des facteurs comme le type de sol (Yeoh et al, 2017). Des applications
biotechnologiques sont envisagées avec ces souches endophytes comme contre le
flétrissement bactérien impactant la circulation de la séve (Mercado-Blanco and
Lugtenberg, 2014 ; Eljounaidi et al., 2016) chez des plantes comme les Solanaceae
ou en termes de phytoremédiation (Weyens et al., 2009) avec la dégradation

d’herbicides par exemple.

5.2. Matériel et méthodes

Les étapes de I'isolement des bactéries endophytes sont décrites dans la partie (2.8).
Les protocoles de la caractérisation moléculaire et biochimique sont détaillés dans la
partie 2.10 et 2.11 et respectivement.

Les étapes de la transformation bactérienne sont expliquées dans la partie 2.13.
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(@) (b)

Figure 5.1. Isolement de la souche endophyte BPMP-PA-65 (Pantoea agglomerans) a partir des
graines de 'amidonnier sauvage (Ttd-NC-2019).

(&) Colonies bactériennes de BPMP-PA-65 issues de la contamination récurrente des exsudats
racinaires de Ttd-NC-2019 lors du test de stérilité de ces derniers (Cf. § 2.8). Une colonie bactérienne
a été ensemencée dans un milieu LB gélosé pendant 48 heures. Les colonies bactériennes sont de
couleur jaune clair.

(b) Une suspension bactérienne (50pl) de la souche BPMP-PA-65 (P. agglomerans) a été cultivée dans
une boite contenant pour moitié du milieu LB supplémenté (+T) ou non supplémenté (-T) par la
tétracycline (50 mg.L?1) (Diaz Herrera et al., 2016).

La visualisation de la croissance bactérienne est effectuée apres 48 heures a 37°C.
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Les méthodologies de la récolte des exsudats racinaires et bactériens sont détaillées
dans la partie 2.7 et 2.15 respectivement.

Les conditions de la culture en serre sont présentées dans la partie 2.14.

5.3. Résultats

5.3.1. Une endophyte présente dans I’amidonnier sauvage

Aprés stérilisation des graines de 'amidonnier sauvage de Nabi Chit (Ttd-NC-2019),
il s’est avéré impossible d’obtenir des exsudats racinaires non contaminés. Un
étalement d’une aliquote du milieu de culture a révélé la présence d’au moins une
contamination bactérienne (Figure 5.1a). Les colonies de cette bactérie possedent
une couleur jaune-orangé facilement repérable. Seul I'emploi d’'un antibiotique
(tétracycline) permet la récolte d’exsudats indemne de toute contamination (Figure
5.1b). La souche a été caractérisée avec le profil de son amplicon BoxAlR et le
séquencage de lI'amplicon 16S. La souche identifiee est Pantoea agglomerans,
endophyte répertoriée chez plusieurs organismes mais aussi souche pathogéne chez
d’autres (Dutkiewicz et al., 2016). Elle posséde comme E. ludwigii le gene nifH, le
géene ipdC, le géne accD en tant que genes potentiellement impliqués dans un effet
PGPR mais elle ne porte pas le gene chiA (Figure 5.2a, b, c, d). P. agglomerans est
une diazotrophe et son activité de fixation de °N2 a été vérifiée (Figure 5.3). Sa
capacité a produire de 'auxine a aussi été vérifiée (Figure 5.4) et P. agglomerans n’est
pas une souche cyanogénique (Figure 5.5) mais solubilise les 2 sources de phosphate
peu disponible (phosphate de calcium et phytate) ainsi que le feldspath (K insoluble)
(Figure 5.6). Le séquencage complet de la souche a montré que P. agglomerans
posséde 2 plasmides (Figure 5.7). La souche a été récemment transformée avec un
plasmide intégratif contenant la GFP confirmant sa forme en batonnet (Figure 5.8) et
permettant de repérer la bactérie dans le blé a la fois dans les tissus végétatifs et dans
la graine. En effet, sa présence dans la graine signifie que P. agglomerans est a
transmission verticale mais sa localisation précise dans la graine ou sur celle-ci
(spermosphere) n’est pas connue. P. agglomerans est cultivable dans les mémes
conditions que les 2 souches diazotrophes isolées a savoir P. urmiensis et E. ludwigii
c’est-a-dire dans un milieu minimal (milieu pour céréales Hoagland) additionné d’acide

lactique (2%). Les caractéristiques de la courbe de croissance de P. agglomerans
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Figure 5.2. Caractérisation moléculaire de la souche bactérienne purifiée BPMP-PA-65 (P.
agglomerans).

(@) nifH (320 pb), (b) ipdC (1650 pb), (c) accD (900 bp) et (d) chiA (1260 kb) sont les quatre génes
choisis car impliqués respectivement dans la fixation de I'azote atmosphérique, la synthese de I'auxine,
la tolérance contre les stress abiotique et la synthése d’'une chitinase possédant une forte activité
antifongique. M : marqueur de longueur moléculaire de 1 kb. Séquences d’amorces : voir tableau 2.3.
Protocoles PCR : voir § 2.10.5.

1500
1000
o
500 H
#
04
E. coli Pant

Figure 5.3 Capacité de fixation de I'azote de la souche bactérienne purifiee BPMP-PA-65 (P.
agglomerans).

L'incorporation de Nz a été utilisée pour évaluer la capacité de diazotrophie de la souche BPMP-PA-

65 (Pantoea agglomerans) désignée « Pant ». La souche E. coli a été utilisée comme contrble négatif.
La phase gazeuse (6 ml) au-dessus de la suspension bactérienne (3 ml) contenait environ 16 % de
15Nz, 65 % de 1“N: et 18 % d’Oz. Les cellules ont été centrifugées aprés 5 jours d'incubation (37°C, 200
rpm) et le & 15Nz dans les culots bactériens a été déterminé. Moyenne + SE (n = 3). ** au-dessus des
barres indiquent que la différence avec E. coli (#) est statistiquement significative (Student’s t-Test, P
<0,01).
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Figure 5.4. Test de la production d'AlA par de la souche bactérienne purifiée BPMP-PA-65 (P.
agglomerans).

Le protocole de ce test est détaillé dans le chapitre 2 (Cf. § 2.11.2). Les bactéries ont été cultivées
pendant 48h dans du milieu LB additionné de tryptophane (0,2%). Témoin (contr) : méme milieu mais
sans bactérie. L'AlA a été dosé dans les milieux comme décrit ((Haque et al., 2020) et (Gordon &
Weber, 1951)).

La production d’AlA a été quantifiee a partir d'AIA commercial (Sigma-Aldrich) dans une plage de
concentration de 0 a 1000 ug.mL™! (a) par spectrophotométrie a 540 nm et a été comparée ensuite
avec une courbe standard (b). Le développement de la couleur rose est un indicateur de la production
d’auxine (a). Le marquage au-dessus de la cuvette (Pant) est la moyenne des trois expériences
indépendantes + I'erreur standard.

(-) : Absence
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Production de cyanure d’hydrogéne

Contr Pant

Figure 5.5. Production de cyanure d'hydrogéne par de la souche bactérienne purifiée BPMP-PA-
65 (P. agglomerans).

La souche BPMP-PA-65 (Pant) a été cultivée sur une boite contenant du milieu LB gélosé additionné
de glycine (0,25%). Témoin (contr) : boite sans bactéries. La persistance de la couleur du jaune d'un
morceau de papier filtre imbibé d'une solution alcaline de picrate et adhérant a la surface interne du
couvercle indique 'absence de production de cyanure d'hydrogéne.

(-) : Absence

Indice de solubilisation (SI)

1.272 +0.03601 1.398 + 0.0336 1.305 + 0.03604

Phosphate tri-calcique Phytate Feldspath

Figure 5.6. Evaluation de la capacité de la souche bactérienne purifiée BPMP-PA-65 (P.
agglomerans) a utiliser une source peu soluble de Pi (phosphate tricalcique ou phytate) ou Ki(
feldspath).

Les bactéries se développent (tests en goutte) sur un milieu gélosé de Pikovskaya modifié,
complémenté avec soit du phosphate tricalciqgue (Cas(POa)2) ou du phytate (CsH1s024Ps) comme source
de P peu soluble et additionné de pourpre de bromocrésol comme indicateur de pH. Le milieu
d'Alexandrov modifié, complémenté avec du feldspath potassique (KAISisOg) (potassium
aluminosilicate, Potash Feldspar (Bath Potter’s; Supplies, Somerset, UK) et du phosphate tricalcique
comme sources de P et K, est quant a lui additionné de pourpre de bromothymol comme indicateur de
pH (voir chapitre 2, Figure 2.7). Les bactéries sont cultivées pendant 5 jours a 28 °C. La croissance
bactérienne entraine une acidification du milieu, qui fait passer la couleur de l'indicateur de pH du violet
au jaune. La capacité bactérienne a utiliser ces sources de nutriments peu disponibles a été évaluée
comme décrit classiquement (Pande et al., 2017 ; Rajawat et al., 2016) par la détermination de l'indice
de solubilisation (IS), basé sur la mesure du diameétre de la colonie bactérienne et le diameétre de la
zone de halo autour de la colonie (voir chapitre 2, Figure 2.7). Une valeur Sl supérieur & 1 indique la
capacité bactérienne a solubiliser la source de nutriment. Moyenne * SE (n = 3).

111



(a) Pantoea agglomerans

Chromosome Plasmide 1

Plasmide 2

Figure 5.7. Cartes génomiques de la souche BPMP-PA-65 purifiée (Cf. § 2.8).

Diagramme Blast Ring Image Generator (BRIG) montrant des segments homologues de chromosomes
et de plasmides résultant du séquencage du génome BPMP-PA-65 (Pantoea sp.). Les séquences
génomiques ont été blastées contre le génome de référence de Pantoea agglomerans
(NZ_CP077366.1, NZ_CP077367.1, NZ_CP077368.1) de NCBI. Deux plasmides sont présents chez
P. agglomerans.
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Figure 5.8. Transformation de ’endophyte P. agglomerans en vue de salocalisation in situ.

Micrographies en fluorescence de la souche BPMP-PA-65 (P. agglomerans) transformée avec un
plasmide intégratif contenant la GFP attTn7 : P(A1/04/03): GFPmut (Armbruster et al., 2019) (Cf. §
2.13) et montrant la forme typique en batonnet. Cette microphotographie a été prise avec des cellules
bactérienne cultivées dans un milieu LB sélectif supplémenté avec 50 mg. L-* de la kanamycine (Cf. §
2.13) en phase exponentielle de croissance (48 h). La microphotographie a été acquise en utilisant la
microscopie a épifluorescence (microscope Olympus BX61 (100X)).
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Figure 5.9. Croissance de BPMP-PA-65 (P. agglomerans) dans un milieu minimal additionné de
lactate comme source de carbone.

Composition du milieu de croissance : Solution de Hoagland additionnée de 2 % (env. 220 mM) de
lactate, et tamponnée avec K2HPO4/ KH2P03200 mM (pH 6.5). Les bactéries ont été cultivées pendant
120 heures a 37°C et 200 tr/min. Cinétique de croissance typique de BPMP-PA-65 (P. agglomerans).
Les fleches au-dessus de la cinétique indiquent les moments pour lesquels les aliquotesdu milieu de
croissance ont été prises pour les analyses métabolomiques et protéomiques (en cours).
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Figure 5.10. Dendrogramme des bactéries endophytes isolées de la graine de I'amidonnier sauvage
(Ttd-NC-2019) identifié a Nabi-Chit (Liban).

Les séquences dARNr 16S ont été analysées et comparées grace a EzBiocloud
(https://www.ezbiocloud.net) et & BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). L’alignement des
séquences et la construction des arbres phylogénétiques ont été effectués via « Neighbor-Joining
method » en utilisant le logiciel bio-informatique « MEGA » version 10.

La bactérie (BPMP-PA-65) marquée en rouge est une Pantoea agglomerans, purifiée a partir des
exsudats racinaires de I'amidonnier sauvage (Ttd-NC-2019) non traité avec la tetracycline (voir figure

5.1).

Etape d’isolement : voir 2.8. Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.2.
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Figure 5.11. Analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) des métabolites
présents dans les exsudats racinaires du blé Ttd-NC-2019 traité ou non traité par la tétracycline
(Cf. §2.7).

La comparaison est effectuée entre les exsudats issus de I'amidonnier sauvage Ttd-NC-2019 exposé
a un traitement a la tétracyline (50 mg.L1) lors de I'étape de désinfection ((+T), en absence de bactéries
endophytes) ou non ((-T) en présence des bactéries endophytes) (Diaz Herrera et al., 2016). L’analyse
(PLS-DA) a été réalisée par MetaboAnalyst 5.0
(https:/iwww.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml).
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Ttd-NC-2019 (+T)
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- endophytes + endophytes

Figure 5.12. Carte de chaleur indiquant la distribution et 'abondance des 50 métabolites
principaux (score 2 6) pour 5 réplicats d’exsudats racinaires de I’amidonnier sauvage Ttd-NC-
2019 traité ou non traité par la tétracycline (Cf. § 2.7).

La carte de chaleur a été générée par MetaboAnalyst 5.
(https://iwww.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml). Pour les détails voir § 2.7 et § 2.18.

117


http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml)
http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml)

61: 1,5-Dibutyl methyl hydroxycitrate 725: N-heptanoylhomoserine 722: 1,4'-Bipiperidine-1'-

lactone carboxylic acid
47 0.8 0.4 -
£ 2 - 2
® I g ' ®
2 3~ o 06 o 0.3
C Pt fo
c c
) 2 2
o 2 g s
@ 2 o 0.4+ & 02+
o 5 5
o 5 S
@
& 14 2 o024 2 014
- = 1 =
= —
0 | | 0.0 I | 0.0 ‘ |
D D N QO Q &
2 < ’\%\- @\‘ :\%\' q\"x .\CD\“
< ) N S Iy )
v i v Sl > 5
= o =Y & <& &
«\b NS <& <& «\b <&
852: Coumarylagmatine 882: Leucyl-Arginine 458: (iz"tcmpamiﬂe
20 0.8 4 . 0.15— ,7
2 2 4‘ 2
5 - 5 g
- = 06 @
@ 15 @ o
= = S 010+
> > @
= o >
E IS g
@ 10+ o 044 E
i 3 =
o o 5 —_
3 2 o 0.05+
£ 5 L 2 02 ©
R —
0 . . 0.0 | . 0.00 ‘ ,

D QD > >
S o) & o 9 o
ke 2 2 N 32 NS
= o> v o e ;
Y & S‘O tf\ & S\O
o & & <& & <&
873: Pharboside E
60 -
@
=
© .
hd
@
S 40+
@
==
o
E
@
@
o
o 20
o
bed
©
]
0 T T
D N
\’f& %é
w2 S
') O
v v
< )
= =
«\c /\-@-’

Figure 5.13. Boites a moustaches (Box plot) montrant la surface de créte relative moyenne
(Relative Mean Peak Area) de quelques métabolites identifiés dans les exsudats racinaires chez
I’'amidonnier sauvage (Ttd-NC-2019) traité (+T) ou non traité (-T) par la tétracycline.

La surface de créte relative moyenne des composés est comparée en absence (+T) ou présence (-T)
des bactéries endophytes. Les étoiles au-dessus des tracés indiquent des différences significatives
(Student’s t-Test, P < 0,05).
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n’ont pas montré de différences majeures avec les souches diazotrophes P. urmiensis
et E. ludwigii (Figure 5.9) sauf une croissance cependant plus lente que pour les 2
autres diazotrophes et a titre de comparaison les prélevements des exsudats en phase
stationnaire (en cours d’analyse) sont effectués a 72H au lieu de 40 et 48H pour P.

urmiensis et E. ludwigii respectivement (Figure 5.9).
5.3.2. Présence de plusieurs endophytes dans le blé sauvage

Une recherche récente au niveau de ce blé sauvage a permis de mettre en évidence
la présence d’endophytes potentielles additionnelles (stage M1 Zahraa Bourgi, IPSIM,
équipe Ticer) appartenant a 3 genres différents Micrococcus, Corynebacterium et
Pantoea. (Figure 5.10). Les genres Micrococcus et Pantoea sont sans doute
représentés par plusieurs espéces. Les résultats montrés ci-dessous ne prennent en
compte que partiellement ces nouvelles données comme l'effet PGPR sur le blé
moderne qui a été testé avec seulement la premiere souche endophyte isolée P.

agglomerans.

5.3.3. Analyse des exsudats de ’amidonnier sauvage en présence ou non

de ses endophytes

Une analyse des exsudats de I'amidonnier sauvage en présence ou non de son
endophyte a été réalisée. Comme évoqué précédemment, 'amidonnier a été traité
aprés désinfection classiqgue avec de la tétracycline pour lui Oter son(ses)
endophyte(s). L’analyse partielle des moindres carrés discriminants (PLS-DA) (Figure
5.11) de tous les réplicats (5) des 2 conditions avec et sans endophyte(s) montre que
la composante 1 expliquant 23% de la variance sépare trés bien ces 2 conditions. De
facon assez surprenante, la composante 2 expliquant malgré tout 26% de la variance
révéle un éclatement des réplicats. L’analyse par carte de chaleur des 50 métabolites
les plus discriminants entre les 2 conditions montre un contraste assez fort entre les
2 conditions avec plus de composés discriminants lorsque la plante est en présence
d’endophyte(s) que sans endophyte(s). Malgré tout, 'abondance des métabolites en
présence d’endophyte(s) semblent moins reproductible que sans endophyte(s)
(Figure 5.12). L’analyse des métabolites racinaires exsudés par 'amidonnier sauvage
sans endophyte(s) sont sans surprise conforme a ceux retrouvés lors des
confrontations avec les autres sous-especes du transect de domestication. Certains

de ces métabolites (Annexe, Tableau 5.1) sont de nouveau des « marqueurs » de la
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sous-espece face a la présence d’endophyte(s) comme la quinine, la mesoporphyrine
IX, le pharboside E ou encore mais dans une moindre mesure la cyclopamine (Figure
5.13a, b).

5.3.4. Impact de I'endophyte P. agglomerans sélectionnée sur la

croissance du blé élite Anvergur

P. agglomerans a été inoculée sur le blé élite cv. Anvergur sous limitation azotée seule
ou en combinaison avec une ou I'ensemble des 2 souches diazothrophes P. urmiensis
et E. ludwigii. L’effet sur la croissance et le développement a été enregistré jusqu’a la
récolte. Des plantes non inoculées, sous contrainte azotée (250 uM NO?) ou recevant
une solution nutritive compléte (11 mM d’azote) ont servi de contrble négatif et positif
respectivement. La surface foliaire et la hauteur des plantes ont été mesurées a 5
semaines (Figure 5.14) et a 16 semaines. Concernant la surface foliaire (SF), a 5
semaines, I'inoculation de P. agglomerans permet un gain de prées de 40% par rapport
au contréle non inoculé. Pour comparaison, P. urmiensis seule augmente la SF de
50% et E. ludwigii de 34% (voir chapitre 7). La co-inoculation ne permet aucune
synergie entre les souches puisque la double inoculation ne provoque qu’un gain entre
25% et 35% de la SF tout comme la triple inoculation. Si 'on compare maintenant
avec le contrdle positif recevant la solution nutritive a 11mM d’azote, le stress est
majeur (40 fois moins d’azote) puisque la SF du contrdle positif enregistre une
augmentation de 260% (Figure 5.15a). La hauteur des plantes montre une
augmentation avec I'inoculation mais le gain est plus de moitié moindre par rapport a
la surface foliaire (Figure 5.15b). Le gain au niveau du nombre d’épillets est du méme
ordre que pour la hauteur et, la encore, les doubles inoculations n’apportent aucun
bénéfice (Figure 5.15c). La masse de 1000 grains est aussi peu affectée par
l'inoculation et le gain est au maximum de 17% pour une inoculation avec P. urmiensis
(Figure 5.15d). Par contre la masse totale des grains par pot est affectée de facon
équivalente a la surface foliaire avec un gain de l'ordre de 40% pour I'inoculation
simple de Pantoea et un gain variant autour de 20-30% dans les co-inoculations
(Figure 5.15e). L’azote de la plante est remobilisé durant le remplissage des grains
et est transféré vers ces derniers. En comparant 'azote total des grains par pot, une
estimation de I'apport d’azote par la/les bactérie(s) est possible. Lorsque Pantoea est
inoculée seule, le gain d’azote total est de 'ordre de 50% comme pour P. urmiensis et

monte a 70% pour E. ludwigii et jusqu’a 80% dans le cas de la co-inoculation avec
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Plantes de 5 semaines

250 pM 11 mM
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Figure 5.14. Photo montrant la croissance des plantes de blé dur élite « Anvergur » inoculées
individuellement par la souche bactérienne P. agglomerans ou co-inoculée avec P. urmiensis
ou E. ludwigii (Cf. 8 Chapitre 6 et 7) sous limitation azotée.

Aprés 5 semaines de culture (Etapes et conditions de la culture : voir § 2.14). Les plants de blé (cv.
Anvergur) ont été imagés sur la plateforme PhenoArch. Les nutriments nécessaires a la croissance des
plantes ont été apportés avec 2 solutions d'arrosage différentes, toutes issues du milieu Hoagland soit
250 uM d'azote assimilable (fourni sous forme de NOz) pour les plantes inoculées ou non inoculées,
contréles "négatives”, (C-), ou contenant 11 mM d'azote assimilable (10 mM NOs et 1 mM NH4*) pour
plantes non inoculées, contrbles positifs”, (C+).
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Figure 5.15. Effet de la co-inoculation de BPMP-PA-65 (Pantoea sp.) avec BPMP-PU-28
(Pseudomonas sp.) et BPMP-EL-40 (Enterobacter sp.) sur le développement des plantes sous
faible disponibilité d'azote assimilable.

Les plantes du cultivar de blé dur Elite Anvergur ont été cultivées en serre dans des pots sur un substrat
solide artificiel (6 pots par condition, 4 plantes par pot). lls ont été inoculés avec BPMP-PA-65 (Pant),
ou co-inoluée soit avec BPMP-PA-65 (Pant) + BPMP-PU-28 (Pseu), BPMP-PA-65 (Pant)+ BPMP-EL-
40 (Enter) ou avec BPMP-PA-65 (Pant) + BPMP-PU-28 (Pseu) +BPMP-EL-40 (Enter). BPMP-PU-28
(Pseu) et BPMP-EL-40 (Enter) sont deux bactéries diazotrophes isolées de la rhizosphere de
'amidonnier sauvage Ttd-NC-2019 (Cf. chapitre 6) ou non inoculé (non-inoc). Les nutriments
nécessaires a la croissance des plantes ont été apportés avec 2 solutions d'arrosage différentes, toutes
issues du milieu Hoagland soit 250 uM d'azote assimilable (fourni sous forme de NOs) pour les plantes
inoculées (barres noires) ou non inoculées, contrdles "négatives”, (C-, barres grises), ou contenant 11
mM d'azote assimilable (10 mM NOs et 1 mM NH4*) pour plantes non inoculées, contrbles positifs”,
(C+, barres blanches). La surface foliaire et la hauteur de la plante ont été mesurées par la plateforme
de phénotypage PhenoArch. (a) Surface foliaire de plantes agées de 5 semaines. (b) Hauteur de la
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plante (plantes agées de 5 semaines). (c) Nombre d'épillets par pousse principale (plantes agées de
11 semaines). (d) Masse de mille graines (plantes agées de 16 semaines). (e) Masse totale de graines
par pot. (f) Teneur en azote des graines (% par g de masse seche). (h) Teneur en carbone des graines
(% par g de DW). (i) Teneur totale en azote des graines (mg) par pot. Moyenne + SE (n = 6 pots). Les
* *k xxk gt **6% gu-dessus des barres indiquent que la différence avec la condition non inoculée sous
limitation d'azote (#, contrble négatif : C-) est statistiquement significative (test t de Student, P < 0,05,
0,01, 0,001 et 0,0001 respectivement).
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les 3 bactéries. Si nous comparons au niveau du contrdle positif pour cette mesure, le
gain est de 3420% par rapport au contréle négatif, un gain au final beaucoup plus

important que celui enregistré a 5 semaines concernant la surface foliaire (260%).

5.4. Discussion

La présence d’endophytes chez les especes sauvages semble assez répandue
et auraient un effet de protection contre les stress biotiques comme le stress hydrique
(Llorens et al., 2019). La caractérisation des colonies fongiques dans les tiges de blés
sauvages ou apparentés révele une construction de communautés assez différente
de celles des blés cultivés avec des cooccurrences spécifiques (Sun et al., 2020).
L’hypothése avancée serait la perte progressive de I'association avec les endophytes
chez les especes cultivées due a la fois a la dispersion loin de I'aire d’apparition de
I'espéce et aux méthodes de sélection sur sols artificialisés ou ces interactions ne sont
pas recherchées. L’opportunité de comparer les métabolites d’'une espéce sauvage
en présence ou non de son (ses) endophyte(s) peut nous renseigner sur I'impact de

la présence de cette endophyte sur le profil d’exsudation racinaire.

Certains métabolites sont prépondérants lorsque I'endophyte est présente comme la
coumaroylagmatine, le 1,5-dibutyl methyl hydroxycitrate, I'acide 1,4'-bipiperidine-1'-
carboxyligue ou le dipeptide Leucine-arginine (Figure 5.13c, d, e, @g). La
coumaroylagmatine (CA) provient de la complexation de I'acide coumarique, dérivé
de la phénylalanine et de 'agmatine, dérivée, elle, de 'arginine. La CA est fortement
induite par un traitement au jasmonate et fonctionne comme une phytoalexine.
Formant un hétérodimére avec la feruloylagmatine pour donner I'’hordatine, elle agit
en tant que puissant antifongique. La CA est impliquée dans la résistance chez le blé
lite au géne Lr34 (Lee et al.,, 1997; Bucher, 2016, thése de doctorat). De fagon
remarquable, la N-heptanoylhomoserine lactone (HHSL) a été identifiée lorsque le blé
contient son endophyte (Figure 5.13f). La HHSL est une N-acyl homoserine lactone
(AHL) impliguée dans le quorum sensing (QS) chez les bactéries. Le terme "quorum
sensing” (QS) décrit le phénoméne de coopération intercellulaire des bactéries utilisé
pour coordonner les activités des cellules individuelles. Les molécules du QS jouent
un réle crucial dans la transduction du signal et lorsqu’'une concentration seuil est

atteinte, ces molécules peuvent coordonner I'expression de plusieurs genes et
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modifier le comportement de la population bactérienne par I'activation de protéines
régulatrices (Liu et al., 2015). Dans I'analyse des exsudats bactériens de P. urmiensis
et E. ludwigii, la N-tetradecenoyl-L-homoserine lactone, autre AHL impliquée elle aussi

dans le QS avait été identifiée (voir chapitre 7).

Les endophytes microbiens, champignons ou bactéries, ont été définis comme
des micro-organismes ayant la capacité de coloniser et de survivre dans les tissus
internes des plantes sans causer de dommages a I'héte (Hallmann et al. 1997). lIs
sont ainsi isolés apres stérilisation de la surface de tissus végétaux de plantes saines.
Le prototype de I'endophyte est imprévisible puisque les différentes souches d'une
méme espéce bactérienne n'ont pas la méme capacité a coloniser les tissus internes
d’une plante donnée. Par exemple, Azospirillum brasilense, PGPR largement étudiée
comporte des souches rhizosphériques et d’autres sont endophytiques (Baldani et al.,
1997). Chez le peuplier, la richesse en bactéries endophytiques est dominée par les
Gammaproteobacteria (54 %) et Alphaproteobacteria (23 %) et cette richesse est dix
fois plus faible que celle présente dans la rhizosphére associée aux racines qu’elle est
dominée par des Acidobacteria (31 %) et des Alphaproteobacteria (30 %) (Gottel et
al., 2011). Cette diversité est aussi sensible a différents facteurs et a long terme
I'application d'herbicides ou d’engrais influencent cette communauté endophytique
(Seghers et al., 2004). La communauté des bactéries endophytes des graines de mais
domestiqué et celle de son ancétre, la téosinte, récoltées dans différentes régions
n'ont pas montré de différence significative dans leur diversité endophytique mais
varient en fonction de la phylogénie des cultivars. Un noyau d'endophytes composé
de 5 genres cultivables, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Clostridium et
Paenibacillus, s'est avéré contribuer de maniére significative aux traits endophytiques

les plus conservés chez le mais (Johnston-Monje et Raizada 2011).

Nos données montrent que Pantoea sp. a un effet PGPR sur le blé élite et donc que
ce blé élite est capable d’interagir avec de nombreuses diazotrophes puisqu’il a été
montré pouvant interagir avec les souches E. ludwigii et P. urmiensis. P. agglomerans
n’est pas la seule endophyte présente dans le blé dicoccoides de Nabi Chit puisque 2
autres genres d’endophytes ont été détectés a savoir Micrococcus, Corynebacterium
et Pantoea. Ces 3 genres sont connus pour contenir des endophytes. Il est intéressant
de noter que seul ce blé dicoccoides de Nabi Chit a montré une contamination

récurrente et les premiers blés utilisés pour I'exsudation racinaire de la core collection
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de 'EPO (>20) n’ont pas révélé la présence de contaminants « cultivables » sur LB.
Cependant, nous ne sommes pas parvenus a stériliser 'ensemble des accessions du
transect de domestication. Il est aussi important de noter que la désinfection est
possible uniquement si nous disposons d’épis non battus, I'étape de battage facilite la
dispersion des spores dans des endroits difficiles a désinfecter comme le sillon central

de la graine.

P. agglomerans a montré un gain de croissance et une augmentation de I'azote total
dans les graines du méme ordre de grandeur que les autres bactéries diazotrophes
rhizosphériques. Ce gain apporté par les diazotrophes est au final bonifié par 'azote
total transféré qui peut atteindre 80% par rapport au contrdle non inoculé. Malgré tout,
ces bactéries ne couvrent pas les besoins pour atteindre le rendement obtenu avec
une solution nutritive optimisée mais peuvent par ailleurs contribuer a bénéficier a la
plante au travers des nombreux traits PGPR (synthése hormonale, protection contre

les pathogeénes...).
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Chapitre 6

Sélection des souches bactériennes PGPR fixatrices
d’azote (complément introductif de Iarticle, chap. 7)
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6.1. Introduction

Comme évoqué dans les chapitres précédents, le sol du croissant fertile renferme un
microbiote ayant co-évolué pendant des milliers d’années avec les blés ancestraux.
Notre hypothese est que parmi ce microbiote peut se trouver des bactéries et
champignons particulierement bénéfiques pour la croissance et le développement du
blé. Les migrations humaines et la sélection de traits phénotypiques avantageux dans
la domestication accompagnée de l'utilisation massive d’intrants ont pu faire perdre
aux blés modernes certaines capacités a interagir avec le microbiote en impactant sa
principale voie de communication avec les organismes telluriques a savoir

I'’exsudation racinaire.

6.2. Matériel et méthodes

Nous avons fait pousser I'amidonnier sauvage (T.t. dicoccoides, Ttd-NC-2019)
identifié dans une zone refuge du croissant fertile (Liban) dans 2 types de sol, son sol
d’origine (Nabi Chit, Bekaa, Liban (NC)) et un sol de référence (Domaine de Melgueil,
Mauguio, France, (M)). Le sol rhizosphérique et les radicelles associées ont été broyés
et ont représenté le matériel de départ pour I'isolement des bactéries (voir chapitre 2,
Figure 2.6). Cet échantillon a ensuite été déposé sur un milieu de sélectiondes

bactéries diazotrophes (NFb) déplété en azote.

Aprés 5 repiquages sur ce milieu (Figure 6.1), une dilution en série sur un milieu NFb
additionné d’extrait de levure a permis d’isoler des colonies individuelles. Celles-ci ont
été repiquées sur milieu LB puis un stock de chacune d’entre elles a été réalisé et
stocké a -80°C.

Les protocoles de la caractérisation moléculaire et biochimiques sont détaillés dans la

partie 2.10 et 2.11 et respectivement.

6.3. Résultats et discussion

6.3.1. Isolement et caractérisation de souches diazotrophes dans 2 types

de sol
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Isolement : 5 Génerations Séléction Purification

Figure 6.1. Premiéres étapes de la sélection des bactéries diazotrophes présentes dans la
rhizosphére de IPamidonnier sauvage cultivé sur deux types de sol.

Aprés la croissance de 'amidonnier sauvage pendant 5 semaines sur deux types de sol, un issu du
Croissant fertile (Nabi-Chit, Liban) et I'autre hors de cette zone (Mauguio, France), les plantes ont été
arrachées et la terre adhérant aux racines ainsi que les radicelles ont été broyées. Le mélange a été
ensuite déposé sur un milieu semi-solide déplété en azote (NFb). Aprées cing repiquages sur le méme
milieu, une aliquote a été déposée sur un milieu solide supplémenté avec de I'extrait de levure en boite
de Petri afin d’obtenir des colonies individualisées. Les colonies présentant un phénotype différent
(couleur, marges et aspect de la colonie) ont été remises individuellement en culture sur milieu NFb
afin de vérifier leur compétence a pousser en milieu sans azote.
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Figure 6.2. Caractérisation moléculaire des amplicons Box-A1R des souches bactériennes
isolées de larhizosphére de I'amidonnier sauvage cultivé dans le sol du Nabi-Chit (Liban).

Profil des amplicons Box-A1R de chaque souche bactérienne isolée avec leur code généré au
laboratoire. Le puit M représente le marqueur de poids moléculaire (1 kb DNA ladder, Promega, USA).

Les souches bactériennes sont regroupées selon leur famille ainsi que leur genre. Les différentes
familles des bactéries isolées (Enterobacteriaceae, Hafniaceae Yersiniacea, Pseudomonadaceae,
Comamonadacea, Rhizobiaceae, Lysobacteraceae et Paenibacillacea) sont représentées par les
lettres A, B, C, D, E, F, G, H respectivement. Les genres des souches liées a chaque famille sont
représentés par les petites lettres. Pour la famille A (Enterobacteriaceae), al (Buttiauxella sp.), a2
(Lelliottia sp.), a3 (Enterobacter sp.), a4 (Klebsiella sp.). Pour la famille B (Hafniaceae), b (Hafnia sp.).
Pour la famille C (Yersiniacea), ¢ (Rahnella sp.). Pour la famille D (Pseudomonadaceae), d
(Pseudomonas sp.). Pour la famille E (Comamonadacea), el (Comamonas sp.) et e2 (Variovorax sp.).
Pour la famille F (Rhizobiaceae), f (Agrobacterium sp.), Pour la famille G (Lysobacteraceae), g
(Xanthomonas sp.). Pour la famille H (Paenibacillacea), h (Paenibacillus sp.). Les sous-groupes au sein
des familles présentent des similarités plus ou moins fortes dans leur profil d'amplification BOX-A1R.

La bactérie (BPMP-PU-28) marquée en rouge est une Pseudomonas urmiensis suite au séquencage
de son génome complet. Elle a été sélectionnée pour la suite des expériences.

Les genres ont été identifiés aprés I'analyse des séquences d’ARNr 16S (Figure 6.5.a) grace a un
logiciel bio-informatique EzBiocloud (https://www.ezbiocloud.net) et a BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.2.
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Figure 6.3. Caractérisation moléculaire des amplicons Box-A1lR des souches bactériennes
isolées de larhizosphére de 'amidonnier sauvage cultivées dans le sol de Mauguio (France).

Profil des amplicons Box-A1R de chaque souche bactérienne isolée avec leur code généré au
laboratoire. Le puit M représente le marqueur de poids moléculaire (1 kb DNA ladder, Promega, USA).

Les souches bactériennes sont regroupées selon leur famille ainsi que leur genre. Les différentes
familles des bactéries isolées (Enterobacteriaceae, Lysobacteraceae, Caulobacteraceae,
Sphingomonadaceae, Rhizobiacea, Bacillaceae et Azospirillaceae) sont représentées par les lettres A,
B, C, D, E, F, G respectivement, Les genres des souches liées a chaque famille sont représentés par
les petites lettres. Pour la famille A (Enterobacteriaceae), al (Enterobacter sp.), a2 (Klebsiella sp.), a3
(Yokenella sp.). Pour la famille B (Lysobacteraceae), b (Stenotrophomonas sp.). Pour la famille C
(Caulobacteraceae), ¢ (Brevundimonas sp.). Pour la famille D (Sphingomonadaceae), d (Sphingobium
sp). Pour la famille E (Rhizobiacea), e (Agrobacterium sp.). Pour la famille F (Bacillaceae), f (Bacillus
sp.). Pour la famille G (Azospirillaceae), g (Azospirillum sp.). Les sous-groupes au sein des familles
présentent des similarités plus ou moins fortes dans leur profil d'amplification BOX-A1R.

La bactérie (BPMP-EL-40) marquée en rouge est une Enterobacter ludwigii suite au séquencage de son
génome complet. Elle a été sélectionnée pour la suite des expériences.

Les genres ont été identifiés aprés I'analyse des séquences d’ARNr 16S (Figure 6.5.b.) grace a un
logiciel bio-informatique EzBiocloud (https://www.ezbiocloud.net) et a BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.2.
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Figure 6.4. Phénotype des bactéries diazotrophes isolées (a) du sol du Nabi-Chit (Liban) et (b)

du sol de Mauguio (France) aprés la premiére sélection issue des profils des amplicons Box-
A1R (Cf. Figure 6.2 et 6.3).

Une colonie bactérienne de chaque souche isolée a été étalée par stries croisées sur milieu LB de
fagcon a obtenir des colonies purifiées aprés 24 heures d’incubation a 37 °C.

134



L’ensemble des bactéries isolées, a été mis en culture pure sur milieu NFb et
I'observation de I'apparition d’'un disque de bactéries a une profondeur variable dans
le milieu semi-solide a permis de confirmer que les bactéries isolées étaient
probablement diazotrophes (Figure 6.1). La validation du statut de diazotrophe a été
réalisée avec la fixation de °N2 sur seulement quelques souches (voir chapitre 5 et 7).
Afin de discriminer les bactéries entre elles et éviter les redondances, le profil des
amplicons BoxA1R a été réalisé pour les souches des 2 sols. La Figure 6.2 montre les
profils BoxA1R pour les bactéries issues du sol de Nabi-Chit. Le séquengage d’ADNr
16S a permis de regrouper des souches en 8 familles (Enterobacteriaceae,
Hafniaceae, Yersiniacea, Pseudomonadaceae, Comamonadacea, Rhizobiaceae,
Lysobacteraceae et Paenibacillacea) et 12 genres (Buttiauxella, Lelliottia,
Enterobacter, Klebsiella, Hafnia, Rahnella, Pseudomonas, Comamonas, Variovorax,
Agrobacterium, Xanthomonas, Paenibacillus). Certaines de ces familles et genres
sont répertoriés comme contenant des diazotrophes et actent comme PGPR. La
Figure 6.3 (pendant de la Figure 6.2) montre les profils BoxA1R pour les bactéries
issues du sol de Mauguio. Dans ce sol, des bactéries appartenant a 7 familles
(Enterobacteriaceae, Lysobacteraceae, Caulobacteraceae, Sphingomonadaceae,
Rhizobiacea, Bacillaceae et Azospirillaceae) et 9 genres différents (Enterobacter,
Klebsiella, Yokenella, Stenotrophomonas, Brevundimonas, Sphingobium,
Agrobacterium, Bacillus, Azospirillum) ont pu étre isolées. La encore les familles et
genres hébergent des diazotrophes a effet PGPR. De facon remarquable seulement
3 familles et 3 genres sont en commun entre les 2 sols qui ont des caractéristiques
physico-chimiques assez proches (voir Tableau 2.1). Les précédents culturaux, prairie
sauvage pour le sol de Nabi Chit et blé pour le sol de Mauguio ont pu influer sur
'abondance relative de certaines souches alors plus facilement repérable ensuite
dans la rhizosphére de I'amidonnier sauvage. La Figure 6.4 illustre les différences de
couleur et d’aspect des colonies (marges plus ou moins diffuses) du panel debactéries
isolées. Une caractérisation de traits PGPR a ensuite été réalisée sur 'ensemble de
ces souches en particulier leur aptitude a croitre sur un milieu avec unesource minérale
(P, K) peu soluble (phosphate de calcium, feldspath) ou nécessitant des enzymes
particuliéres (phytases). La présence du gene nifH codant pour un composant de la
nitrogénase, le géne ipdC impliqué dans la synthése d’auxine, le géne accD impliqué
dans I'adaptation aux stress abiotiques (stress hydrique) et le géne chiA codant pour

une chitinase a forte activité antifongique.
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(a)

n

— (BPMP-C-29) Burkholderiales; Comamonadaceae; Comamonas sp.

—— (BPMP-V-30) Burkholderiales; Comamonadaceae; Variovorax sp.

— (BPMP-Pa-34) Bacillales; Paenibacillaceae; Paenihacillus sp.

s (BPMP-Ag-31) Rhizobiales;, Rhizoblaceae; Agrobacterium sp.
(BPMP-X-33) Lysobacterales; Lysobacteraceae; Xanthomonas sp.
(BPMP-PU-28) Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas urmiensis

——— (BPMP-P-26) Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas sp.

100 L (BPMP-P-25) Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas sp.

s (BPMP-Bu-06) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Buttiauxella sp.

93

95

—— (BPMP-Bu-01) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Buttiauxella sp.

(BPMP-L-07) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Lelliottia sp.

(BPMP-K-16) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Klebsiella sp.

——— (BPMP-E-12) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Enterobacter sp.

70 L (BPMP-E-15) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Enterobacter sp.

(BPMP-R-23) Enterobacterales, Yersiniaceae; Rahnella sp.

(BPMP-H-22) Enterobacterales, Hafniaceae, Hafnia sp.
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(BPMP-K-47) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Klebsiella sp.

(BPMP-K-53) Enterobacterales; Enterobactenaceae; Klebsiella sp.

(BPMP-K-51) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Klebsiella sp.

(BPMP-K-44) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Klebsiella sp.

(BPMP-K-42) Enterobacterales,; Enterobacteriaceae; Klebsiella sp.

— (BPMP-Y-53 )Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Yokenella sp.

* —— (BPMP-Y-56) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Yokenella sp.

— (BPMP-EL-40) Enterobacterales, Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii

L (BPMP-E-39) Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Enterobacter sp.

— (BPMP-S-58) Xanthomonodales; Lysobacteraceae; Stenotfrophomonas sp.

100

— (BPMP-S-59) Xanthomonodales; Lysobacteraceae; Stenotrophomonas sp.

(BPMP-Az-64) Rhodospirillales; Azospirillaceae; Azospirillum sp.

(BPMP-Sp-61) Sphingomonadales, Sphingomonadaceae; Sphingobium sp.

(BPMP-Ag-62) Rhizobiales; Rhizobiaceae; Agrobacterium sp.

(BPMP-Br-60) Caulobacterales; Caulobacteraceae; Brevundimonas sp.

(BPMP-B-63) Bacillales; Bacillaceae,;Bacillus sp.

Figure 6.5. Dendrogramme des bactéries diazotrophes isolées de larhizosphére de 'amidonnier
sauvage cultivé dans (a) le sol de Nabi-Chit (Liban) et (b) le sol de Mauguio (France)basé sur les
séquences du génes ARNr 16S et la sélection d’aprés la comparaison des profils des amplicons
BOX-A1R (Cf. Figure 6.2 et 6.3).

Les séquences dARNr 16S ont été analysées et comparées grace a EzBiocloud
(https://www.ezbiocloud.net) et & BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). L’alignement des
séquences et la construction des arbres phylogénétiques ont été effectués via « Neighbor-Joining
method » en utilisant le logiciel bio-informatique « MEGA » version 10.

Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.3 et 2.10.4.
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(a) (b)

M Pseu Enter M Pseu Enter

1500 pb —p St 4— 1650 pb
500 pb —p 1000 pb —P> s i :
250 pb —p ‘et 4— 320 pb p (ipdC amplicon)
(nifH amplicon)

(c) (d)

M  Pseu Enter
M Pseu Enter

[l

1500 pb N
1000 Pb —p e 1000pb_>—_ “— <— 1260 pb
750 PD o, S S <— 900 pb PO —p S (ChiA amplicon)
sy (accD amplicon)

Figure 6.6. Caractérisation moléculaire de certains traits PGPR présents chez les souches
diazotrophes BPMP-PU-28 (Pseu) et BPMP-EL-40 (Enter).

(&) nifH (320 pb), (b) ipdC (1600 pb), (c) accD (750 bp) et (d) chiA (1260 pb).
Ces quatre genes sont impliqués respectivement dans la fixation de I'azote atmosphérique, la synthese

de l'auxine, la tolérance contre les stress abiotique et dans la synthése de chitinase possédant une
forte activité antifongique.

M : marqueur de longueur moléculaire de 1 kb.
Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.5.
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L’indice de solubilisation calculé a partir du halo transparent apparaissant autour de
la colonie etindiquant la solubilisation de la source minérale peu soluble ou du phytate
(voir Figure2.7) et forcément supérieur ou égal a 1 (1 correspond au diamétre de la
colonie) variesensiblement entre les souches. BPMP-Bu-06, BPMP-Pa-34, BPMP-EL-
40 sont des souches globalement peu solubilisatrices. Par opposition, BPMP-E-39,
BPMP-PU-28sont de bonnes solubilisatrices pour les 3 sources utilisées mais certaines
souches nesolubilisent qu’'une seule source comme le phosphate tri-calcique pour
BPMP-S-59 ouseulement le phytate comme pour BPMP-Ag-31. Au niveau de la
présence de certainsgenes impliqgués dans les effets PGPR, toutes les souches
possedent au moins un gene parmi ceux testés et 5 souches possedent les 4 génes
(BPMP-P-25, BPMP-C- 29, BPMP-V-30, BPMP-Ag-31, BPMP-K-47) (Annexe,
Tableau 6.1). Pour la suite desexpériences, une bactérie de chaque sol a été choisie
pour une caractérisation plus approfondie (séquencage complet, effet PGPR,
exsudation...). Ces 2 bactéries Pseudomonas urmiensis (BPMP-PU-28) (la souche
de référence a été isolée a l'origine prés d’'Urmia en Iran) et Enterobacter ludwigii
(BPMP-EL-40) (en hommage au microbiologiste allemand W. Ludwig) sont indiquées
en rouge dans la Figure 6.5. Un dendrogramme a été réalisé avec les bactéries des 2

sols permettant de visualiserles relations de parenté entre les souches (Figure 6.5).

6.3.2. Caractérisation approfondie de 2 souches diazotrophes aux
caractéristiques contrastées (Complément de chapitre 7)

Les deux bactéries ont été entierement séquencées (voir chapitre 7, article). P
urmiensis ne contient pas de plasmide et 2 contigs ne matchent pas sur le
chromosome de la souche présente dans les banques. Ces contigs matchent sur des
parties chromosomiques d’autres souches de Pseudomonas donc ne font
probablement pas partie d'un plasmide mais soit ils ont été perdus par la souche
présente dans les banques (ou acquises par notre souche) ou plus probablement le
séquencgage de de cette souche n’est pas complet. E. ludwigii possede quant a elle
un plasmide. La Figure 6.6 reprend les caractéristiques moléculaires obtenues pour
les 2 bactéries lors de la sélection initiale. E. ludwigii posséde le géne nifH
(nitrogénase), le géne ipdC (auxine), le géne chiA (chitinase) et le gene accD (ACC
deaminase). L’ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) est un précurseur de
I'éthylene et ’ACC deaminase clive 'ACC en a-cetobutyrate et en ammonium s’en

servant ainsi de source d’azote (Singh et al., 2015). P. urmiensis ne possede quant a
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Pseudomonas urmiensis Enterobacter ludwigii

Ca;(PO,),

CGH 18024P6

KAISi,Oq

Figure 6.7. Evaluation de la capacité des deux souches sélectionnées BPMP-PU-28 (P.
urmiensis) et BPMP-EL-40 (E. ludwigii) a utiliser une source peu soluble de Pi (le phosphate
tricalcique ou phytate) ou Ki (feldspath).

Les bactéries se développent (tests en goutte) sur un milieu gélosé de Pikovskaya modifié,
complémenté avec soit du phosphate tricalcique (Cas(POa)2) ou du phytate (CeH18024Ps) comme source
de P peu soluble et additionné de pourpre de bromocrésol comme indicateur de pH. Le milieu
d'Alexandrov modifié, complémenté avec du feldspath potassique (KAISisOs) (potassium
aluminosilicate, Potash Feldspar (Bath Potter’s; Supplies, Somerset, UK) et du phosphate tricalcique
comme sources de P et K, est quant a lui additionné de pourpre de bromothymol comme indicateur de
pH (voir chapitre 2, Figure 2.7). Les bactéries sont cultivées pendant 5 jours a 28 °C. La croissance
bactérienne entraine une acidification du milieu, qui fait passer la couleur de l'indicateur de pH du violet
au jaune.
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elle probablement que le géne AccD parmi les 4 génes testés. Nous avons donc verifié
la fixation de '°N2 par ces souches et E. coli nous a servi de contr6le négatif (voir
chapitre 7, article). P. urmiensis et E. ludwigii fixent le 1N et la quantité de 5N
retrouvé chez E. coli provient probablement d’'une fraction de gaz dissous dans le
milieu (voir chapitre 7, article). La production d’auxine par les souches a été quantifiée
en utilisant le protocole de (Gordon & Weber, 1951) et (Haque et al., 2020) (voir
chapitre 2.11.2). Sommairement, du tryptophane 0,2% est ajouté au milieu de culture
et apres 48H, du réactif de Salkowski (perchlorate et chlorure de fer) est mis en
présence d'une aliquote de surnageant de culture. La production d’auxine a été
quantifiée aprés une incubation de 45 min a I'obscurité et une lecture a 540 nm. Le
réactif passe du jaune au rouge voire au brun pour les concentrations les plus fortes.
Une courbe étalon a été réalisée en parallele (Cf. Figure 5.4) Les résultats ont montré
qu’'E ludwigii dans ces conditions produisait plus de 4 fois plus d’auxine que P.
urmiensis (voir chapitre 7, Article). La production de cyanure d’hydrogéne par
certaines bactéries PGPR limite la croissance de champignons phytopathogénes,
d’adventices, d’insectes et de nématodes (Sehrawat et al.,, 2022). Les bactéries
cyanogeéniques sont retrouvées par exemple dans le genre Pseudomonas et la souche
P. urmiensis synthétise du cyanure d’hydrogéne alors qu’E. luwigii n’en synthétise pas
(voir chapitre 7, Article). Afin d’illustrer les capacités de solubilisation de sources de P
et K insolubles ou difficilement accessibles (phytate), les souches ont été cultivées en
présence de phosphate de calcium, de phytate ou de feldspath sur des milieux
contenant un indicateur de pH. La Figure 6.7 illustre a la fois les différences de
solubilisation et de stratégies de croissance des bactéries. L'indice de solubilisation
étant le rapport du diameétre du halo transparent sur celui de la colonie, cette
solubilisation est trés visible sur phytate pour P. urmiensis. Par contre, sur feldspath,

E. luwigii acidifie le milieu mais sans réellement solubiliser le feldspath.
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Abstract: Diazotrophic bacteria isolated from the rhizosphere of a wild wheat ancestor, grown
from its refuge area in the Fertile Crescent, were found to be efficient Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria (PGPR), upon interaction with an elite wheat cultivar. In nitrogen-starved plants, they
increased the amount of nitrogen in the seed crop (per plant) by about twofold. A bacterial growth
medium was developed to investigate the effects of bacterial exudates on root development in the
elite cultivar, and to analyze the exo-metabolomes and exo-proteomes. Altered root development
was observed, with distinct responses depending on the strain, for instance, with respect to root
hair development. A first conclusion from these results is that the ability of wheat to establish
effective beneficial interactions with PGPRs does not appear to have undergone systematic deep
reprogramming during domestication. Exo-metabolome analysis revealed a complex set of secondary
metabolites, including nutrient ion chelators, cyclopeptides that could act as phytohormone mimetics,
and quorum sensing molecules having inter-kingdom signaling properties. The exo-proteome-
comprised strain-specific enzymes, and structural proteins belonging to outer-membrane vesicles, are
likely to sequester metabolites in their lumen. Thus, the methodological processes we have developed
to collect and analyze bacterial exudates have revealed that PGPRs constitutively exude a highly
complex set of metabolites; this is likely to allow numerous mechanisms to simultaneously contribute
to plant growth promotion, and thereby to also broaden the spectra of plant genotypes (species and
accessions/cultivars) with which beneficial interactions can occur.

Keywords: PGPR; diazotroph; bacterial exudate; metabolomics; proteomics; durum wheat; plant—
microbiome communication

1. Introduction

Often rightly decried for the pollution and erosion of biodiversity it generates, the
classic model of industrialized agriculture, based on unbridled use of inputs, is now widely
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considered as unsustainable. The evolution towards alternative models aiming to maintain
high yields while respecting the environment implies not only profound changes in men-
tality, but also the implementation of solutions that require global rethinking of the system;
these solutions include the restoration of soil fertility (through better management of or-
ganic inputs) and biodiversity of agro-ecosystems, which requires time and the acquisition
of new knowledge. Evidence has been obtained that the development of Nature-Based
Solutions (NBS) can efficiently contribute to a strong reduction in agricultural inputs and
pesticide use [1].

The use of PGPR as biofertilizers is seen as a way to reduce the present dependence
on hazardous agrochemicals. PGPRs can promote plant, water, and mineral nutrition,
plant health, and ultimately plant growth, through many different processes [2]. These
processes include: atmospheric nitrogen fixation; solubilization of hard-to-access nutrients;
modification of root system development, including stimulation of root hair production
and elongation through the secretion of active compounds such as phytohormones or
phytohormone mimetics [3]; induction of plant genes involved in nutrient acquisition
or plant defense [4-7]; competition with soil pathogenic microorganisms for rhizosphere
resources; and exudation of phytoalexins and compounds with antibiotic activities [8,9].

A meta-analysis based on 59 published papers to evaluate the overall contribution
of Azospirillum strains, well-known PGPRs, on growth and yield of wheat, registered an
increase in aerial dry weight and seed weight of about 18% and 9%, respectively [10]. In
rice, in another type of approach, Pseudomonas PGPR strains allowed reduction of nitrogen
fertilization by 25%, without affecting crop yield [11]. Similar observations were also
reported in rapeseed using Azotobacter as a PGPR [12]. In maize, a yield increase of about
34% was observed after inoculation with a strain of Herbaspirillum seropedicae, which was
found to supply 37% of the plant nitrogen content through biological nitrogen fixation [13].

The amplitude of growth promotion greatly varies according to the plant-PGPR duo,
and both the plant and bacterial genotypes govern the specificity and efficiency of the
interaction [14-17]. The molecular mechanisms that determine the levels of specificity and
efficiency are still poorly known but are likely to be multiple and very complex. They can be
classified chronologically as taking part in three successive sets of processes, which condi-
tion the effectiveness of the interaction and the promotion of plant growth [14]: (i) exchange
of information between the two partners, signaling their presence and bacterial chemotaxis
towards the roots; (ii) colonization of the roots by the bacterial partner, based on molecular
interactions between plant and bacterial surface components; (iii) effective functioning
of the associative symbiosis, which requires exudation of molecules that promote plant
growth by the bacterial partner colonizing the root surface [14].

An important issue regarding this chronological model is that plant growth promotion
does not always appear to be strictly dependent on root colonization. First, root colonization
by a given PGPR strain does not systematically result in plant growth promotion [16].
Furthermore, PGPR species can produce volatile organic compounds (VOCs) that can
diffuse within the soil, through both air-filled and water-filled pores, and thereby reach
host roots and promote plant growth. For instance, Bacillus strains can produce VOCs such
as 2,3-butanediol and acetoin, which trigger growth promotion in Arabidopsis through the
activation of the cytokinin pathway. Exogenous application of these two VOCs showed
a similar effect to bacterial inoculation, on plant growth, while mutant Bacillus strains,
impaired in the synthesis of these VOCs, were devoid of the ability to promote plant
growth [18]. On the other hand, Bacillus VOCs have also been shown to modulate root-
system architecture in Arabidopsis [19], and 2,3-butanediol has been shown to also induce
ISR (induced-systemic resistance) through an ethylene-activation pathway [20].

With respect to crops, there is another important issue regarding the consequences of
domestication and selection on the plant ability to engage in symbiotic interactions with
PGPR. In a meta-analysis, the composition of the root-associated microbiome was compared
between domesticated and wild ancestor species in different plants (Arabidopsis, lettuce,
sugar beet, barley, sunflower and common bean) and significant differences in bacterial
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species abundance were observed between wild and modern varieties [21]. Likewise, a
comparison of 199 ancient and modern wheat accessions, for their ability to interact with
the model PGPR strain Pseudomonas kilonensis F113, has revealed that root colonization was
lower in modern wheat, suggesting that recent wheat breeding strategies have affected
PGPR symbiotic interactions in modern wheat cultivars [22]. This hypothesis was also
proposed based on the observation that root microbiota diversity appears to be reduced
in elite wheat cultivars, compared to ancestral forms. This led to the suggestion that
introgression with ancestral species could restore the original diversity [23,24].

Wheat is an important staple crop, originating in the Middle East, and domesticated
in the Fertile Crescent. The ancestor of wild wheat (Triticum turgidum dicoccoides) can still
be found in the refuge areas of the Fertile Crescent. Studies on the microbiota of wild
plants can provide information on the evolution of the relationship between wheat and its
microbiota during domestication, as well as beneficial bacteria for modern crops [25].

At the molecular level, the selectivity and functioning of the symbiotic interactions are
essentially dependent on exudation activities of both partners, since root exudates have
to, at least, attract and feed the bacterial partner, and bacterial exudates have to trigger
or mediate processes that lead to improved plant mineral nutrition and health. PGPR
exudation has not yet received as much attention as root exudation [26-28]. Most exo-omics
studies so far in PGPR have been focused on VOCs, revealing important roles played by
such compounds in communication and interactions between soil microorganisms [29], as
well as in plant health and growth promotion [30-33].

Apart from the information available on VOCs, the current knowledge on exo-
metabolomes and exo-proteomes of PGPR species is still poor. More detailed “exo-omics”
analyses are available for pathogenic bacterial species. For instance, in the plant pathogen
Xylella fastidiosa, exo-proteomics and metabolomics analysis allowed the identification of
eight proteases, alongside a bunch of outer-membrane proteins, periplasmic proteins and
adhesins. Metabolites identified with a confidence score (>0.5) were mainly fatty acids [34].

Here, two diazotrophic PGPR strains, isolated from the rhizosphere of a wild wheat
ancestor, identified in a Fertile Crescent refuge area, are characterized and behave as
effective PGPRs with an elite wheat cultivar. Bacteria-free supernatants obtained after
filtration of cultures of these two diazotrophic PGPR strains are shown to affect wheat root
development. Exo-metabolomics and exo-proteomics analyses have revealed constitutive
exudation, in absence of a plant host, of a large diversity of compounds and peptides
that may play a role in plant growth promotion, such as cyclic dipeptides mimicking
phytohormones, proteases and antibiotics.

2. Results
2.1. Diazotrophic Bacteria: Origin and Characterization

Sixteen diazotrophic bacterial strains were selected using NFb medium, a standard
medium free from assimilable nitrogen, from the rhizosphere of a wheat ancestor (wild
emmer, T. t. dicoccoides accession Ttd-NC-2019) selected in a non-cultivated refuge area
in Lebanon. Using the same procedure of selection on semi-solid NFb medium, another
sixteen rhizospheric diazotrophic bacteria were selected from the rhizosphere of the wild
emmer selected in Lebanon, but grown in a French soil with chemical and physical features
close to those of the initial Lebanese soil (Table S1).

Two strains were selected from this bacterial collection, one from Lebanon and one
from France. Whole genome sequencing and sequence analyses (Figure S1) revealed that
the strain from Lebanon was a Pseudomonas species closely related to P. urmiensis, an Iranian
strain isolated from Urmia. The other strain was identified as an Enterobacter species close
to E. ludwigii. Many genes are not annotated in P. urmiensis and we found two unpaired
contigs, suggesting differences between our strain and the reference strain present in the
NCBI database, and /or incomplete sequencing of the reference strain. In this report, these
two selected strains are named BPMP-PU-28 (or “Pseu” in figures) and BPMP-EL-40 (or
“Enter” in figures), respectively.
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The ability of these two bacterial strains to fix nitrogen was then evaluated using °N;
incorporation assays. E. coli was used as a negative control. The data shown in Figure 1
indicated that the two selected strains were actually able to fix nitrogen, as expected from
their selection on NFb medium. Further biochemical characterization revealed that BPMP-
PU-28 and BPMP-EL-40 strains differed in functional properties that may contribute to
PGPR activity. The capacity to produce auxin (indole-3-acetic acid, IAA) in presence of
tryptophan was found to be about five times larger in the latter species (Figure S2). In
contrast, production of cyanide (which may contribute to defense against pathogens) was
observed only in the former species (Figure S3). BPMP-PU-28 also appeared more efficient
in solubilizing and using hardly soluble sources of phosphate or K* (tri-calcium phosphate,
phytate and feldspar; Figure 54).

2000 ~
1500 -

#1000 A

5

500

E.coli Pseu Enter

Figure 1. Nitrogen fixation ability of the selected diazotrophic bacterial strains. >N, incorporation
was used to assess the N fixation capacity of BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) and BPMP-
EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii) strains. E. coli (5-alpha F’Iq E. coli, New England Biolabs) was used
as the negative control. The gas phase (6 mL) above the bacterial suspension (3 mL) contained about
16% 15N, 65% 4N, and 18% O,. Cells were centrifuged after 5 days of incubation (at 37 °C and
200 rpm), and the & 15N, in the bacterial pellets was determined. Means =+ SE (n = 3). ** and *** above
the bars indicate that the difference with the negative control (E. coli; #), is statistically significant
(Student’s t-Test, p < 0.01 and 0.001, respectively).

2.2. PGPR Effect on a Wheat Elite Cultivar

The PGPR ability of the two selected strains was evaluated on a widely used durum
wheat elite/modern cultivar (cv. Anvergur) (56% of the total durum wheat cultivated
area in France in recent years: https://www.arvalis-infos.fr/_plugins/WMS_BO_Gallery /
page/getElementStream.jspz?id=72353&prop=file) (accessed on 22 July 2022). Plants were
grown on an artificial substrate (sterile peat/sand/vermiculite mixture; 1:1:1, v/v/v),
ensuring that nutrients for plant growth were primarily provided by the watering solution.
Plants were either inoculated or not, with BPMP-PU-28 or BPMP-EL-40. The nutrient
solution for the inoculated plants contained either 100 pM or 250 uM NOj as the sole
source of assimilable nitrogen. Uninoculated plants (controls) were watered with a solution
containing either 11 mM of assimilable nitrogen (10 mM NO; ™~ and 1 mM NH;*; complete
control nutrient solution; positive control), or such as for the inoculated plants, 100 M or
250 uM NO3 ™ (negative controls).

When the watering solution contained 100 pM NO;3 ™, no statistically significant
difference, in terms of leaf surface area (LSA) recorded on a phenotyping platform (see
experimental procedure), was observed between the inoculated plants and the uninoculated
ones (Figure 2A). The plants were chlorotic and died 6 to 7 weeks after germination,
revealing that below a certain amount of nitrogen in the medium in our experimental
conditions, the plants could not survive even when inoculated with diazotrophic bacteria.
In contrast, when watered with 250 uM NOj;~, the plants stayed alive and completed
a full life cycle with production of grains. Phenotyping revealed significant differences
between the inoculated and uninoculated plants (watered with the same nutrient solution:
250 uM NOs; ™) in terms of leaf surface area and leaf sheath height at 5 weeks (Figure 2B,C);
spikelet number per main shoot at 11 weeks (Figure 2D); thousand-seed mass and total
seed mass per pot (Figure 2E F); seed nitrogen content, and total seed nitrogen content
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per pot (four plants per pot) (Figure 2G-I). The growth and yield parameters were always
significantly higher in the inoculated plants than in the uninoculated ones, indicating that
the bacteria actually promoted plant adaptation to the low availability of nitrogen in the
nutrient solution. The largest beneficial effects on plant development were often observed
with BPMP-PU-28.
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Figure 2. Effect of inoculation with BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobac-
ter ludwigii) on plant development under low assimilable nitrogen availability. Elite durum wheat
cultivar Anvergur plants were grown in a greenhouse in pots on an artificial solid substrate (6 pots per
condition, 4 plants per pot). They were inoculated with one of the two selected strains, BPMP-PU-28
(Pseu: Pseudomonas urmiensis), BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii), or not inoculated (Uninoc).
Nutrients necessary for plant growth were brought with 3 different watering solutions, all derived
from Hoagland medium but containing either 100 or 250 uM of assimilable nitrogen (provided
as NOs) for inoculated plants (white bars) or non-inoculated “negative” control plants (C—, black
bars), or containing 11 mM of assimilable nitrogen (10 mM NO3 and 1 mM NH#**) for uninoculated
“positive” control plants (C+, black bars). Leaf surface area and leaf sheath height were measured
by the Phenoarch phenotyping platform. (A,B) Leaf surface area of 5-week-old plants. The plants
watered with 100 uM NOj3 (A) were chlorotic and died during the following week. The plants watered
with 250 uM NOj (B) developed and produced seeds. (C) Leaf sheath height (5-week-old plants).
(D) Spikelet number per main shoot (11-week-old plants). (E) Thousand-seed mass (16-week-old
plants). (F) Total seed mass per pot. (G) Seed nitrogen content (% per g of DW). (H) Seed carbon
content (% per g of DW). (I) Total seed nitrogen content (mg) per pot. (E-I): 16-week-old plants.
Means + SE (n = 6 pots). *, **, and *** above the bars indicate that the difference with the uninoculated
condition under nitrogen limitation (#, negative control: C—) is statistically significant (Student’s
t-Test, p < 0.05, 0.01, 0.001, respectively).
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2.3. Development of Culture Media Suitable for Metabolomics and Proteomics Analyses of Bacterial
Exudates

In the absence of information on an optimized medium for bacterial metabolomics
in the literature, experiments were undertaken to develop a “minimal” medium allowing
for analyses of the exo-metabolome and exo-proteome (globally named “exudates”) of dia-
zotrophic bacteria. An objective was also to develop a bacterial growth medium compatible
with, and based on, conventional plant nutrient solution, in order to make it possible to
study the exudation-based dialogue between bacteria and their root partners. Compounds
with a molecular weight greater than 100 Da have to be excluded from such a bacterial
minimal medium, as they would interfere with metabolomics analyses. Similarly, the
bacterial minimal medium has to be free from amino acids, as these molecules are likely to
be secreted by the bacteria, or during symbiotic interaction by the host plant. The bacterial
culture medium we developed uses a Hoagland plant medium [35], which contains only
inorganic salts, as a background, without addition of yeast extract, vitamins or amino acids.
Different molecules were tested as carbon sources in this Hoagland background by follow-
ing bacterial growth kinetics. Lactate (final concentration: 2%, w/v, i.e., about 220 mM) was
finally selected because this substrate was found to allow most of the tested diazotrophic
strains, including BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40, to grow quite rapidly. Typical growth
curves of these two bacterial strains in this medium are shown in Figure S5A,D. Aliquots
of the growth medium were taken during the exponential and stationary phases for lactate
assays (Figure S5B,E) and pH measurements (Figure S5C,F). The concentration of lactate in
the aliquots collected during the stationary phase was still high (about 40% of the initial
amount, i.e., about 90 mM), suggesting that availability of the carbon source was not the
limiting factor for bacterial growth at this time. The pH recordings indicated that, with
lactate as the carbon source, both bacteria strongly alkalized the medium to a pH of about
8.5 during the stationary phase. In some experiments, the buffering capacity of the growth
medium was increased by adding phosphate buffer (150 mM KH;PO,/K,HPOy, pH 6.8),
which kept the pH of the medium close to the initial value (6.8) throughout the culture.

2.4. Bacterial Exudates Affect Root Development

Experiments were carried out to investigate the effects of the exudates of the two
selected diazotrophic bacterial strains on wheat growth, in hydroponics on Hoagland
solution. The bacterial culture medium was buffered with 150 mM KH,PO,/K,HPO,
pH 6.8. The cultures were collected during the stationary phase, after 48 h of growth for
BPMP-PU-28 and 40 h for BPMP-EL-40. Cultures were centrifuged and supernatants were
filter sterilized (0.22 um). The aliquots of the sterile supernatant thereby obtained were
diluted (5%) into Hoagland solution used for wheat growth. As a control treatment, wheat
growth solution without added bacterial culture medium was directly supplemented with
lactate and KH,PO,/K,HPO, at concentrations similar to those that would have resulted
from the addition (at 5%) of filtrated supernatant (final concentrations close to 4.5 mM and
7 mM, respectively).

When compared with the control treatment, addition of bacterial growth supernatant
to the wheat growth solution was without any significant effect on shoot biomass produc-
tion (Figure 3A), but significantly affected root growth and development within seven
days. Furthermore, the culture supernatants of the two bacterial strains were found to
have differentiated effects. Root system biomass was not affected by BPMP-PU-28 culture
supernatant, however it was increased by BPMP-EL-40 culture supernatant (Figure 3B).
Both bacterial exudates decreased total root length (Figure 3C) but increased the root di-
ameter (strongest effect observed for the BPMP-EL-40 culture supernatant; (Figure 3D)).
Furthermore, a striking effect of BPMP-PU-28 culture supernatant was observed on root
hair density and length in root apical regions (Figure 4). Indeed, compared to the control
plants and to the plants that had received BPMP-EL-40 exudates, the plants that had re-
ceived BPMP-PU-28 exudates developed very long root hairs, which switched the root
phenotype to a dauciform aspect [36], as shown in Figure 4B.
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Figure 3. Effects of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii)
culture supernatants on root system development. Durum wheat cv. Anvergur was grown hydro-
ponically in Hoagland solution under axenic conditions. The solution (initial volume: 38 mL) was
supplemented with 2 mL of bacterial culture supernatant prepared (filtered to 0.22 pm, thus without
bacteria) from a culture (buffered growth medium collected during the stationary phase; see S arrows
in Figure S5A,D) of BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) (gray bars) and BPMP-EL-40 (Enter:
Enterobacter ludwigii) (black bars), or was supplemented with 2 mL of a mock medium (not used for
bacterial growth: control; white bars). (A) Shoot fresh weight, (B) root fresh weight, (C) total root
length and (D) root diameter after 7 days of growth. Total root length and diameter were determined
using WinRHIZO. Means =+ SE (n = 5). Different letters indicate statistically significant differences
(one-way ANOVA test, p < 0.05).

No bacterial culture supernatant Wheat nutrient solution supplemented with bacterial culture supernatant

(A) (B) (C)

0.5cm

Control Pseu Enter

Figure 4. Root hair development induced by BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) culture super-
natant in lateral roots of durum wheat seedlings cv. Anvergur grown in hydroponics. Durum wheat
cv. Anvergur was grown hydroponically under axenic conditions in Hoagland solution, supple-
mented with bacteria culture supernatant, or mock medium as described in the legend to Figure 3.
Representative images of root systems of plants grown for 7 days in the control solution (A), or in the
solution supplemented with 5% of BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) culture supernatant
(B) or supplemented with 5% of BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii) culture supernatant (C).

Altogether, these results provide evidence that compounds impacting wheat root sys-
tem development were present in the BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 growth supernatants.

2.5. Comparative Metabolomics Profiling of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 Exudates

Untargeted metabolomics by UHPLC-MS/MS fragmentation was applied to identify
primary and secondary metabolites present in the growth supernatants of BPMP-PU-28
and BPMP-EL-40. Each bacterial strain was grown in minimal buffered (150 mM phosphate
buffer, pH 6.8) or unbuffered medium, and aliquots of culture supernatants were collected
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for metabolomics analyses during the exponential and stationary phases of the culture (at
the times indicated by the arrows in Figure S5). Only metabolites identified with a score
equal to or above 6.5, in at least one condition, were considered after the separation step,
processing, cleaning, and peak annotation [37-39].

This resulted in a list of about 108 compounds, of which about 25% did not correspond
to known structures and 75% were known molecules (Figure 5, Table S2). Fatty acids and
carboxylic acids together represent almost 20% of the identified compounds, and sugars
represent about 5%. Some of these compounds may be involved in cell wall biosynthesis.
While amino acids were not found in the bacterial growth supernatants, modified di- and
tripeptides and cyclic peptides represented ca. 6.5% of the identified metabolites. It should
be noted that a large percentage of metabolites (93%) are secondary metabolites, such as
alkaloids and sesquiterpenoids. Overall, 18% of the metabolites identified in this study
correspond to compounds that can be expected to have antibiotic effects (antimicrobial
or nemato/entomopathogenic activity). For instance, columbianetin (metabolite number
528 in Table S2), a furanocoumarin, acts as a phytoalexin and antifungal molecule [40]. It
is also worth noting that some of the detected metabolites could play a role in nutrient
ion acquisition by the bacteria (and the associated plant roots), such as coproporphyrin
III (metabolite number 59 in Figure 5, Table S2), which can display zincophore (Zn%*)
or chalkophore (Cu?*) activity [41,42]. Moreover, N-tetradecenoyl-L-homoserine lactone
(TDHL) was found in BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 exudates (Figure 5, Tables S2 and S3;
compound 341). TDHL is a quorum-sensing signaling molecule modulating cell density. It
is also used as a signaling molecule in bacterial interactions with higher organisms [43].

(0] Global analysis
Total number of matching compounds 108
Secondary metabolites 93 %
Fatty and carboxylic acids 15%
Antibiotics 18%
(B) ples of r kabl P
Compound
Name number Activity/category
Terfestatin C 66 Specific Inhibitor for Auxin Signaling
Cyclo-(Tyr-Ala-Leu-Ser) 425 Cyclo-peptides (phytohormone mimic)
Cyclo-(L-Pro-4-OH-L-Leu) 502 Cyclo-peptides (phytohormone mimic)
Xentrivalpeptide Q 476 Depsipep (entom genic)
Nikkomycin Wx 93 Chitin synthetase inhibitor
Hinduchelin D 375 Cathecol (antifungal, siderophore)
Linieodolide A 363 Antimicrobial
N-Tetradecenoyl-L-homoserine lactone 341 Quorum sensing
Coproporphyrin 11l 59 Zn binding

Figure 5. Summary of the metabolomics analysis. (A) Global analysis: Total number of matching
compounds (from supplemental Table S2) and relative abundancy (% with respect to the total number
of compounds) of selected categories of compounds. (B) List of selected remarkable compounds and
putative activities (from Table S2).

Principal components analysis (PCA) was performed to obtain an unsupervised
overview of the metabolic profiles of the different BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 exu-
dates, produced in either buffered or unbuffered bacterial growth medium, and sampled
during the exponential or the stationary phases (Figure S6). In multivariate analysis, this
procedure groups the samples with similar chemical profiles together. The PCA displayed
a clustering of the different replicates corresponding to the same bacterial species and
the same experimental conditions (buffered or unbuffered medium, sampled during the
exponential or stationary phase) (Figure S56). Altogether, these results provide evidence of
the reproducibility of the experiments and the robustness of the data acquisition. Overall,
the PCA analysis revealed that the bacterial species was the main driving component
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(PC1: 35.2% of total variance) to explain the variance, as expected, but also with significant
contributions from the buffered /unbuffered nature of the culture medium condition (PC2:
17%) and the phase (exponential/stationary) of the culture (PC3: 12%) (Figure S6A).

Heat map analysis was used to investigate the distribution of the most discrimi-
nating metabolites between the different bacterial exudates i.e., produced in buffered or
unbuffered culture media and collected at exponential or stationary phase. Overall, a larger
number of discriminating metabolites was found in BPMP-EL-40 than in BPMP-PU-28
exudates (Figure 6A and Table S3). This is especially shown in Figure 6B and Table 54,
whose heat map compares the exo-metabolomes of the two bacterial species grown at the
stationary phase in buffered medium, i.e., the exo-metabolomes present in the same culture
supernatants previously tested for their effects on root development (Figures 3 and 4).
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Figure 6. Heat map describing the distribution of the top 50 more discriminant metabolites, between
BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii), according to culture
conditions and growth stages. Pseu (Pseudomonas urmiensis) and Enter (Enterobacter ludwigii) were
grown in minimal Hoagland medium supplemented with lactate (2%) (see Figure S5) and buffered
(150 mM KH,PO4/K,HPOy, pH 6.7) (B) or unbuffered (U). Aliquots of culture supernatant were
collected during the exponential and stationary phases (E and S, respectively; see arrows in Figure
S5) and analyzed by LC-MS/MS. The heat map was generated by MetaboAnalyst 5.0 28 (https://
www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml) accessed on 15 January 2021). (A) Top
50 more discriminant metabolites between BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40. Numbers on the right
refer to the metabolites, which are listed in Table S2. (B) Discriminant metabolites identified in the
bacterial growth media (buffered and collected during the stationary phase) are shown to affect root
system and root hair development in Figures 3 and 4. Numbers on the right: see Table S3.

153


https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml
https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml

Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 15248

10 of 24

2.6. Comparative Proteomics Profiling of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 Exudates

A bottom-up approach using nanoLC-MS/MS fragmentation was performed to an-
alyze bacterial sub-proteomes present in BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 growth super-
natants.

The bacteria were grown in buffered growth medium, and their supernatants were
collected during the stationary phase, alongside supernatants whose effects on root system
development were previously studied (Figures 3 and 4). The collected samples were
either digested or not for proteins or peptides, respectively, with trypsin and directly
analyzed after a desalting step. The identified proteins/peptides, 124 for BPMP-PU-28
and 259 for BPMP-EL-40, are listed in Table S5 (Data Sheet 1). After removing redundancy,
about one-third of the identified peptides correspond to outer membrane proteins or
periplasmic proteins, 6% belong to ABC transport systems, 6% to proteases, and 5% to
redox and stress proteins. About 11% correspond to ribosomal proteins, and another 11% to
hypothetical proteins or proteins with DUF (Domain of Unknown Function) domains. Such
a composition, and in particular the presence of ribosomal proteins, provided evidence that
endocellular proteins were released into the culture medium, at least in part, presumably as
a result of cell death. To circumvent this problem, whole bacterial proteomes were analyzed
in the same experimental conditions, resulting in the identification of 1664 proteins in
BPMP-PU-28 and 1718 in BPMP-EL-40 (Table S5; Data Sheet 2). A list of proteins found in
both the culture medium and the “whole proteome” was then compiled, which identified
41 proteins for BPMP-PU-28 and 102 proteins for BPMP-EL-40 (Table S5, Data Sheet 3),
representing, respectively, 48% and 33% of the proteins initially identified in the growth
supernatants.

The remaining proteins (present in the growth supernatants and not identified in the
whole proteome), 83 for BPMP-PU-28 and 157 for BPMP-EL-40 (Table S5, Data Sheet 4),
were considered to be more specifically present in the growth supernatant than inside the
bacteria, and thus as potentially constituting (part of) the “exo-proteome” of the bacterial
species. An overall comparison between this so-called exo-proteome and the entire bacterial
proteome was performed by compiling the semantic terms overrepresented in each protein
list using the web site (https://www.nuagesdemots.fr/) (online published since 2003). The
results (Figure S7) provided evidence that the proteins present in the exo-proteome list
constituted a truly specific sub-proteome, compared to the full bacterial proteome.

The proteins present in the exo-proteome list (Figure 7) could be classified into the same
set of eight categories for both bacterial species, with the relative size of these categories
being different between the two species. The presence of a surprisingly large “proteases”
category, about 14% of the proteins in the BPMP-PU-28 exoproteome and 6% in the BPMP-
EL-40 one, is worth noting, with the percentage of proteases in the total proteomes of these
two bacterial species being about 3.5% and 4%, respectively. The “miscellaneous” category
includes proteins that belong to various metabolic pathways (e.g., folding, redox ... ), or
that cannot be easily classified. It comprises about half of the exo-proteome in both bacterial
species. Within this category, only two common proteins are present in the two bacterial
strains. The composition of this category seems, thus, to be “strain specific”.

154


https://www.nuagesdemots.fr/

Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 15248

11 of 24

Pseudomonas urmiensis

m OMP
m Flagella & Fimbriae
40% o
129% ™ ABC-Binding
1w periplasmic glycosyl
m other periplasmic
9% ™ proteases
m redox

miscellaneous

14%

8%

Enterobacter ludwigii

11% mOMP

m Flagella & Fimbriae
38% m ABC-Binding

1 periplasmic glycosyl
15% g other periplasmic

W proteases

m redox

miscellaneous

4%

6% 5%

Figure 7. Comparative proteomics profiling of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-
EL-40 (Enterobacter ludwigii) culture supernatant. Pseudomonas urmiensis and Enterobacter ludwigii
were grown in minimal Hoagland medium supplemented with lactate (2%) and buffered (150 mM
KHyPO4/KyHPOy, pH 6.7). Aliquots of culture supernatant were collected during the stationary
phase. Proteins and peptides identified in the growth media and not found in the global proteome
of the corresponding bacteria were sorted into 9 classes based on manual annotation (same classes
and classification criteria for the two bacterial strains). OMP: outer membrane proteins. Flagella &
Fimbriae: proteins belonging to flagella, and long filamentous polymeric protein structures present at
the surface of bacterial cells and implicated in adhesion of the bacteria to surfaces, or to other bacteria.
ABC substrate: substrate binding proteins of ABC transporters. Periplasmic glycosyl: periplasmic
protein implicated in cell wall glycosylation. Other periplasmic: proteins located in the periplasmic
space but not involved in glycosylation. Proteases: proteins involved in degradation or maturation of
peptides and polypeptides. Redox: proteins involved in oxido-reduction processes. Miscellaneous:
proteins with various enzymatic activities and likely to be located neither in the outer membrane, nor
in the periplasmic space.
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3. Discussion
3.1. Bacterial Strains Isolated from the Rhizosphere of a Wheat Ancestor Can Behave as Efficient
PGPR in Modern Wheat Varieties

Different bacterial strains, belonging for example to the genera Azospirillum [44—46],
Bacillus [47,48], Pseudomonas [49,50], or Enterobacter [48], have been identified as having
PGPR effects on modern wheat varieties. The impact of a PGPR interaction on plant
growth—in terms of biomass production or grain yield, either in the laboratory or in the
field—depends on the plant species/genotype and bacterial strain [10,22,51-54], but also on
biotic [55], and abiotic conditions, including soil pH, nutrient availability and fertilization
levels [54-57].

In wheat, for example, field tests of a collection of Azospirillum strains (one of the
best studied genera of plant growth promoting rhizobacteria) at 297 different experi-
mental locations in Argentina showed a growth-promoting effect in about 70% of the
cases, which resulted in an increase in grain yield from 13% to 25% for the most effective
strains/interactions [57,58]. In Brazil, comparing nine Azospirillum strains has led to similar
observations, with increases in grain yields most often in the range of 13-18%, and up to
31%, depending on the season and field location [59]. Likewise, a meta-analysis conducted
on 59 available articles to evaluate the extent to which Azospirillum strains can contribute
to wheat growth, revealed a mean increase of 8.9% in seed yield [10]. In plants grown in
controlled conditions, in pots in a greenhouse, larger impacts of inoculation with PGPR
have been reported. For instance, wheat inoculation with Azospirillum brasilense (strain
BNM-10), after soil sterilization, was found to result in about a 40% increase in biomass
production and 60% increase in grain yield [55].

Our results indicate that the two bacterial strains that we have isolated can behave
as bona fide PGPRs. These strains have been shown to stimulate plant growth when the
availability of assimilable N in the soil is limiting for growth (when compared with growth
in a nitrate-rich control soil), but still sufficient to allow uninoculated plants to complete
their cycle from grain to grain. Under these conditions, BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40
increased total grain mass (harvested per pot) by 90% and 53%, respectively, and the total
amount of N in the produced grains (per pot) by about 98% and 128% for BPMP-PU-28 and
BPMP-EL-40, respectively (Figure 2). These results therefore indicate that both BPMP-PU-28
and BPMP-EL-40 can actually behave as efficient PGPRs in wheat. The increases in yield
and total seed nitrogen content, resulting from inoculation with either BPMP-PU-28 and
BPMP-EL-40, are, however, far below those resulting from plant watering with nitrate-rich
solution (Hoagland solution, 11 mM of NO; ™) (Figure 2F]I). Similar differences in growth
promotion were also observed between Azospirillum lipoferum (a well-known PGPR) and the
nitrate-rich solution (Figure S8). Thus, high levels of fertilization with assimilable N sources
were found to be much more efficient than PGPRs in terms of plant nutritional supply and
plant growth, in our experimental conditions. These results suggest that diazotrophs are not
as effective as high levels of nitrogen fertilizers in providing nitrogen and supporting plant
growth. Of course, however, it can be assumed that under most environmental conditions,
plant growth promotion by PGPR results from many diverse bacterial activities and not
solely from improvement in plant nitrogen nutrition. Besides nitrogen fixation (Figure 1),
properties classically proposed to contribute to plant growth and health promotion by
PGPRs have been found in the two strains BPMP-EL-40 and BPMP-PU-28. These properties
include auxin production in the presence of tryptophan (larger in BPMP-EL-40; Figure S2),
hydrogen cyanide production (in BPMP-PU-28; Figure S3), and the ability to solubilize
poorly soluble sources of phosphate and potassium (larger in BPMP-PU-28; Figure S4).

There is evidence available proving that the process of crop domestication has affected
root microbiome features in a plant genotype-dependent manner [22,60,61]. Millions of
years of co-evolution between crop ancestors and their microbiota had favored the devel-
opment of specific and beneficial interactions, which were then altered by domestication
and selection. Especially, plant breeding for high yields in artificialized soil conditions,
under high fertilizer inputs, is thought to have impacted plant traits involved in beneficial
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plant-microbe interactions [61]. Wheat was domesticated in the Fertile Crescent area, which
includes Lebanon. Our results show that a bacterial strain, BPMP-PU-28, isolated from the
rhizosphere of a wheat ancestor spontaneously growing in a refuge area in Lebanon, and
another strain BPMP-EL-40, isolated from the rhizosphere of the same species but grown far
from the Fertile Crescent, in France, can interact with a modern wheat variety and behave
as bona fide PGPRs. Altogether, these results indicate that the capacity of wheat to establish
efficient beneficial interactions with PGPRs has not been profoundly and systematically
modified by domestication and breeding.

3.2. BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 Exudates Modify Root System Development

Root system development over seven days was affected by supplementing the nutrient
solution with BPMP-PU-28 or BPMP-EL-40 exudates (Figures 3 and 4). Plant inoculation
with living PGPRs has been extensively reported to impact root system development,
which is thought to contribute to improving plant hydro-mineral nutrition [2,62-64]. In
Arabidopsis, inhibition of primary root growth, stimulation of lateral root production,
increased length of lateral roots, and strong promotion of root hair elongation appear to be
almost systematically induced [7] by very different PGPR strains [19,65-71] with exceptions
since, for instance, a promotion of primary root growth has also been reported [47]. Less
information is available on wheat and it mainly concerns bread wheat T. aestivum. Contrast-
ing results have been reported in this species depending on the experimental conditions,
especially the level of inoculation and possibly the PGPR strain. Indeed, inoculation with
different PGPR species, including A. brasilense strains, has been reported to result in an
increase in the total length of the root system [45,48], or in a strong decrease in root length,
associated to thicker roots (larger root diameters), and a strong increase in root hair density
and length [46]. The latter developmental responses of the root system, observed when the
inoculation level was high, have been found to involve auxin production by the inoculated
bacteria [46].

The present results indicate that adding aliquots of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40
culture supernatants into the wheat seedlings’ nutrient solution resulted in altered root
system development, with distinctive responses for the two strains (Figures 3 and 4). An
increase in root system biomass in response to BPMP-EL-40 exudates was observed, while
BPMP-PU-28 exudates were without significant effect on this parameter. A reduction
in total root length and an increase in mean root diameter was observed in response to
both culture supernatants, the latter response being, however, significantly larger in the
case of BPMP-EL-40 (Figure 3). Close to root apices, a strong increase in root hair length
and density was observed in response to BPMP-PU-28, and not to BPMP-EL-40 culture
supernatant (Figure 4). Such root responses to the culture supernatant free from bacteria
are reminiscent of the observations reported by [46] using living bacteria. The fact that
responses to bacterial culture supernatants can be straightforwardly observed, may provide
a way, by biochemical fractioning of the growth media, to identify bacterial metabolites
and/or peptides that induce root system developmental changes. It is worth noting that,
although both BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 can produce and secrete IAA when the
growth medium is supplemented with tryptophan (Figure S2), the present metabolomics
analyses have not identified any type of auxin (or any other kinds of phytohormone families
such as cytokinins or gibberellins) in the culture supernatants (Table S2). This suggests that
compounds other than auxin were responsible for the observed developmental responses
of the root system to the bacterial exudates.

3.3. The High Complexity of the Exo-Metabolomes and Exo-Proteomes Offer Extensive
Communication and Action Possibilities for Bacteria

Metabolomes and proteomes have been obtained on total extracts of PGPR
bacteria [72-76] but very few data on exo-metabolomes [76], and none on exo-proteomes,

have been reported. Our data show the presence of a large variety of metabolites and pep-
tides in the exudates of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40. The composition of these external

157



Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 15248

14 of 24

metabolomes and proteomes strongly depends on the bacterial species, of course, but also
on the characteristics of the medium (pH) and the phase (exponential or stationary) of the
culture. A total of 108 metabolites with a score equal to or higher than 6.5 were identified
in the metabolomes of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40. The corresponding values for the
proteomes of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 are 125 and 214 sequences, respectively, of
which 110 and 84 appear to be found more specifically in the culture supernatants than in
the total cellular proteomes—thus belonging to what we have operationally defined as the
bacterial “exoproteomes”.

The PGPR exo-metabolome analysis reported by [76] concerns two different strains of
Pseudomonas. For each strain, about 110 metabolites were found in the growth supernatant.
This differed from our own minimal growth medium since it was supplemented with
15 different amino acids and contained fructose as a carbon source, which may hamper
the identification of metabolites with a molecular weight below about 200 Da (molecular
weight of fructose: 180 Da). The number of compounds (about 110) found in the growth
media for each strain under these conditions is, however, quantitatively consistent with
our own analyses. The lists of identified metabolites were not provided, but the authors
mentioned the presence of N-acyl homoserine lactone (AHLs). Of particular note is that
the AHL N-tetradecenoyl-L-homoserine lactone (TDHL) has also been found in BPMP-
PU-28 and BPMP-EL-40 exudates (Figure 5, Tables S2 and S3; compound 341). AHL:s are
amphiphilic molecules with a hydrophilic homoserine lactone ring and a hydrophobic
side acyl chain [77]. The length of this acyl chain can vary from 4 to 18 carbon atoms and
generates specificity between bacteria [43]. AHLs play a role in bacterial quorum sensing
(QS) and in bacterial communication networks. They have also been shown to have inter-
kingdom signaling properties. They have positive effects on plant growth [78,79], and could
be recognized by plant receptors and lead to modifications of plant gene expression [80,81].

It should also be noted that while no amino acids were detected in the bacterial exu-
dates under our experimental conditions, different cyclopeptides were present, namely the
cyclodipeptide (CDP) cyclo(L-Pro-4-OH-L-Leu) (cycloHPL), a nucleoside peptide named
Nikkomycin Wx (composed of L-tyrosine and 5-amino-5-deoxy-D-allo-furanuronic acid
N-glycosidally bound to 4-formyl-4-imidazolin-2-one) [82], and the cyclic tetrapeptide
Cyclo-(Tyr-Ala-Leu-Ser) (or brevibactin A) (Figure 5, Table S2). Together with AHLs, cyclic
peptides have been shown to play a role in quorum sensing [83,84]. The higher abundance
of AHLs and cyclic peptides in the exudates collected in stationary phase (Table 54) is
consistent with the fact that part of the bacterial population was then engaged in a biofilm
lifestyle, as also indicated by the presence of a veil on the walls of the Erlenmeyer flasks [85].
In addition to playing a role in quorum sensing, cyclic peptides can act as mimetics of
phytohormones [79,86,87]. The CDP cyclo (L-Pro-4-OH-L-Leu) found in BPMP-PU-28 and
BPMP-EL-40 growth supernatants is close to the CDP cyclo (L-Leu-L-Pro) identified in
Bacillus gaemokensis and is shown to upregulate salicylic acid, ethylene and jasmonic acid
signaling [88]. It is also worth noting that the CDPs cyclo (L-Pro-L-Val), cyclo (L-Pro-L-Phe)
and cyclo (L-Pro-L-Tyr), which are produced by different Pseudomonas strains (P. aeruginosa,
P. putida and P. fluorescens), have been reported to have auxin-like activity in Arabidopsis,
and to modulate auxin-responsive gene expression in roots, suggesting a role of bacterial
cyclodipeptides as phytostimulants [3,89].

In addition to AHLs and cyclopeptides, many of the metabolites identified in BPMP-
PU-28 and BPMP-EL-40 exudates may play a role in plant growth promotion, for example
by behaving as antibiotics (about 18% of the identified metabolites can be expected to have
antibiotic effects), or by improving nutrient ion acquisition, such as coproporphyrin III
which is one of the compounds identified in both strains (compound 59 in Table S4).

With respect to the proteomics data, the exo-proteomes identified in the present
study highlight and confirm the routes and structural components of bacterial exudation.
Indeed, many outer membrane proteins (OMPs) such as porins, Type I, IV, VI secretion
system proteins, flagellar and fimbrial proteins, periplasmic proteins and lipoproteins
have been identified, but no inner membrane proteins. More than a third of the bacterial
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proteome is likely to be extra-cytoplasmic [90], located in membranes in the periplasmic
space, or secreted. Different models have been proposed for bacterial exudation especially
through outer-membrane vesiculation [91-94]. Production of outer-membrane vesicles
(OMVs) underlies evolutionarily conserved mechanisms important in cell communication.
OMVs can carry metabolites, enzymes, peptides and nucleic acids. They can deliver high
concentrations of active compounds, allow protection of transported molecules [95,96], and
have been shown to play a role in horizontal gene transfer, defense, virulence and intra-
and inter-species communication [97,98]. It is interesting to note that the same categories of
outer membrane components are found in both BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 exudates
(including proteases), revealing a common pathway for exudation. Besides these common
OMPs, the remaining exo-proteome components, which are likely to be mainly transported
in the lumen of OMVs, are species specific. A striking result is the overrepresentation of
the category “peptidase”, which comprises 14% and 6% of the proteins in the BPMP-PU-28
and BPMP-EL-40 exoproteomes, respectively. It is also interesting to note that, among the
semantic terms describing the BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 exoproteomes (Figure S7
and Table S5), the presence of “Substrate Binding” indicates a type of membrane transport
activity that is likely to contribute to solute exchange between the bacteria and the host
plant roots.

3.4. Conclusions

Thus, our data provide evidence that PGPRs can constitutively produce very rich and
complex exo-metabolomes and exo-proteomes, the composition of which is significantly
dependent on the external environment and the bacterial lifestyle (planktonic phase or
biofilm). The richness and complexity of these metabolomes and proteomes support the
hypothesis that, in each PGPR strain, numerous and complex mechanisms can simulta-
neously contribute to plant growth promotion. Figure 8 provides a synoptic view of the
diverse pathways and mechanisms that the exuded compounds could trigger, giving rise
to beneficial interactions with the plant.

Exudation nutrition 1947... e
Antibiotics (62,63, |_._._ .
361, 246, 375, ‘1.3___ 4 Pathogenic bacteria and fungi
Chitin synthase | __ 4
| inhibitor (93) |

~-.
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Figure 8. Exo-metabolites and exo-proteins constitutively exudated by BPMP-PU-28 (Pseudomonas
urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii); diverse and complex pathways are likely to give
rise to beneficial interactions with the plant.

Exudates are likely to be protected in outer-membrane vesicles, which allow long dis-
tance communication. Proteases and exo-metabolites, such as antibiotics or chitin synthase
inhibitors, are potentially involved in defense against competitors, plant pathogens and
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pests. Other exo-metabolites such as riboflavins, coproporphyrin and dethiobiotin are likely
to be involved in plant nutrition, while specific cyclopeptides and N-acyl-homoserines
lactones can potentially mimic phytohormones and affect root and root hair development.

All the exo-metabolites and proteins whose names are present in this figure can be
retrieved with their number in Supplemental Tables 52 and S5, respectively.

This diversity is also likely to broaden the spectra of plant genotypes, cultivars, acces-
sions and species with which beneficial interactions can be developed. It might contribute
to the fact that PGPR strains isolated from the rhizosphere of a wheat ancestor growing
in its refuge area in Lebanon, or far from this region in a west Europe soil, can display
beneficial effects upon interactions with a modern wheat elite cultivar. It would be worth
further deciphering and evaluating these mechanisms and pathways, by investigating
the effects of host plant root exudates on the bacterial exoproteomes and metabolomes.
Furthermore, the fact that collected bacterial exudates can, in vitro, affect the development
of the root system, is likely to help, by biochemical fractionation, identify the mechanisms
involved in root-PGPR communication and the resulting benefits for the plant.

4. Materials and Methods
4.1. Soil Sampling

Wild emmer (T. t. dicoccoides, accession Ttd-NC-2019), a wheat ancestor, was grown in
two soils—one from a non-cultivated refuge area of the Fertile Crescent in Lebanon (latitude:
33°51'35.6"" N: longitude: 36°07'09.6"" E; altitude: 1220 m) near the town of Nabi Chit, and
the other one from France (latitude: 43°37’11.0” N; longitude: 3°58745.2” E; altitude: 12 m)
near the town of Mauguio. The two soils were sampled in 2019 and had similar physical
and chemical properties (Table S1) based on analyses carried out as described in [99].

4.2. Diazotrophic Bacteria Selection and Characterization

Bacteria were isolated from the entire rhizosphere (grinded soil + roots) of T. t. dic-
occoides and grown for 6 weeks in both soils, in a growth chamber with a 16-h diurnal
photoperiod, a day/night temperature of 22/20 °C, a light intensity of 150 pE, and a rela-
tive air humidity of 70%. Diazotrophic bacteria were isolated using semi-solid selective
Nitrogen Free Bromothymol Blue (NFb) medium according to [100]. Briefly, rthizospheric
samples (ca. 10 mg of soil) were surface-inoculated in semi-solid NFb tubes. About three
days later, sub-surface veils were collected and inoculated again in new semi-solid NFb
tubes to confirm bacterial growth in this N-free medium. The last sub-surface veils were
then serially diluted and inoculated by spread-plating onto solid NFb medium, supple-
mented with 40 mg/L yeast extract. Diazotrophic strains were then individually identified
amongst the colonies, as those able to form sub-surface veils in semi-solid NFb tubes.
After extraction of genomic DNA (Neo-Biotech Quick Bacteria Genomic DNA Extraction
Kit), bacterial isolates were first distinguished based on their BOX- profiles [101] and then
further identified by 16S rRNA gene sequencing [102]. Assessment of bacterial ability
to solubilize and use (i) poorly soluble sources of P (tri-calcium phosphate and phytate)
was performed using Pikovskaya medium [103], and (ii) a poorly soluble source of K*
(feldspar, potassium aluminosilicate, potash feldspar, Bath Potters” Supplies, Somerset,
UK) was performed using Alexandrov medium, according to [104]. The solubilization
index (SI; (colony diameter + halo zone diameter) divided by colony diameter; [99,100])
was determined 5 days after the bacterial suspension was dropped on the agar medium
(incubation at 28 °C). Indole-3-acetic acid production was determined according to [105]
and [106]. Hydrogen cyanide production was tested according to [105] and [107].

Bacterial capacity to fix atmospheric nitrogen was assessed by injecting 2 mL of °N,
into a 9 mL tube (Vacuette® tube, 455001-Greiner Bio-One), through the septum of the tube,
containing 3 mL of liquid NFb medium. After 5 days of culture at 37°C, the §'°N (1°N/14N)
was assayed in freeze-dried bacterial pellets obtained after centrifugation (10 min at 3220
rcf at room temperature) using isotopic mass spectrometry (Elemental Analyzer Vario-
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PYROcube coupled to an IsoPrime Precision mass spectrometer, Elementar, Langenselbold,
Germany).

From an initial collection of 32 diazotrophic bacterial strains (16 strains isolated from
the Lebanese soil and another 16 strains from the French soil), two species displaying
distinctive characteristics according to the tests described above, one from the Lebanese
soil (LS) and the other from the French soil (FS), were selected for the present study. After
genome sequencing, they were matched to Pseudomonas urmiensis (LS) and Enterobacter lud-
wigii (FS) and were named BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40, respectively, in this manuscript.

Bacterial whole-genome sequencing was performed at Beijing Genomics Institute (BGI,
Hong Kong, China) using dnbseq sequencing technology [108]. Contigs assembly and gene
and protein annotation were carried out at https://galaxy.migale.inrae.fr/ (2018) and the
genomic maps were built using the BLAST Ring Image Generator (BRIG software) [109].

4.3. PGPR Effect on Growth and Development of an Elite Wheat Cultivar

Seeds of an elite durum wheat (cv. Anvergur) were surface-sterilized (by soaking for
20 min in 4 % calcium hypochlorite) and rinsed 4 times for 5 min with sterile distilled water
under a laminar flow hood. They were transferred onto sterile water-humidified filter paper
in a Petri dish and kept in the dark at 26 °C for 2-3 days until they had a visible hypocotyl
and roots 3—4 cm long. Seedlings were inoculated by immersion for 1 h in a bacterial
suspension (107 CFU.mL ™! in water; ODgqp: 0.1). They were then immersed in sterile water
and thereafter transferred onto a sterilized substrate (peat/sand/vermiculite mixture, 1:1:1
v, in 3 L pots; 4 seedlings per pot; 6 pots per condition, placed in a tray moved randomly
every week in the greenhouse) in the greenhouse (16 h diurnal photoperiod, a day/night
temperature of 21/17 °C). Uninoculated seedlings treated in a similar way were used as
controls. The pots were watered with a Hoagland solution (1 mM NH4NO3, 5 mM KNOj3
2 mM Ca(NOs3)p, 2 mM MgSOy, 1 mM KH,POy, 0.1 mM NaFe(IlI) EDTA, 12.5 pM H3BOs3,
2 uM MnCly, 3 uM ZnSOy, 0.5 uM CuSOy, 0.1 pM NayMoOy, 0.1uM NiSO4 and 25 uM
KCl) as used by [35], or with modified Hoagland solutions containing a low concentration
of nitrate, either 100 pM or 250 pM KNOj as a unique nitrogen source (no addition of
NH4NOs in the nutrient solutions, 2 mM Ca(NOs3), being replaced with 2 mM CaCl,, and
the reduction of the concentration of KNOj being compensated for by addition of KCl).

The plants were phenotyped using the PhenoArch platform [110] hosted at M3P, Mont-
pellier Plant Phenotyping Platforms (https://www6.montpellier.inrae.fr/lepse /Plateformes-
de-phenotypage/Montpellier-Plant-Phenotyping-Platforms-M3P) (accessed on 11 June 2020).
RGB images were taken for each plant from 13 views (12 side views with 30° rotational
difference and one top view). Briefly, plant pixels were segmented from the background
using a combination of thresholding and random forest algorithms, as described by [111],
and available at (https://github.com/openalea/phenomenal) (accessed on 16 November
2020). The whole plant leaf area and shoot fresh weight were estimated using calibration
curves built with multiple linear regression models, based on processed images against
ground truth measurements of leaf area and fresh biomass.

The number of spikelets per rachis node on the main shoot was determined after
11 weeks of growth. Thousand-seed mass and the total seed mass per pot were determined
at the end of the cycle. Seeds were harvested, shelled and then ground with a mortar. The
seed nitrogen and carbon contents of the samples were determined using isotopic mass
spectrometry (Elemental Analyzer Vario-PYROcube coupled to an IsoPrime Precision mass
spectrometer, Elementar, UK).

4.4. Bacterial Culture Media for Metabolomic and Proteomic Profiling

Preliminary experiments were performed to develop a minimal medium containing
a carbon source with a molecular mass below 100 Da, for the purpose of investigating
the exo-metabolomes of PGPR strains. Lactic acid (molecular weight: 90 Da) was chosen
because it was found to allow most of the tested PGPRs from our collection, including
BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40, to grow at a sufficiently rapid rate. Two types of bacterial
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culture media were used, buffered and unbuffered. The basal medium was a Hoagland
solution (composition detailed above) complemented with 2% lactic acid (approximately
220 mM) as the sole carbon source. It was either supplemented with 150 mM phosphate
buffer (KH,PO4/K,;HPOy, pH 6.8) or not supplemented with buffer (pH adjusted in both
cases to 6.8 with NaOH).

4.5. Bacterial Growth Curve in Minimal Media for Metabolomic and Proteomic Analyses

Half a loop of a bacterial colony, grown on LB medium in a Petri dish, was transferred
into an Eppendorf tube containing 300 pL of either buffered or unbuffered minimal growth
medium. A volume of 30 uL of the bacterial suspension thereby obtained was transferred
into a pre-culture tube containing 3 mL of the corresponding minimal medium. Pre-culture
was performed at 37 °C with gentle shaking at 200 rpm. After approximately 24 h, 300 uL of
the bacterial pre-culture (approximatively 10° colony-forming units, CFU) was transferred
into a 200 mL Erlenmeyer flask containing 50 mL of the corresponding minimal growth
medium. The inoculated medium in the Erlenmeyer was then incubated for approximately
60 h at 37 °C and 200 rpm. The bacterial growth curve was generated by measuring the
optical density of the bacterial suspension at 600 nm every two hours (Spectrophotometer,
SmartSpec™ 3000-BIO-RAD, Hercules, CA, USA).

4.6. Metabolomics and Proteomics Profiling of Bacterial Exudates

Samples from the above-described bacterial cultures were taken during both the
exponential and stationary phases of the growth, with respect to the growth curves, after
24 h and 48 h of culture for BPMP-PU-28, and 16 h and 40 h for BPMP-EL-40, respectively.
After two successive centrifugations (3220 rcf, 15 min at 4 °C), supernatants were filtered
(0.22 um filter) and were either directly desalted using a C18 Sep Pak column (WAT036820-
SPE Cartridge, SEP-PAK ® TC18 Cart 1cc, Waters™, Milford, MA, USA) according to [112]
for metabolomics analysis, or first reduced with 10 mM DTT (1.4-dithiothreitol), alkylated
with 50 mM iodoacetamide, and then desalted using the same type of C18 Sep Pak column
for proteomics analysis. Column eluents were lyophilized and stored at —20 °C before
metabolomics and proteomics analyses.

For metabolomics, ultra-high-performance liquid chromatography—high-resolution
MS (UHPLC—HRMS) analyses were performed on a Q Exactive Plus quadrupole mass spec-
trometer. Data processing and annotation were performed by MS-CleanR workflow [37].
See supplementary Information for details (Method S1).

For proteomics, the samples were either digested or not with trypsin. They were
analyzed online using nanoHPLC (NCS3000, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), with a
gradient of 140 min, coupled to a mass spectrometer having the nano electrospray source
Q-Exactive plus (Thermo Fisher Scientific). Database-dependent search algorithms and
de novo sequencing were performed using the PEAKS X plus software (Bioinformatics
Solutions Inc., Waterloo, ON, Canada) [113]. The database of peptides, deduced from
the 6 reading frames generated from each bacterium genome, was used for peptide and
protein identifications. Cysteine carbamidomethylation (+57.02 Da) was set as a static
modification, and methionine oxidation (+15.99 Da) and deamidation (+0.98 Da), as a
variable modification. The parent mass error tolerance was set to 10 ppm, and the fragment
mass error tolerance was set to 0.05 Da. For trypsin digestion, maximum missed cleavages
were set at 3 and for non-digestion, no enzyme and unspecific digestion were used. The false
discovery rate (FDR) threshold was set to 1%. Peptides identified by de novo sequencing
were blasted (https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) (2009). Raw data
were deposited on PRIDE-Proteomics Identification Database (PXD034914).

4.7. Effects of Bacterial Growth Supernatants on Wheat Development in Hydroponics Condition

Young, sterilized seedlings of the elite durum wheat (cv. Anvergur) were obtained
according to the protocol described above. After excision of the seeds, they were transferred
onto 40 mL of sterile Hoagland solution supplemented with sterile (0.22 um-filtered) growth
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supernatants taken during the stationary phase of the bacterial growth (final dilution: 5%).
The final pH of the solution was adjusted to 6 with HCl. For mock treatment, seedlings
were grown in the same hydroponic conditions using a Hoagland solution supplemented
with 5% of a solution containing 0.8% of lactic acid, the Hoagland salts listed above, and
150 mM phosphate buffer. The growth solution was contained in 50 mL glass tubes. One
seedling was introduced per tube, and a piece of sterile cotton was arranged around
the coleoptile and pressed into the tube (without contact with the hydroponics solution),
in order to preserve the sterility of the solution while allowing gas exchanges with the
atmosphere. The entire procedure was carried out under a laminar flow hood. The tubes
were wrapped in aluminum foil (to protect the growing roots against light) and placed
in the culture chamber for 7 days. The sterility of the hydroponics solution at the end
of the 7-day growth was tested using LB agar plates, and detection of microorganisms
on the plate after 48 h of incubation at 37 °C led to discarding the corresponding plant.
Plant root systems were scanned (Epson Perfection V850 Pro Scanner, Epson, Nagano,
Japan). The resulting images were analyzed to measure root system parameters using
the WinRHIZO™ software (V.2009 Pro, Regent Instruments, Montreal, QC, Canada),
as indicated (http:/ /regent.qc.ca/assets/winrhizo_software.html (released in 1996) for
“Analysis of washed root systems”).

4.8. Statistical Analysis

For biochemical and physiological tests, data are mean values of independent exper-
imental repetitions. Depending on the experiments, differences among treatments were
analyzed by unpaired t-test or one-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple range, using
GraphPad Prism 8 version 8.3.0 (San Diego, CA, USA) and taking p < 0.0001, p < 0.001,
p <0.01 or p < 0.05, based on unpaired experimental design, as significant.

For metabolomics data, statistical analyses were performed with metaboanalyst 5.0
web interface [114]. All data were normalized to total ion chromatogram (TIC) and were
UV (unit variance) scaled before multivariate analysis.
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Figure S1. Genome maps of BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 bacterial strains.

Blast Ring Image Generator (BRIG) diagram showing homologous chromosome and plasmid segments resulting
from the sequencing of the BPMP-PU-28 (A) and BPMP-EL-40 (B) genomes. The genomic sequences were
blasted against the reference genome of Pseudomonas urmiensis (JABWRE020000001.1) and Enterobacter
ludwigii (CP017279.1, CP017280.1) of the NCBI.
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Figure S2. Indole-3-acetic acid (IAA) production by BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-
EL-40 (Enterobacter ludwigii).

The bacteria were grown for 48 h in LB medium supplemented with tryptophan (0.2%). IAA was assayed in
the media as described in [105,106]. Means + SE (n = 3). *** above the bars indicate that the difference
between BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii) is
statistically significant (Student's t-Test, P< 0.001).

171



Control

Figure S3. Hydrogen cyanide production ability of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40
(Enterobacter ludwigii). Both BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter
ludwigii) were grown on agar plates (LB medium supplemented with 0.25% glycine). A change in color from yellow to
orange of a piece of filter paper soaked in alkaline picrate solution and adhering to the inside of the Petri dish lid
indicates hydrogen cyanide production capacity. Control: agar plate without bacteria.
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Figure S4. Ability of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii)
to use poorly available sources of phosphorus and potassium.

The two bacterial strains were grown on agar plates containing a poorly available source of P, either tri-
calcium phosphate or phytate, in Pikovskaya medium, or a poorly soluble source of K*, feldspar (potassium
aluminosilicate, Potash Feldspar, Bath Potters' Supplies, Somerset, UK) in Alexandrov medium. Bacterial
ability to use these nutrient sources was assessed by determining the so-called solubilisation index (SI),
based on measurement of the diameter of the bacterial colony and of the diameter of the halo zone around
the colony (at 5 days of growth after the drop of the bacterial suspension on the agar plate). A Sl value
higher than 1 indicates the ability of bacteria to solubilize the nutrient source. Means + SE (n = 3). ** and ***
above the bars indicate that the difference between the bacterial strains BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas
urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii) is statistically significant (Student's t-Test, P< 0.01
and 0.001 respectively).
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Figure S5. Growth of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii)
in a minimal medium supplemented with lactate as carbon source.

Composition of the growth medium: Hoagland solution supplemented with 2% (ca. 220 mM) lactate, pH 6.8.
Bacteria were grown for 60 hours at 37°C and 200 rpm.

(A) and (D) Typical growth kinetics of Pseudomonas urmiensis and Enterobacter ludwigii. The arrows above
the kinetics indicate the times at which aliquots of culture media were taken in similar experiments (during the
exponential and stationary phases, E and S, respectively) for lactate concentration, pH measurement, and for
metabolomics and proteomics analyses of bacterial culture supernatants (see Figures 5 and 6) and tests of
their effects on root system and root hair development (Figures 3 and 4).

(B) and (E) Decrease in the percentage of lactate of the culture medium of Pseudomonas urmiensis (B) and
Enterobacter ludwigii (E).

(C) and (F) Evolution of the pH in the Pseudomonas urmiensis (C) and Enterobacter ludwigii (F) culture
medium.
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Figure S6. Comparative metabolomics profiling of supernatants of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis)
and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii) culture media: principal component analysis (PCA) of the
metabolites identified in the culture supernatant of the two bacterial strains.

BPMP-PU-28 and BPMP-EL-40 bacteria (Pseu: Pseudomonas urmiensis and Enter: Enterobacter ludwigii,
respectively) were grown (6 biological replicates per condition) in a minimal Hoagland medium complemented with 2%
lactate (as carbon source) and buffered with phosphate buffer (150 mM, pH 6.8) or unbuffered (B and U, respectively).
Aliquots of culture media were collected during the exponential (E) or stationary phases (S) (as indicated by the
arrows in Figure S5 A and D). Untargeted metabolomics analyses of the collected culture supernatant were performed
via UHPLC-MS/MS fragmentation. Score plots were generated using MetaboAnalyst software. (A) Global PCA
compiling both strains at two different stages (E and S) and in the two culture media (B and U). (B) and (C) PCA
analysis of the growth media collected during the exponential (B) and stationary phase (C) of the two strains in
presence of buffered or unbuffered media. (D) and (E) PCA analysis of the buffered (D) and unbuffered (E) culture
media collected for each of the two strains during the exponential and stationary phases (E and S).
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Figure S7. Tag cloud comparison between the total proteome and exudate-specific proteome in BPMP-PU-28
(Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii).

BPMP-PU-28 (Pseu: Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enter: Enterobacter ludwigii) were grown in minimal
buffered medium. Culture samples (bacteria and culture supernatants isolated by centrifugation) were collected during the
stationary phase (see Figure S5) for proteomics analyses (total bacterial proteomes and exudate-specific proteomes,
respectively). Lists of proteins: see Table S5. The annotations of the proteins found in the total proteomes and in the
exudate-specific proteomes of the two bacterial strains were used to generate tag clouds (https://www.nuagesdemots.fr/)
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Figure S8. Effect of inoculation with Azospirillum sp. (Azos) on seed yield of wheat plants grown under low

assimilable nitrogen availability.

Elite durum wheat (cv. Anvergur) plants were grown in greenhouse in pots on an artificial solid substrate (6 pots per
condition, 4 plants per pot). They were inoculated with Azospirillum sp. (Azos) or not inoculated. Nutrients
necessary for plant growth were brought with 2 different watering solutions, all derived from Hoagland medium but
containing either 250 pM assimilable nitrogen (provided as NOjy’) for inoculated plants (white bars) and for non-
inoculated "negative" control plants (C-, black bars), or containing 11 mM assimilable nitrogen (10 mM NO; and 1
mM NH,*) for non-inoculated "positive” control plants (C+, black bars). Thousand-seed mass (A) and total seed
mass per pot (B) of 16-week-old plants. Means + SE (n = 6 pots). *, ** and *** above the bars indicate that the
difference with the uninoculated condition under nitrogen limitation (#) is statistically significant (Student's t-Test, P<

0.05, 0.01 and 0.001 respectively).
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Table S1. Physicochemical properties of the soil from the Lebanon refuge area where the endemic wild emmer was

selected, and from the French soil where we grew this wheat ancestor.

We isolated diazotrophic bacteria from the rhizospheric soil of this wild emmer growing in the Lebanon refuge area and in the

French soil.
Physical properties
Lebanese soil French soil
Sand (%) 41 33
Silt (%) 39 40
Clay (%) 20 27
Soil textural class Alluvial clay Alluvial clay
Lebanese soil French soil
Parameters Values Remarque Values Remarque
pH (H20) 7 Neutral 7.5 Basic
EC (ds.m?) 0.13 Low 0.2 Low
Organic matter (%) 2.1 Medium 1.76 Medium
Total limestone (%) 8 Medium 3 Medium
Active limestone (%) 2.7 Low 1 Low
Organic nitrogen (%) 0.13 Low 0.11 Low
Available P (ppm) 51.2 Medium 104 Medium
Available K (ppm) 544 High 413 High
Exchangeable Na (ppm) 118 Low 165 Low
Exchangeable Mg (ppm) 665 High 468 High
Exchangeable Ca (ppm) 10126 High 7502 High
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Table S2. (Data sheet)

List of metabolites identified in BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii) culture
supernatants.

Both bacteria were grown in buffered minimal medium and aliquots of bacterial culture supernatant were collected during the
stationary phase.

180



Table S3. Global comparative metabolomics profiling of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40
(Enterobacter ludwigii) culture supernatants: top 50 more discriminating metabolites in buffered or unbuffered culture
media collected during the exponential or stationary phases.

For the complete list of metabolites, see Table S2. Corresponding heat map: see Figure 6A. As described in the legends to Figure
S5 and Figure 6A, the bacteria were grown either in buffered (B) or unbuffered (U) minimal medium and aliquots of bacterial
culture supernatant were collected either during the exponential (E) or stationary (S) phase (see Figure S5) for metabolomics
analysis. Numbers on the left refer to the metabolites whose distribution and abundance are reported in the heat map shown in
Figure 5a. Annotations were performed using MSCleanR workflow. N°: metabolite humber; Rt min: retention time in min;
m/z[M+H]+: mass/charge; bank: bank used to identify the metabolite; total score: score of the fragmented metabolite (only
metabolites identified with scores equal to or higher than 6.5 were selected). Three biological replicates, each one being used for
two technical replicates.

N° Rt.min m/z [M+H] + Bank Formula Compound annotated Total score

10 6.124 275.10382 Pseudo C14H16N204 Tryptophan; N?-Methoxycarbonyl, Me 6.935
ester
27 6.232 216.12376 Generic C10H19NO4 (2S)-5-acetamidopentyl 2- 7.2705
hydroxypropanoate

201 9.614 185.11804 Generic C10H1803 8-methyl-5-0x0-nonanoic acid 7.2146
502 5.374 227.1393 Generic C11H1sN203 Cyclo-(L-Pro-4-OH-L-Leu) 7.0225
29 9.028 187.13348 Pseudo C10H2003 ?-hydroxydecanoic acid 6.842

7 7.053 159.10223 Pseudo CsH1603 (+/-)-3-hydroxyoctanoic acid 8.3247
17 5511 215.1394 Generic C10H1sN203 Dethiobiotin 7.3222
393 9.14 160.07588 Pseudo C10HsNO 2-methyl-1H-quinolin-4-one 6.513
26 8.504 183.10196 Pseudo Ci10H1403 [2-(5-Oxo-1-cyclopenten-1- 7.2577

yl)methyl]butanoic acid

6 11.626 351.21487 Generic Ci1H320s5 Corchorifatty acid F 6.6124
451 8.338 506.25381 Generic C27H39sNO6S 9-Oxoepothilone D 6.794
51 11.688 310.14432 Generic Ci9H19NO3 CJ 16171 7.077
108 9.168 468.27307 Generic CasH37NOs Pyxipyrrolone B 6.9859
32 4.006 405.10495 Pseudo C17H15N4Og 1,2,3,4,7,8-Hexahydro-6-(4- 6.5099

hydroxyphenyl)-8-(2,3,4,5-
tetrahydroxypentyl)-2,4,7-pteridinetrione

296 10.344 312.16003 Generic C19H21NO3 CJ 16170 7.5184
380 8.095 357.11646 Generic Ci16H2009 Pestalotiopyrone K 7.3357
66 6.534 435.11423 Generic C24H200g Terfestatin C 6.8471

1 7.555 275.11386 Generic Ci12H2007 Methy! (3r)-3-{[(3r)-3-{[(3r)-3- 7.058

hydroxybutanoyl]oxy}butanoyl]oxy}butan
oate
450 9.711 501.1954 Generic C23H3,012 Talapolyester D 7.2782
445 9.075 487.17969 Generic C22H30012 Talapolyester A 7.0784
403 7.653 387.1636 Generic CigH2609 Macrosphelide K 7.1868
514 7.244 245.13892 Generic Ci12H200s Phomolide G 7.2239
498 6.141 217.10753 Generic C10H1605 Aspyronol 7.0509
427 6.836 437.14267 Generic C21H24010 Daldinin D 6.9164
223 7.286 217.10777 Pseudo CioH150s 3-hydroxysebacate 7.5995
378 6.782 357.1163 Generic Ci16H2009 Pestalotiopyrone K 7.4888
346 8.306 313.12631 Generic Ci5H2007 Cyclocalopin A-15-OL 7.7123
288 5.4 305.08792 Pseudo Ci12H1809 Galactose; 1,2,6-Tri-Ac 6.6442
382 5.596 359.10474 Generic  Cy1H23N,O7PS Pantetheine 4'-phosphate 6.7873
447 9.718 487.14368 Generic CasH220sg Streptoanthraquinone A 6.7253
93 8.262 473.12738 Generic Ci9H22N409 Nikkomycin Wx 6.862
500 3.716 259.07953 Pseudo CoH1607 Caryose 6.6703
366 7.956 343.10049 Pseudo C13H2009 Methyl ?-D-glucopyranoside; 2,4,6-Tri- 7.609
Ac

43 11.924 243.19626 Pseudo C14H2503 (+/-)-3-hydroxymyristic acid 6.9071
341 9.204 310.23834 Generic C18H31NO3 N-Tetradecenoyl-L-homoserine lactone 6.5151
348 7.213 313.12659 Generic C15H2007 Cyclocalopin A-15-OL 6.746
217 10.189 211.16957 Pseudo Ci13H2.0, 2,4-Tridecadienoic acid 6.5514
414 10.748 415.21228 Generic C24H3006 Chaetopenoid A 7.1278
67 6.062 245.09293 Pseudo C13H14N203 N-acetyl-D-tryptophan 6.7931
519 5.952 273.16797 Pseudo C14H2405 Mupirocin H 6.8823
351 7.624 315.17844 Generic Ci16H2606 Isoaigialone A 6.5883
363 6.861 331.2099 Generic Ci7H3006 Linieodolide A 7.3222
497 9.597 214.25349 Generic Ci4Hz1N Medelamine A;NK 148198A 7.3576
505 5.302 118.08648 Generic C11H19NOg N-Acetylmuramate 6.5535
478 4.047 111.08068 Generic C7H100 2-Isopropylfuran 6.751
528 5.263 269.06424 Generic C11H10N4O3 Not named 7.3162
413 8.949 415.1221 Pseudo Ci1gH2011 Dihydro-4-hydroxy-2(3H)-furanone; O-[4- 7.785

Hydroxy-3-methoxybenzoyl-(?6)-?-D-
glucopyranoside]

268 6.175 271.16681 Generic C13H24N204 Elaiomycin D 6.9345
87 4.633 107.05003 Pseudo C7HsO o-cresol 6.9966
283 4,932 292.08313 Generic C14H15NOg Alkaloid AM 6201;Reductiomycin 6.5359
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Table S4. Comparative metabolomics profiling of BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40
(Enterobacter ludwigii) buffered minimal culture media collected during the stationary phase: top 50 more discriminating

metabolites between the two bacterial strains.

For the complete list of metabolites, see Table S2. Corresponding heat map: see Figure 6B. As described in the legends to Figure
S5 and Figure 6B, the bacteria were grown in buffered (B) minimal medium, and aliquots of bacterial culture supernatant were
collected during the stationary (S) phase (see Figure S5). Numbers at the left refer to the metabolites whose distribution and
abundance are reported in the heat map shown in Figure 5B. Annotations were performed using MSCleanR workflow. N°:
metabolite number; Rt min: retention time in min; m/z[M+H] +: mass/charge; bank: bank used to identify the metabolites; total
score: score of the fragmented metabolite (only metabolites identified with scores equal to or higher than 6.5 were selected for
BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) (A) and BPMP-EL-40 (Enterobacter ludwigii) (B). Data from three biological replicates,

each one being used for two technical replicates.

(A)

N° Rt.min  m/z [M+H] + Bank Formula Compound annotated Total score
502 5.374 227.1393 Generic C,,H,N,O, Cyclo-(L-Pro-4-OH-L-Leu) 7.0225
51 11.688  310.14432 Generic CoH, NO, CJ 16171 7.077
142 9.482 534.2851 Generic C,,H,gNO, SMTP 4D 6.587
289 11.524 312.16 Generic C,H,,NO, CJ 16170 6.8153
316 6.881 348.10229 Generic C,¢H;;N,O0,S Cephalexin 6.7342
476 5.584 761.42029 Generic C,H N0y Xentrivalpeptide Q 6.6381
451 8.338 506.25381 Generic C,,HNOS 9-Oxoepothilone D 6.794
17 5511 215.1394 Generic C,oH1sN,0, Dethiobiotin 7.3222
339 1.624 308.09189 Generic C,oH;sN;0.S Glutathione 7.4493
10 6.124 275.10382 Pseudo CH, N0, Tryptophan; N?-Methoxycarbonyl, Me 6.935
ester
246 5.88 280.06161 Generic C,,H;;NO, Exopisiod B 6.6339
27 6.232 216.12376 Generic C,HNO, (2S)-5-acetamidopentyl 2- 7.2705
hydroxypropanoate
(B)
N° Rt.min  m/z [M+H] + Bank Formula Compound annotated Total score
66 6.534 435.11423 Generic C,,H,004 Terfestatin C 6.8471
447 9.718  487.14368  Generic CH,,04 Streptoanthraquinone A 6.7253
528 5.263 269.06424 Generic C,H, N, O, Columbianetin 7.3162
215 6.794 203.12857 Pseudo C,oH,00, (3R,9R)-3,9-dihydroxydecanoic acid 6.9589
1 7.555 275.11386  Generic C,H,00, Methyl (3r)-3-{[(3r)-3-{[(3r)-3- 7.058
hydroxybutanoyl]oxy}butanoyl]oxy}butanoate
288 5.4 305.08792  Pseudo C,H.:04 Galactose; 1,2,6-Tri-Ac 6.6442
375 6.546 353.15024 Generic CoH,N,0, Hinduchelin D 6.6095
549 10.456  295.15237 Generic C.eH,,04 (1R,2R,3S,8aR)-7-Acetyl-1,2,3,4,8,8a- 7.0529
hexahydro-3,6-dihydroxy-1,8a-
dimethylnaphthalen-2-yl acetate
505 5302  118.08648  Generic C,HNOg N-Acetylmuramate 6.5535
535 12.035 277.18051 Generic C,H,,0, Acremeremophilane H 7.634
497 9.597 214.25349 Generic CH;N Medelamine A;NK 148198A 7.3576
519 5.952 273.16797 Pseudo C..H,,04 Mupirocin H 6.8823
201 9.614 185.11804 Generic C,oH1s0, 8-methyl-5-0x0-nonanoic acid 7.2146
223 7.286 217.10777 Pseudo CoH1:0s 3-hydroxysebacate 7.5995
262 10.193  259.19156 Pseudo C,,Hx0, (3R)-3,14-dihydroxytetradecanoic acid 6.9651
351 7.624 315.17844 Generic C,6H204 Isoaigialone A 6.5883
219 10.574  211.13373 Generic C.,H,.0, Herbarumin IIl;(+)-Herbarumin Il 6.9954
190 5.581 173.08153 Generic CH,,0, 6-Hydroxy-4-oxohexyl acetate 7.1942
403 7.653 387.1636 Generic CsHx0, Macrosphelide K 7.1868
514 7.244 245.13892 Generic C.,H,.0; Phomolide G 7.2239
498 6.141 217.10753 Generic C,oH160, Aspyronol 7.0509
414 10.748  415.21228 Generic C,,H.,0 Chaetopenoid A 7.1278
450 9.711 501.1954 Generic C,H..0,, Talapolyester D 7.2782
445 9.075  487.17969  Generic C,,H;,0,, Talapolyester A 7.0784
378 6.782 357.1163 Generic C,6H,0, Pestalotiopyrone K 7.4888
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43

29

67
268
87
348
427
346
283
341
217
317

11.924
7.053
9.028

6.062
6.175
4.633
7.213
6.836
8.306
4.932
9.204
10.18
7.017

243.19626
159.10223
187.13348

245.0929
271.1668
107.05
313.1266
437.1427
313.1263
292.0831
310.2383
211.1696
371.0959

Pseudo
Pseudo
Pseudo

Pseudo
Generic
Pseudo
Generic
Generic
Generic
Generic
Generic
Pseudo
Pseudo

(+/-)-3-hydroxymyristic acid
(+/-)-3-hydroxyoctanoic acid
? -hydroxydecanoic acid

N-acetyl-D-tryptophan
Elaiomycin D
o-cresol
Cyclocalopin A-15-OL
Daldinin D
Cyclocalopin A-15-OL
Alkaloid AM 6201;Reductiomycin
N-Tetradecenoyl-L-homoserine lactone
2,4-Tridecadienoic acid
Mannose; 1,2,3,4-Tetra-Ac

6.9071
8.3247
6.842

6.7931
6.9345
6.9966
6.746
6.9164
7.7123
6.5359
6.5151
6.5514
7.2938




Table S5. (Data sheets) List of peptides identified in BPMP-PU-28 (Pseudomonas urmiensis) and BPMP-EL-40
(Enterobacter ludwigii) or their culture supernatant.

Pseudomonas urmiensis and Enterobacter ludwigii were grown in minimal Hoagland medium supplemented with lactate (2%)
and buffered with phosphate buffer (150 mM, pH 6.7). Aliquots of culture supernatant or bacteria pellet were collected during
the stationary phase.

Data sheet 1: Peptides without digestion
Data sheet 2: Whole bacterial proteome
Data sheet 3: Common culture supernatant and the whole proteome
Data sheet 4: Specifically, protein present in the culture supernatant
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Chapitre 8

Conclusion générale et perspectives
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Nos objectifs au départ de la thése étaient i) de caractériser les exsudats racinaires
d'une série de sous-espéces de blé récapitulant les grandes étapes de la
domestication du blé dur pour déterminer I'impact de cette derniére sur les profils
d’exsudation, ii) de caractériser les bactéries diazotrophes présentes dans la
rhizosphére d’un blé ancestral et d’évaluer I'effet PGPR de ces souches sur la série
de domestication, iii) de caractériser les exsudats bactériens des souches PGPR
isolées et de tester I'effet de ces exsudats sur les blés (croissance et exsudation) et
enfin iv) de tester I'effet des exsudats racinaires sur la croissance et les profils

d’exsudation des bactéries diazotrophes isolées.

Dans une premiere partie, nous avons testé un systeme de récolte des exsudats
racinaires directement a partir de la solution nutritive puis en la dessalant et nous
avons comparé les profils métabolomiques avec le systeme le plus commun
d’exsudation a savoir 'exsudation dans I'eau pure. Les deux systémes ont montré des
différences sensibles dans leur profil et une reproductibilité plus aléatoire pour
'exsudation dans l'eau. Les micro-blessures lors du lavage des explants avant
'exsudation dans I'eau sont peut-étre un des facteurs difficiles a maitriser. D’autres
systémes de récolte existent comme un lessivage rapide sous vide avec solvant
(méthanol 70%) en milieu acide (Petriacq et al., 2017) mais chaque systéme impose
des compromis. Le systéme Sep Pak C18 de dessalage est efficace pour retenir les
molécules organiques mais certaines molécules non retenues (flow through)

pourraient étre analysées aprés extraction a I'acétate d’éthyle.

Les plantes montrent aussi une évolution de I'exsudation au cours du temps et nous
avons choisi le temps court de 7 jours car les profils métabolomiques semblaient plus
complexes. Des analyses plus poussées sur des temps plus longs permettraient de
distinguer les molécules exsudées au cours de la croissance du blé. La contrainte sur
les temps longs est I'évapo-transpiration importante des plantules dés que le nombre

de feuilles augmente.

Concernant l'analyse métabolomique, le challenge le plus important reste
l'interrogation des banques avec une limite trés forte sur l'identification des composés.
Les banques sont en effet trés pauvres en composés comparativement a la multitude
des composeés potentiellement présents. Une contrainte de moindre importance existe

aussi au niveau protéomique et pour pallier aux erreurs d’annotation, nous avons
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combiné la banque annotée avec la traduction dans les 6 cadres de lecture du génome
entier digéré virtuellement a la trypsine et avons retenu les peptides trypsiques
supérieurs a 6 acides aminés. Un complément avec une banque d’ADNc/données
transcriptomiques permettrait de restituer dans la banque par exemple les épissages

alternatifs non détectés par I'annotation automatique.

Parmi les composés détectés dans les exsudats racinaires, certains sont
remarquables car impliqués dans certaines fonctions connues comme l'implication
des benzoxazinoides dans l'allélopathie et la sélection du microbiote. Certains de ces
benzoxazinoides sont plus présents chez les formes ancestrales que chez les blés
élites et ont pu étre contre-sélectionnés avec 'augmentation de la densité de semis.
Nous avons essentiellement détecté ces molécules sous forme glycosylées et tres
peu de formes aglycones ce qui suggere une bonne préservation de ces molécules
dans le milieu sans doute facilitée par I'asepsie du milieu. Ces molécules pourraient
potentiellement étre des marqueurs de la bonne préservation des échantillons et de
'absence de contamination. Au niveau bactérien, les exsudats sont enfermés dans
des vésicules libérées a partir de la membrane externe assurant protection,
concentration élevée et fusion potentielle avec certaines membranes. Comme chez
les plantes, les exsudats bactériens sont composés essentiellement de métabolites
secondaires comprenant, entre autres, des antibiotiques, des molécules impliquées
dans la signalisation (quorum sensing) et des peptides dont certains sont cycliques.
De facon remarquable, l'ajout d’exsudats bactériens modifie le développement
racinaire en augmentant longueur et densité des poils absorbants pour la souche
BPMP-PU-28. Cette caractéristique phénotypique pourrait étre utilisée pour identifier
la(les) molécule(s) responsable(s) de cette croissance aprés séparation des exsudats

sur colonne chromatographique.

Dans les exsudats racinaires, de nombreux petits peptides ont été détectés avec des
compositions particulieres comme la présence de proline en position terminale pour
la stabilité, la présence d’acides aminés chargés ou aromatiques et aliphatiques
apolaires. Aucun de ces peptides ne contient de cystéine, résidu rencontré
fréquemment chez les défensines. L’analyse protéomique de ces échantillons n’a été
gue superficielle mais elle a permis de mettre en évidence des enzymes comme la
DIMBOA glycosidase dont les substrats, de facon remarquable, ont été identifiés en

métabolomique. Le protéome des exsudats bactériens comporte des protéines de la

189



membrane externe et de I'espace périplasmique ainsi que de nombreuses protéases
confirmant la nature vésiculaire de ces exsudats. L’analyse des exsudats bactériens
et racinaires illustre la complémentarité des analyses métabolomiques et

protéomiques dans ce genre d’échantillons.

Bien que ces analyses des exsudats ne soient pas encore terminées et qu’elles
doivent étre étendues a d’autres représentants des différentes sous-especes, elles ont
montré la complexité de la composition des exsudats en particulier ceux de dicoccum.
De ce point de vue, il est intéressant de noter que de nombreusesrésistances sont
présentes chez les dicoccum et que cette sous-espéce a voyagé depar le monde
depuis les débuts de la domestication s’adaptant a différents environnements et
contraintes. C’est peut-étre ce qui la distingue des autres sous- espéces et lui a permis
d’acquérir ces résistances. Parmi ces sous-especes, le blé ancestral T. t. dicoccoides
de Nabi Chit a montré une réponse tres forte aux conditionsde serre avec apport de
solution nutritive contenant de forte concentration en azote (Hoagland). En effet, dans
ces conditions, la plante émet un nombre de thalle trés important (>50) et ne semble
pas étre en mesure de fleurir correctement ce qui a limitéfortement I'utilisation de cette
accession dans l'étude de leffet PGPR des bactéries sélectionnées dans sa

rhizosphére.

L’isolement des bactéries diazotrophes présentes dans la rhizosphéere du blé ancestral
de Nabi Chit nous a permis, sans I'avoir planifié dans le projet au départ, d’isoler des
bactéries endophytes du blé présentes dans les graines. La localisation précise de
ces bactéries dans la graine permettra d’identifier le/les tissu(s) impliqués. Ces
bactéries peuvent permettre potentiellement de renforcer la défense des plantes en
leur incorporant des genes impliqués dans I'effet PGPR comme les glucanases et les

chitinases.

Enfin, certains volets, planifiés a I'origine, n’ont pas été abordés dans la thése comme
I'effet des exsudats racinaires sur la croissance et I'exsudation bactérienne et feront
I'objet d’études ultérieures. Un autre volet concernant I'analyse métagenomique de la
rhizosphere des blés du transect de domestication cultivés dans la zone refuge au
Liban n’a pas permis une récolte suffisante de matériel pour le séquencage. Un dernier
projet a été initié tout en sachant qu’il dépassait la durée de la thése. En effet,la core

collection de 'EPO (Evolutionary Pre-breeding pOpulation), réalisée par nos
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collegues d’AGAP et regroupant des croisements entre sous-espéces de blés
tétraploides, a été semée a la fois a I'lRAL au Liban et a Mauguio. Chaque année
pendant six ans et sans traitement, la collection est re-semée (4 placettes de 20 m2,
densité 300plantes/m2) a partir d’'une aliquote de la récolte de 'année précédente. La
dérive des génotypes semés a l'origine en proportion équivalente (1 :1 :1 ...) devrait
permettre de repérer les génotypes les mieux adaptés a chacune de ces deux
localisations et pourront étre utilisés comme géniteurs potentiels pour 'amélioration

des variétés de blé dur. Trois cycles annuels ont pour le moment été récoltés.

L’ensemble de ces données montre la richesse et la complexité des molécules
exsudées par les plantes et les micro-organismes et le dialogue sophistiqué
intervenant entre la plante et son environnement. De nombreuses perspectives
s’ouvrent pour déterminer par exemple les cibles moléculaires des exsudats chez la
plante et la bactérie ce qui pourrait permettre d’utiliser plus efficacement les micro-

organismes dans les nouveaux modeles agricoles.
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Tableau 3.1. Marqueurs métaboliques principaux des exsudats racinaires spécifiquement
enrichis dans la variété de blé dur élite (Zagharine) récoltés par deux méthodes différentes,
suivant les analyses de cartes de chaleur obtenues d’aprés la Figure 3.3.

Les exsudats racinaires ont été récoltés apres 7 jours soit (a) directement a partir de la solution nutritive
(Hoagland complet) (MD : méthode de dessalage) ou (b) aprés trempage dans I'eau distillée pendant
2 heures (MEE : méthode d’exsudation dans I'eau). La classe de composés a été annotée a l'aide du
logiciel de flux MSCleanR.

(a)

N° Rt.min miz [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
361 4.898 258.17 Generic C,3H,3NO, 2-Hexenoylcarnitine 7.3555
781 3.547 324.2167 Triticum CgH2gNO, (28,3S)-2-({1-hydroxy-2-[(1R,2S)-3-oxo- 6.4795

2-[(2E)-pent-2-en-1-
yllcyclopentyllethylidene}amino)-3-
methylpentanoic acid
716 4.287 209.126 Generic C,4HgN,0, Pilocarpine 6.2231
185 10.174 297.1333 Poaceae C,5H,006 3',10'-dihydroxy-2'-(hydroxymethyl)-1',5'"- 6.5149
dimethyl-8'-oxaspiro[oxirane-2,12'-
tricyclo[7.2.1.07?,?]dodecan]-5"-en-4'-one
877 4,697 286.2014 Generic C,5H,7NO, 2-Octenoylcarnitine 7.219
491 8.673 387.2742 Generic C,oHasN,O4 Unknown 6.2007

558 6.553 469.3268 Generic Co5H44N,Op Acremolide C 6.8851
234 4.783 315.2039 Generic CygH26N,0, Rhazidigenine Nb-oxide 6.8392
325 4,917 360.2379 Generic C,gH33NOg Broussonetine G 6.8133
682 5.618 372.2199 Generic CagHsgNgOg Unknown 6.1524
442 4.331 402.2118 Generic C,3H,9N;0, Celabenzine 6.1809
634 1.703 165.0546 Poaceae CgH,{{NO; Tyrosin 6.4686
799 7.771 228.1592 Generic Cy5H,3NO4 N-Decanoylglycine 6.6121
870 7.012 214.1437 Generic C,1Hy,sNO; N-Nonanoylglycine 6.7155

88 10.273 395.2421 Generic C,,H3504 ent-13R,15-Dihydroxy-14S-acetoxy- 6.6187

1(10)-halimen-18-oic acid

159 6.209 200.1281 Triticum C,oH1gNO; 2-Amino-8-oxodecanoic acid 6.1873

9 6.321 245.1383 Poaceae C,,H,,05 (2R,3R,48,55,6R)-2-[(3E)-hex-3-en-1- 6.2361

yloxy]-6-methyloxane-3,4,5-triol
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859 9.125 295.2269 Triticum C,gH3005 (9E)-11-{3-[(2E)-pent-2-en-1-yl]oxiran-2- 6.9785
ylljundec-9-enoate

57 9.268 329.2319 Triticum C,5H3405 (9E)-12,13,17-trihydroxyoctadec-9- 7.1213

enoate
227 9.364 295.2268 Triticum C,5H5,0, (9E,15E)-12,13-dihydroxyoctadeca-9,15- 6.9336
dienoate
858 11.489 277.2164 Triticum C,5H2:0; cis-parinarate 6.3974
741 8.483 226.1802 Generic C,3H25NO; N-Undecanoylglycine 6.2263
184 10.648 295.1904 Generic Cy7H260, Gingerol 6.8847

29 9.773 285.2072 Triticum C,6H300, Hexadecanedioate 6.1085

382 5.66 377.2146 Generic C,7H3N,O, 1-[(2R,3S,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-[2-(4- 6.5543
methyl-1-piperazinyl)-2-oxoethyl]-3,6-
dihydro-2H-pyran-3-yl]-3-propylurea

13 5.736 259.1552 Poaceae C,3H,405 Narbosine A; Me glycoside 6.971

8 6.92 245.1382 Poaceae C,,H,,05 Narbosine A 6.9367
55 10.093 327.2163 Poaceae C,5H3,05 (10E,15E)-9,12,13-trihydroxyoctadeca- 6.6863

10,15-dienoic acid
(b)

N° Rt.min mi/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
744 5.952 261.1346 Poaecea C2H2:0¢ 3-Hexen-1-ol; O-?-D-Glucopyranoside 6.8072
126 4.528 472.1453 Poaecea CyoHoNO;, 2-(4-hydroxyphenyl)-2-{[3,4,5- 6.3484

trinydroxy-6-({[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxy}methyl)oxan-2-ylJoxy}acetonitrile

72 4.604 352.1023 Generic CH1sNOg 2-(2-ketoindolin-3-yl)acetic acid 6.4878

[(2S,3R,4S,55,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
methylol-tetrahydropyran-2-yl] ester
544 4.306 458.2609 Generic Cy3H3NOgS 10,11-Dihydro-12R-hydroxy- 6.5686
leukotriene E4
274 4.636 330.239 Generic C6H31N304 1-{[4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-3-(4- 6.4655
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methylpiperidin-1-yl)oxolan-2-
yllmethyl}-3-(propan-2-yl)urea



774

635

121

122

836

204

138

699

797

183

554

791

376

817

231

5.383

4.662

6.505

6.565

5.807

4.317

7.038

7.178

3.764

4344

8.062

471

5.849

3.409

3.87

813.2109

547.1442

459.1281

459.1281

245.0918

306.1447

537.1773

293.2111

205.097

295.1653

464.2862

243.1702

376.2229

279.1338

314.2074

Triticum

Triticum

Triticum

Triticum

Triticum

Generic

Poaecea

Triticum

Poaecea

Generic

Generic

Poaecea

Generic

Generic

Generic

c3d HAOOZO

c26H26013

c23 H24010

c23 HZAO 10

c13H14N203

C22 H25N704

C29 H30010

c18H3004

Ci:HLN,0,

c15H22N204

C29H37N04

CIZHZANZOE)

C25H29N02

C1aH1eN,0,

c15H27N304
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Isorhamnetin 3-glycosides; 3-O-[?-L- 6.2884
Rhamnopyranosyl-(1?2)-[3S-hydroxy-3-
methylglutaroyl-(?6)]-?-D-
glucopyranoside]

1-methyl 3-(3,4,5-trihydroxy-6-{[5- 6.0307
hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-4-
oxochromen-7-ylJoxy}oxan-2-yl)methyl
propanedioate

6-C-?-D-Glucopyranosyl-4',5-dihydroxy-7- 6.3699
methoxyflavone; 4'-Me ether

[(2R,3R,4S,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-6-({4- 6.27
[(2S)-7-hydroxy-4-oxo0-2,3-dihydro-1-
benzopyran-2-yl]Jphenylidene}oxy)oxan-2-
yllmethyl acetate

(2S)-2-{[1-hydroxy-2-(1H-indol-3- 6.3219
yl)ethylidene]amino}propanoic acid

N3-(2-oxopiperidin-3-yl)-N1-phenyl-4- 6.5556
(pyrimidine-5-carbonyl)piperazine-1,3-
dicarboxamide

8-Glucosyl-7-hydroxy-5-methyl-2-(1- 6.1968
propenyl)-4H-1-benzopyran-4-one; 7-Me
ether, 2'-O-(4-hydroxy-E-cinnamoyl)

(9€,11Z,13S,15E)-13- 6.7117
hydroperoxyoctadeca-9,11,15-trienoate

Tryptophane 7.2705
Tyrosyl-Leucine 7.1238
Cytochalasin Z1 6.417

Lysine; 6-N-Hexanoyl 6.5534
3-[(2-oxocyclohexyl)(phenyl)methyl]-1- 6.2538

phenylazepan-2-one

Tyrosyl-Proline 7.7655

N-{[4-(cyclopentylamino)-3- 6.6197

hydroxyoxolan-2-ylJmethyl}morpholine-4-
carboxamide



83

291

4.383

4.649

384.1413

342.2388

Generic

Generic

C4sH23N30g 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanol glucuronide

C,5Hy4NO; 9-hydroxy-1,1,4a,8-tetramethyl-7-{2-[2-
(N-methylacetamido)ethoxy]-2-
oxoethylidene}-10-oxo-
1,2,3,4,4a,6,7,8,8a,9,10,10a-
dodecahydrophenanthren-2-yl
propanoate

6.2058

6.2062

197



Tableau 4.1. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiguement enrichis dans les
différentes accessions qui résume les grandes étapes de la domestication du panel A

« dicoccoides », « dicoccum » et « durum ». Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires
de (a) Ttd. N-C 2019 (amidonnier sauvage identifiée au Liban, T. t. dicoccoides), (b) Escandia (T. t.
dicoccum) et (c) Zagharine (T .t. durum) ont été générés suivant les analyses globales de cartes de
chaleur obtenues d’aprés la Figure 4.2. La classe de composés a été annotée a l'aide du logiciel de
flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H]+ Banque Formule Composé annoté Score total
200 4738 303.14133 Generic C3HzN50.5 Methyl 2-[(3-formyl-2,2-dimethyl-1,3- 6.2243
thiazolidin-4-yl)formamido]-3-
methylbutanoate
620 6.424 531.33716 Generic Ca1Hy07 Acinospesigenin B 7.2269
777 6.582 592.38995 Triticum CapHssNOgP (2-{[(2R)-2-(butanoyloxy)-3-[(9E)-octadec- 6.4653

9-enoyloxy]propyl

phosphonato]oxylethyl)trimethylazanium
627 6.303 567.29565 Triticum CozHaz0:5 (1R,3aS,3bS,5a5,75,8R,9a5,9bS  11aR)- 6.114
7,8-dihydroxy-1-[(25,3R 4R, 55)-4-hydroxy-
5,6-dimethyl-3-(sulfonatooxy)heptan-2-yl]-
9a,11a-dimethyl-
tetradecahydrocyclopenta[a]phenanthren-
5-one

654 6.692 619.38947 Poaceae CagHe40g 3-Hydroxy-12-oleanene-23,28-dioic acid; 6.7024
3-0-?-D-Xylopyranoside

596 6.291 509.29276 Poaceae CogHax0g 2,3,23-Trihydroxy-30-nor-12 20(29)- 6.5092
oleanadien-28-oic acid; 23-Carboxylic acid

466 5153 347 16772 Generic CigHagN, 0y 2-[6-(1-acetylpiperidin-4-yl)-3-oxo- 6.6731
octahydropyrrolo[3,4-b][1,4]oxazin-4-
yllacetamide

773 6.112 465.26636 Poaceae Co7H350¢ Arieianal; 9'Z-1somer, 18-alcohol 6.4895
607 6.356 501.28986 Generic CogHypO7 14 beta-acetoxy-3beta-benzoyloxy- 7.3399
7beta 9alpha,15beta trihydroxyjatropha-
5E,11E-diene
631 6.514 567.29822 Triticum CasHazN. Oy Mesoporphyrin X (MPIX) 6.3022
382 566 377.21457 Generic Ci7H3gN.O, 1-[(2R,3S,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-[2-(4- 6.5543

methyl-1-piperazinyl)-2-oxoethyl]-3,6-
dihydro-2H-pyran-3-yl]-3-propylurea

663 6.801 354.19406 Generic CooHagN3 N-(1-cyclohexylethyl)-4-phenylphthalazin- 6.7103
1-amine
648 6.455 611.3194 Generic CayHaaNs07 BQ 123 7.1319

198



32 8.946 290.03394 Generic CipHyzNO;S (2S)-2-amino-3-[4-hydroxy-3- 6.191
(sulfooxy)phenyl]-2-methylpropanoic acid
873 8.245 529.26544 Generic CogHez044 Pharboside E;(-)-Pharboside E 7.2983
624 7.802 558.34747 Generic CasHgzNO; 2-{1,10-dihydroxy-9a, 1 1a-dimethyl-7-oxo- 6.9431
1H,2H,3H,3aH,3bH,4H,5H,7H,8H 9H,9aH,
9bH,10H,11H,11aH-
cyclopenta[a]phenanthren-1-yl}-2-oxoethyl
3-
[{cyclohexyimethyl)carbamoyl]propanoate
49 7.81 317.10495 Triticum Ci7H50¢ 3-(3,4-Dihydroxybenzyl)-3,4,7- 6.3828
chromantriol; 3'-Me ether
606 7.709 519.2771 Generic CocHs2044 Blumenol C O-[rhamnosyl-(1->6)- 6.3576
glucoside]
292 7.254 342 26407 Generic CigH3sNO, Trans-2-Dodecenoylcarnitine 6.4149
554 8.062 464 28622 Generic CogHa7NO, Cytochalasin Z1 6.417
318 6.515 358.25885 Generic CigH3sNO; (97)-3-hydroxydodecenoylcarnitine 6.4828
524 4981 300.21674 Generic CosHagNOg 6-{4-[6-(2,3-dihydroxypentan-2-yl)-2- 6.9577
hydroxy-5-methyl-5,6-dihydro-4H-1,3-
oxazin-4-yl]-2-hydroxypentan-2-yl}-4-
hydroxy-3,5-dimethyloxan-2-one
(b)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
817 4738 303.14133 Generic C3HzN50.5 methyl 2-[(3-formyl-2,2-dimethyl-1,3- 6.2243
thiazolidin-4-yl)formamido]-3-
methylbutanoate
818 6.424 531.33716 Generic Ca1Hy07 Acinospesigenin B 7.2269
867 6.582 592.38995 Triticum CapHssNOgP (2-{[(2R)-2-(butanoyloxy)-3-[(9E )-octadec-9- 6.4653

199

enoyloxy]propyl
phosphonatoloxylethyl)trimethylazanium



795

797

231

791

183

780

699

836

310

652

701

768

190

847

274

6.303

6.692

6.291

5.153

6.112

6.356

6.514

5.66

6.801

6.455

8.946

8.245

7.802

7.81

7.709

567.29565

619.38947

509.29276

347.16772

465.26636

501.28986

567.29822

377.21457

354.19406

611.3194

290.03394

529.26544

558.34747

317.10495

519.2771

Triticum

Poaceae

Poaceae

Generic

Poaceae

Generic

Triticum

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Triticum

Generic

CosHag03S

CasHs40g

CZBH 4206

C15H24N404

CZTH 380 5

CagHaO7

CasHagNsO4

C17H3gNsO4

CozHasNs

Ca1HazNsO7

C1oH13NO;S

CasHa2044

CazHy7NO7

C1TH1SOG

CZE-H 4201 1

(1R,3aS,3bS,5a5,75,8R,9a5,9bS  11aR)-
7,8-dihydroxy-1-[(25,3R 4R, 55)-4-hydroxy-
5,6-dimethyl-3-(sulfonatooxy)heptan-2-yl]-
9a,11a-dimethyl-
tetradecahydrocyclopenta[a]phenanthren-5-
one

3-Hydroxy-12-oleanene-23,28-dioic acid; 3-
0-?-D-Xylopyranoside

2.3,23-Trihydroxy-30-nor-12,20(29)-
oleanadien-28-oic acid; 23-Carboxylic acid

2-[6-(1-acetylpiperidin-4-yl)-3-oxo-
octahydropyrrolo[3,4-b][1,4]oxazin-4-
yllacetamide

Arieianal; 9'Z-1somer, 18-alcohol

14beta-acetoxy-3beta-benzoyloxy-
7beta 9alpha,15beta trihydroxyjatropha-
5E,11E-diene

MPIX

1-[(2R,3S,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-[2-(4-
methyl-1-piperazinyl)-2-oxoethyl]-3,6-
dihydro-2H-pyran-3-yl]-3-propylurea

N-(1-cyclohexylethyl)-4-phenylphthalazin-1-
amine

BQ 123

(25)-2-amino-3-[4-hydroxy-3-
(sulfooxy)phenyl]-2-methylpropanoic acid

Pharboside E;(-)-Pharboside E

2-{1,10-dihydroxy-9a, 1 1a-dimethyl-7-oxo-
1H,2H,3H,3aH,3bH,4H,5H,7H,8H 9H,9aH 9
bH,10H,11H,11aH-
cyclopenta[a]phenanthren-1-yl}-2-oxoethyl
3-[(cyclohexylmethyl)carbamoyl]propanoate

3-(3,4-Dihydroxybenzyl)-3,4, 7-chromantriol;
3'-Me ether

Blumenol C O-[rhamnosyl-(1->6)-glucoside]
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6.114

6.7024

6.5092

6.6731

6.4895

7.3399

6.3022

6.5543

6.7103

7.1319

6.191

7.2983

6.9431

6.3828

6.3576



722 7.254 342 26407 Generic CigH3sNO, trans-2-Dodecenoylcarnitine 6.4149
656 8.062 464 28622 Generic CagHa7NO, Cytochalasin Z1 6.417
744 6.515 358.25885 Generic CigH3sNO; (97)-3-hydroxydodecenoylcarnitine 6.4828
493 4981 300.21674 Generic CHagNOg 6-{4-[6-(2,3-dihydroxypentan-2-yl)-2- 6.9577
hydroxy-5-methyl-5,6-dihydro-4H-1,3-
oxazin-4-yl]-2-hydroxypentan-2-yl}-4-
hydroxy-3,5-dimethyloxan-2-one
(c)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
799 7.771 228.15923 Generic CizHz3NO5 N-Decanoylglycine 6.6121
870 7.012 21414371 Generic C11HzNO N-Nonanoylglycine 6.7155
716 4 287 209.12596 Generic C11H1gN205 Pilocarpine 6.2231
491 8673 387.2742 Generic CaoHagN4O4 CNP0446420 6.2007
88 10.273 395.2421 Generic CooHa50g Ent-13R, 15-Dihydroxy-14S-acetoxy- 6.6187

1(10)-halimen-18-oic acid

201



Tableau 4.2. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiguement enrichis dans les
deux premiéres étapes de domestication du blé dur du panel A « dicoccoides » et « dicoccum
». Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires de (a) Ttd. N-C 2019 (amidonnier sauvage
identifiée au Liban, T. t. dicoccoides) et (b) Escandia (T. t. dicoccum) ont été générés suivant les
analyses de cartes de chaleur obtenues d’aprés la Figure 4.3. La classe de composés a été annotée a
l'aide du logiciel de flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
606 7.709 519.2771 Generic CocHyz044 Blumenol C O-[rhamnosyl-(1->6)- 6.3576
glucoside]
49 7.81 317.105 Triticum Cq7H1205 3-(3,4-Dihydroxybenzyl)-3,4,7- 6.3828
chromantriol; 3'-Me ether
620 6.424 531.3372 Generic Ca1Hss07 Acinospesigenin B 7.2269
777 6.582 592.39 Triticum CagHegNOgP (2-{[(2R)-2-(butanoyloxy)-3-[(9E)- 6.4653
octadec-9-enoyloxylpropyl
phosphonatoloxy}ethyl)trimethyla
zanium
627 6.303 567.2957 Triticum CogHy0:S (1R,3a5,3bS,5a5,75,8R,9a5,9b 6.114
S,11aR)-7,8-dihydroxy-1-
[(2S,3R,4R,55)-4-hydroxy-5,6-
dimethyl-3-(sulfonatooxy)heptan-
2-yl]-9a,11a-dimethyl-
tetradecahydrocyclopenta[alphen
anthren-5-one
596 6.291 509.2928 Poaceae CagHs06 2,3,23-Trihydroxy-30-nor- 5.5092
12,20(29)-oleanadien-28-oic
acid; 23-Carboxylic acid
654 6.692 619.3895 Poaceae CacH:40g 3-Hydroxy-12-ocleanene-23,28- 6.7024
dioic acid; 3-0-?-D-
Xylopyranoside
607 6.356 501.2899 Generic CogHapO7 14beta-acetoxy-3beta- 7.3399
benzoyloxy-7beta,9alpha,15beta
trihydroxyjatropha-5E,11E-diene
466 5.153 347 1677 Generic CigHaaN4Oy Quinine 6.6731
382 5.66 377.2146 Generic Cq7H3gN4O4 1-[(2R,35,65)-2-(hydroxymethyl)- 6.5543
6-[2-(4-methyl-1-piperazinyl)-2-
oxoethyl]-3,6-dihydro-2H-pyran-
3-yl]-3-propylurea
631 6.514 567.2982 Triticum CagH3aN,Oy MPIX 6.3022

202



200 4738 303.1413 Generic C3HzN50.5 methyl 2-[(3-formyl-2, 2-dimethyl- 6.2243
1,3-thiazolidin-4-yl)formamido]-3-
methylbutanoate
648 6.455 611.3194 Generic CayHaaNs07 BQ 123 7.1319
663 6.801 354.1941 Generic CooHagN3 N-(1-cyclohexylethyl)-4- 6.7103
phenylphthalazin-1-amine
318 6.515 358.2589 Generic C1gH3sNOg (97)-3- 6.4828
hydroxydodecenoylcarnitine
159 6.209 200.1281 Triticum CipHigNO- 2-Amino-8-oxodecanoic acid 6.1873
624  7.802 558.3475 Generic CaHa7NO; 2-{1,10-dihydroxy-9a,11a- 6.9431
dimethyl-7-oxo-
1H,2H,3H,3aH,3bH,4H,5H,7H,8H
,9H,9aH,9bH 10H,11H,11aH-
cyclopenta[a]phenanthren-1-yl}-
2-oxoethyl 3-
[({cyclohexylimethyl)carbamoyl]pro
panoate
799 7.771 228.1592 Generic CioHzaNO5 N-Decanoylglycine 6.6121
870 7.012 2141437 Generic C11HzNO N-Nonanoylglycine 6.7155
873 8.245 529.2654 Generic CogHez044 Pharboside E;(-)-Pharboside E 7.2983
710 4755 356.0974 Triticum CigHigNOg HMBOA-GIc 6.4723
(b)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
320 6.307 150.0549 Triticum CgH;NO; Dioxindole 6.3683
57 9.268 3292319 Triticum C1gH340¢ (9E)-12,13,17-trihydroxyoctadec- 71213
9-enoate
867 7.199 281.0657 Poaceae CiaH207 2,3, 4-Trihydroxybutanoic acid; 6.4165
1,4-Lactone, 2-0-(3 4-
dihydroxycinnamoyl)
768 6.541 238.18 Generic C14Hz:NO; 2-hydroxy-N-(2- 6.1256

203

methylpropyl)deca-4,6,8-
trienamide



795

183

846

184

647

406

743

493

50

744

355

863

220

634

699

656

869

5.164

4.344

6.404

10.648

4.307

8.496

6.48

5.121

6.196

5.952

10.823

10.748

9.147

1.703

7.178

4.317

10.098

565.1547

295.1653

293.211

295.1904

239.1503

211.1329

227.0588

428.2045

317.1593

261.1346

313.2378

279.2319

211.1329

165.0546

293.2111

185.1285

282.2794

Triticum

Generic

Triticum

Generic

Generic

Triticum

Generic

Generic

Generic

Poaceae

Triticum

Triticum

Triticum

Poaceae

Triticum

Generic

Triticum

CogHoz044 5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-8-[3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-
2-yl]-6-(3,4,5-trihydroxyoxan-2-
yl)chromen-4-one

CqgHazN,0, Tyrosyl-Leucine
CigH2:04 (9E)-11-[(2E,3S)-3-[(2E)-pent-2-
en-1-ylloxiran-2-ylidenelundec-9-
enoate
Ci7H2504 Gingerol
C11H1gN2O> 3-amino-5-[(4-cyclopropyl-1H-
1,2, 3-triazol-1-

ylmethyllcyclopentane-1,2-diol

CioHzp04 (9E)-12-oxododec-9-enoate

CzHqgN.0-5 3-(9H-purin-6-ylsulfanyl)propane-

1,2-diol
C34HagNOg YM-215343;(-)-YM-215343
C1sHz607 Kankanoside D;(-)-Kankanoside D
CioH20g 3-Hexen-1-ol; O-?-D-

Glucopyranoside

CigH2404 8-[3-(8-hydroxyoctyl)oxiran-2-
ylloctanoic acid

C1aH300- (97,127 157)-9,12 15-
octadecatrienoic acid

Ci2H1503 (+)-7-isojasmonic acid
CgHyNO- Tyrosin
CigH3p04 (9E,11Z,135,15E)-13-
hydroperoxyoctadeca-9,11,15-
trienoate
C1gHzNz02 1-(1-methylpiperidin-4-yl)-5-[3-

(pyrazin-2-yl)-1,2 4-oxadiazol-5-
yllpyrrolidin-3-ol

CigHa7NO> 3-dehydro-D-sphinganine
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6.647

7.1238

6.5755

6.8847

6.5679

7.6519

6.1015

6.4112

6.244

6.8072

6.9708

6.678

6.366

6.4686

6.7117

7.2328

6.2678



705

639

315

722

701

774

122

7.536

5.261

4.119

5411

4.821

5.383

6.565

198.185

230.1386

355.1972

213.1596

340.2225

813.2109

459.1281

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Triticum

Triticum

C12Hz3NO

C11HzNO,

C1gH2gN405

C1 1 HZD NZOZ

C17Ha1N304

Ca4HapO0z

CZSH24O1 0

N-(2-methylpropyl)oct-2-enamide

Butyrylcarnitine

Leu-GIn-Pro

1,4'-Bipiperidine-1'-carboxylic acid

Diprotin A

Isorhamnetin 3-glycosides; 3-0-

[?-L-Rhamnopyranosyl-(172)-[35-

hydroxy-3-methylglutaroyl-(?6)]-?-
D-glucopyranoside]

[(2R,3R. 45 5R 65)-3 4 5-
trihydroxy-6-({4-[(25)-7-hydroxy-4-
oxo-2,3-dihydro-1-benzopyran-2-
yllphenylidene}oxy)oxan-2-
yllmethyl acetate

6.283

6.8437

6.5402

6.6209

6.8327

6.2884

6.27

205



Tableau 4.3. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiguement enrichis dans les
deux variétés du panel A représentant les deux étapes de la domestication « dicoccum » et
« durum ». Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires de (a) Escandia (T. t. dicoccum) et
(b) Zagharine (T. t. durum) ont été générés suivant les analyses de cartes de chaleur obtenues d’aprés

la Figure 4.4. La classe de composés a été annotée a l'aide du logiciel de flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
836 5.807 245.0918 Triticum Ci3H:N504 (25)-2-{[1-hydroxy-2-(1H-indol-3- 6.3219
ylethylidene]amino}propanoic acid
754 367 231.1704 Generic CoaHzsMN50, CNP0432335 6.6557
432 3.239 3981417 Generic Cq7H23N;0S Karnamicin A2 6.0099
310 7.981 354 1337 Griticum CopHygNO; Protopine 6.0331
791 4.71 2431702 Poaceae CioHz4MN,04 Lysine; 6-N-Hexanoyl 6.5534
183 4 344 295.1653 Generic CqgHazN,0, Tyrosyl-Leucine 71238
795 5.164 565.1547 Triticum CogHoz044 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8- 6.647
[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]-6-(3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl)chromen-
4-one
204 4 317 306.1447 Generic CooHasN;0, N3-(2-oxopiperidin-3-yl)-N1-phenyl-4- 6.5556
(pyrimidine-5-carbonyl)piperazine-1,3-
dicarboxamide
818 4 252 262.1187 Generic Cq3HigN30s  3-(2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-1- 6.1526
yl)-2-hexanamidopropanoic acid
190 8.557 298.2739 Poaceae CigH3sNO; (25,35,4Z 6Z)-2-aminooctadeca-4,6- 6.6838
diene-1,3-diol
274 4 636 330.239 Generic CigHa1N3O4 1-{[4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-3-(4- 6.4655
methylpiperidin-1-yl)oxolan-2-ylimethyl}-3-
(propan-2-ylurea
763 3.587 242 1498 Generic C11H1gN305 Leuhistin;Leuhistine 7.4342
867 7.199 281.0657 Poaceae CiaH207 2.3, 4-Trihydroxybutanoic acid; 1,4- 6.4165
Lactone, 2-0-(3,4-dihydroxycinnamoyl)
847 8.356 512.2976 Generic CapHygNOg Cytochalasin Ppho 6.6626
481 3.782 422 2032 Generic CooH3iNO:S latrunculin A 6.5717
437 4 567 276.1583 Generic Cy5Hz4NO4 1-(3,4-Dimethoxycinnamoyl) piperidine 6.4087
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376

231

797

699

817

83

725

745

23

780

768

701

493

524

286

291

872

679

5.849

3.87

3.764

7.178

3.409

4.383

4.38

4.073

6.779

4.956

6.541

4.821

5.121

4.981

5.495

4.649

10.625

5423

4.306

376.2229

314.2074

205.097

293.2111

279.1338

384.1413

214.1437

2271756

275.1863

197.1284

238.18

340.2225

428.2045

300.2167

336.1916

342.2388

302.3054

470.2967

458.2609

Generic

Generic

Poaceae

Triticum

Generic

Generic

Poaceae

Generic

Poaceae

Triticum

Generic

Generic

Generic

Generic

Poaceae

Generic

Triticum

Generic

Generic

CasHagNO,

C15Ha7N304

C11H12N202

C1gH3p04

C14H1gNz04

C 1 6H23N 30 8

C11H19N03

C12H22N202

C14H2605

C1DH1SN203

C14H23NO;

C17Ha1N304

Ca4HagNOg

C22H3gNOg

C17HasN304

CaogHayNO7

C1 SHBBNOZ

CaoHagN:0s

C23H3gNOgS

3-[(2-oxocyclohexyl)(phenyl)methyl]-1-
phenylazepan-2-one

N-{[4-(cyclopentylamino)-3-hydroxyoxolan-
2-yllmethyl}morpholine-4-carboxamide

Tryptophane

(9E,11Z,135,15E)-13-
hydroperoxyoctadeca-9,11,15-trienoate

Tyrosyl-Proline

4-(MethylInitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanol glucuronide

N-heptanoylhomoserine lactone

4 6-bis(propan-2-yl)-octahydropyrrolo[3,4-
b][1,4]oxazin-3-one

Glycerol 1-alkanoates; Glycerol 1-(11-
hydroxyundecanoate)

6-(2-hydroxy-5-methyl-4, 5-dihydro-3H-
imidazol-4-yl)hexanoate

2-hydroxy-N-(2-methylpropyl)deca-4,6,8-
trienamide

Diprotin A

YM-215343:(-)-YM-215343

6-{4-[6-(2, 3-dihydroxypentan-2-yl)-2-

hydroxy-5-methyl-5,6-dihydro-4H-1,3-

oxazin-4-yl]-2-hydroxypentan-2-yl}-4-
hydroxy-3,5-dimethyloxan-2-one

Oryzamutaic acid B; 8,9-Dihydro

9-hydroxy-1,1,4a, 8-tetramethyl-7-{2-[2-(N-
methylacetamido)ethoxy]-2-
oxoethylidene}-10-oxo0-
1,2,3,4,4a,6,7,8,8a,9,10,10a-
dodecahydrophenanthren-2-yl propanoate

sphinganine(1+)

GIn-Leu-Leu-Pro

10,11-Dihydro-12R-hydroxy-leukotriene
E4

6.2538

6.6197

7.2705

6.7117

7.7655

6.2058

6.2073

6.3396

6.3042

6.8191

6.1256

6.8327

6.4112

6.9577

6.0682

6.2062

6.3821

6.7073

6.5686
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N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
159 6.209 200.1281 Triticum CipHigNO- 2-Amino-8-oxodecanoic acid 6.1873
799 7.771 228.1592 Generic CioHzaNO5 N-Decanoylglycine 6.6121
870 7.012 2141437 Generic C11HzNO N-Nonanoylglycine 6.7155
491 8.673 387.2742 Generic CosHagMN.04 CNP0446420 6.2007
716 4 287 209.126 Generic C11H1gN205 Pilocarpine 6.2231
681 5.997 371.1976 Generic Co1HogN-04 11-Hydroxyyohimbine 6.7171
858 11.489 277.2164 Triticum CigHz:0- Cis-parinarate 6.3974
51 6.229 317.1954 Triticum CigH30s 9,10-Dihydroxyhexadecanoic acid 6.7796
65 8.628 339.2524 Poaceae CopHas04 (11E,132,158)-15- 6.443
Hydroperoxyicosa-11,13-dienoic
acid
176 6.378 229.1433 Triticum CioH20, Dodecanedioate 6.3425
382 566 377.2146 Generic Ci7HyN:O:  1-[(2R,35,65)-2-(hydroxymethyl)-6- 6.5543
[2-(4-methyl-1-piperazinyl)-2-
oxoethyl]-3,6-dihydro-2H-pyran-3-
yl]-3-propylurea
741 8.483 226.1802 Generic Ci3HzsNO, N-Undecanoylglycine 6.2263
184 10.648 295.1904 Generic Ci7H2504 Gingerol 6.8847
47 11.415 315.2528 Triticum CigH3504 (95,10R)-9,10- 7.1662
Dihydroxyoctadecanoate
29 9773 285.2072 Triticum CigHap04 Hexadecanedioate 6.1085
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Tableau 4.4. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiquement enrichis dans les
deux variétés du panel A représentant les deux étapes extrémes de la domestication
«dicoccoides » et « durum ».

Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires de (a) Ttd. N-C 2019 (amidonnier sauvage
identifiée au Liban, T. t. dicoccoides) et (b) Zagharine (T. t. durum) ont été générés suivant les analyses
de cartes de chaleur obtenues d’aprés la Figure 4.5. La classe de composés a été annotée a l'aide du
logiciel de flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
710 4755 356.0974 Triticum CigHigNOg HMBOA-GIc 6.4723
873 8.245 529.2654 Generic CogHez044 Pharboside E;(-)-Pharboside E 7.2983
468 3.899 417.2121 Generic CoqHagN,Og N-[(5R,65,9R)-5-methoxy-3,6,9- 6.4142
trimethyl-2-oxo-11-oxa-3,8-
diazabicyclo[10.4 O]lhexadeca-
1(12),13,15-trien-14-yl]-1,2-oxazole-
5-carboxamide
309 9.532 353.2802 Generic CogHagNoOg Serratamolide A 6.1339
292 7.254 342 2641 Generic CigH3sNO, trans-2-Dodecenoylcarnitine 6.4149
138 7.038 5371773 Poaceae CogHap04p 8-Glucosyl-7-hydroxy-5-methyl-2-(1- 6.1968
propenyl)-4H-1-benzopyran-4-one; 7-
Me ether, 2'-0-(4-hydroxy-E-
cinnamoyl)
209 4323 307.1765 Triticum CqgHazN,04 (2E)-N-(4-carbamimidamidobutyl)-3- 6.1932
(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)prop-2-
enimidic acid
394 8.284 379.2953 Generic CooHagN-04 N-{8-hydroxy-1,4a-dimethyl-7-[1-0x0- 6.2636
1-(piperidin-1-yl)propan-2-yl]-
decahydronaphthalen-2-yl}acetamide
624 7.802 558.3475 Generic CaHa7NO; 2-{1,10-dihydroxy-9a,11a-dimethyl-7- 6.9431
oXo-
1H,2H,3H,3aH,3bH,4H,5H,7H,8H 9H
,9aH,9bH 10H,11H,11aH-
cyclopenta[a]phenanthren-1-yl}-2-
oxoethyl 3-
[{cyclohexylimethyl)carbamoyl]propan
oate
524 4981 300.2167 Generic CosHagNOg 6-{4-[6-(2,3-dihydroxypentan-2-yl)-2- 6.9577

hydroxy-5-methyl-5,6-dihydro-4H-1,3-
oxazin-4-yl]-2-hydroxypentan-2-yl}-4-
hydroxy-3,5-dimethyloxan-2-one
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606

49

554

777

620

627

596

654

773

607

466

382

631

200

648

7.709

7.81

8.062

6.582

6.424

6.303

6.291

6.692

6.112

6.356

5.153

5.66

6.514

4.738

6.455

519.2771

317.105

464.2862

592.39

531.3372

567.2957

509.2928

619.3895

465.2664

501.2899

3471677

377.2146

567.2982

303.1413

611.3194

Generic

Griticum

Generic

Triticum

Generic

Triticum

Poaceae

Poaceae

Poaceae

Generic

Generic

Generic

Triticum

Generic

Generic

CocHi2044 Blumenol C O-[rhamnosyl-(1->6)-
glucoside]

C7H1205 3-(3,4-Dihydroxybenzyl)-3,4,7-
chromantriol; 3'-Me ether

CogHa7NO, Cytochalasin Z1

CapHssNOgP (2-{[(2R)-2-(butanoyloxy)-3-[(9E)-
octadec-9-enoyloxylpropyl
phosphonato]oxy}ethyl)trimethylaza
nium

C31H460; Acinospesigenin B

CozHaz0:5 (1R,3aS,3bS,5a5,75,8R 9a5,9bS 1
1aR)-7,8-dihydroxy-1-
[(2S,3R 4R 55)-4-hydroxy-5 6-
dimethyl-3-(sulfonatooxy)heptan-2-
yl]-9a, 11a-dimethyl-
tetradecahydrocyclopenta[a]phena
nthren-5-one

CogHy05 2,3,23-Trihydroxy-30-nor-
12,20(29)-oleanadien-28-oic acid;
23-Carboxylic acid

CacHeyOg 3-Hydroxy-12-oleanene-23,28-dioic
acid; 3-0-?-D-Xylopyranoside

Co7Ha05 Arieianal; 9'Z-1somer, 18-alcohol

CogHyO7 14beta-acetoxy-3beta-benzoyloxy-
7beta 9alpha,15beta
trihydroxyjatropha-5E, 11E-diene

CigHagMN, 0y Quinine

Ci7H3N. Oy 1-[(2R,3S,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-
[2-(4-methyl-1-piperazinyl)-2-
oxoethyl]-3,6-dihydro-2H-pyran-3-
yl]-3-propylurea

CasHagN. Oy Mesoporphyrin X (MPIX)

C1aHN-0,5 methyl 2-[(3-formyl-2, 2-dimethyl-
1,3-thiazolidin-4-yl)formamido]-3-
methylbutanoate

CaqHazNg 07 BQ 123 (Cyclo(D-trp-D-asp-pro-D-
val-leu)
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6.3576

6.3828

6.417

6.4653

7.2269

6.114

6.5092

6.7024

6.4895

7.3399

6.6731

6.5543

6.3022

6.2243

7.1319



663 6.801 354.1941 Generic CooHagN3 N-(1-cyclohexylethyl)-4- 6.7103
phenylphthalazin-1-amine
404 4 358 387.1915 Generic CoiHzgN,05  1-[3-(7-methoxy-4,8-dimethyl-2-oxo- 6.6821
2H-chromen-3-yl)propanoyl]piperidine-
4-carboxamide
211 7.349 308.2219 Generic CgHzsNO5 Viriditin; (-)-Viriditin 6.61
563 6.305 474 269 Generic Co4HasN:Og 1-[[(25,3R)-10-(dimethylamino)-5- 6.7524
[(2S)-1-hydroxypropan-2-yl]-3-methyl-
6-ox0-3,4-dihydro-2H-1,5-
benzoxazocin-2-yllmethyl]-3-(3,5-
dimethyl-4-isoxazolyl)-1-methylurea
318 6.515 358.2589 Generic CigH3sNO; (97)-3-hydroxydodecenoylcarnitine 6.4828
866 9.879 280.2638 Generic C3H3:NO Linoleamide 7.0162
(b)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
744 5.952 261.1346 Poaceae CioH20g 3-Hexen-1-ol; O-?-D-Glucopyranoside 6.8072
227 9.364 295.2268 Triticum CigH3204 (9E,15E)-12 13-dihydroxyoctadeca- 6.9336
9,15-dienoate
863 10.748 279.2319 Triticum CigH302 15-Hydroxy-9,12-octadecadienoic 6.678
acid; Lactone
184 10648 295.1904 Generic Ci7H2504 Gingerol 6.8847
555 6.203 465.2481 Generic Co3Ha:05 Prostaglandin G2 2-glyceryl Ester 7.0541
634 1.703 165.0546 Poaceae CgHyNO- Tyrosin 6.4686
315 4119 355.1972 Generic CigHagMN,0¢ Leu-GIn-Pro 6.5402
859 9.125 295.2269 Triticum CizH3,04 (9E)-11-{3-[(2E)-pent-2-en-1-yl]oxiran- 6.9785
2-yltundec-9-enoate
57 9.268 3292319 Triticum C1gH340¢ (9E)-12,13,17-trihydroxyoctadec-9- 71213
enoate
810 10.729 258.2793 Generic CigHasNO N,N-dimethyltetradecylamine N-oxide 6.0419
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355

47

491

754

797

217

406

716

10.823

11.415

8.673

3.67

10.273

3.764

9.023

8.496

4.287

313.2378

315.2528

387.2742

231.1704

395.2421

205.097

310.2373

211.1329

209.126

Triticum

Triticum

Generic

Generic

Generic

Poaceae

Generic

Triticum

Generic

C1gHa404

C1gHa04

022H3,5N4O3

C24H25N;04

C22Hz0¢

C11H12N202

C1SH31N03

C12H2003

C11H16N202

8-[3-(8-hydroxyoctyl)oxiran-2-
ylloctanoic acid

(95,10R)-9,10-
dihydroxyoctadecanoate

CNP0446420

CNP0432335

ent-13R, 15-Dihydroxy-14S-acetoxy-
1(10)-halimen-18-oic acid

Tryptophane

CNP0440117

(9E)-12-oxododec-9-enoate

Pilocarpine

6.9708

7.1662

6.2007

6.6557

6.6187

7.2705

6.9904

7.6519

6.2231
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Tableau 4.5. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiquement enrichis dans les
deux variétés du panel B représentant les deux étapes extrémes de la domestication
«dicoccoides » et « durum ».

Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires de (a) Dicoccoides 70 (amidonnier sauvage)
et (b) Durum 411 (élite) ont été générés suivant les analyses de cartes de chaleur obtenues d’aprés la
Figure 4.9. La classe de composés a été annotée a l'aide du logiciel de flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
6 6.945 243 12256 Generic C12Hz50¢ Polyethylene, oxidized 7.2824
8 6.92 24513823 Poaceae C12H220¢ Narbosine A 6.9367
12 8.857 257 17465 Triticum C1H2:04 Tetradecanedioate 6.5419
13 5736 259.15524 Poaceae C13H240¢ Narbosine A; Me glycoside 6.971
29 9773 285.20715 Triticum CigH2p04 Hexadecanedioate 6.1085
45 9.474 313.23785 Triticum CigH2:0s  (9E)-12,13-dihydroxyoctadec-9-enoate 6.5745
46 6.822 315.14444 Generic Ci5H2:07 Glucosyl (E)-2,6-Dimethyl-2,5- 6.8069

heptadienoate

47  11.415 315.25278 Triticum CigH3504 (95,10R)-9,10- 7.1662
dihydroxyoctadecanoate

51 6.229 317.1954 Triticum C1gH2p05 9,10-Dihydroxyhexadecanoic acid 6.7796

55 10.093 327.21628 Poaceae CysH320:  (10E,15E)-9,12 13-trihydroxyoctadeca- 6.6863
10,15-dienoic acid

65 8628 339.25235 Poaceae C5pH2:05  (11E,13Z,155)-15-hydroperoxyicosa- 6.443
11,13-dienoic acid

75 7.243 355.24728 Generic CzgH3s05 13,14-Dihydro PGE1 7.1642
176 6.378 22914328 Triticum CisH2204 Dodecanedioate 6.3425
177 8755 291.26831 Triticum CzgH3:0 8(17),12-Labdadien-3-ol 7.1789
184 10.648 295.19037 Generic C17H2504 Gingerol 6.8847
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185

188

210

219

228

249

343

345

355

404

406

416

421

456

483

561

647

10.174

3.543

9.49

10.09

2.845

7.224

2.996

9.23

10.823

4.358

8.496

7.662

9.794

8.755

6.226

10.051

4.307

297.1333

297.17392

307.26312

311.22165

140.07066

321.24237

152.10706

369.19455

313.23776

387.19147

211.13286

337.1619

391.20908

411.24185

423.20615

172.16963

239.15028

Poaceae

Generic

Triticum

Triticum

Generic

Poaceae

Poaceae

Generic

Triticum

Generic

Triticum

Generic

Triticum

Generic

Generic

Generic

Generic

C1E-H2EIO&

C17HzoN.O

CoH340;

C1gH300,

C7HgNO,

CZD H 320 3

CgH-NO

C19HZSOT

C1gH340,

021 H25N205

C12H2003

C16H2606

CZZH 30 O&

CazH3407

C17H25N305

CyoHzNO

C11H1gN402
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3',10-dihydroxy-2'-(hydroxymethyl)-
1'.5'-dimethyl-8-oxaspiro[oxirane-
2 12'-tricyclo[7.2.1.07,?]dodecan]-5'-
en-4'-one

({5H,6H,8H-imidazo[2,1-c][1,4]oxazin-
G-yltmethyl)[( 1-methyl-1H-indol-3-
yl)methyllamine

8(14)-Abietene-2, 13-diol

(9R,10Z,12E,15E)-9-
hydroperoxyoctadeca-10,12,15-
trienoate

Deferiprone

7,15-Pimaradiene-3,6,19-triol

N-methyltyramine

Punctaporonin C

8-[3-(8-hydroxyoctyl)oxiran-2-
ylloctanoic acid

1-[3-(7-methoxy-4,8-dimethyl-2-oxo-
2H-chromen-3-
yl)propanoyl]piperidine-4-
carboxamide

(9E)-12-oxododec-9-enoate

(-)-trans-Carveol glucoside

3,4-Epoxy-5, 14-dihydroxy-
7,11,15(17)-cembratrien-16,2-olide;
5-Ac

Coleonol;Forskolin

Blasticidin S

2-amino-1-cyclooctylethanol

3-amino-5-[(4-cyclopropyl-1H-1,2 3-
triazol-1-yl)methyl]cyclopentane-1,2-
diol

6.5149

6.4599

7.1844

6.9588

6.0121

6.9603

6.4321

6.1008

6.9708

6.6821

7.6519

6.4515

6.0013

7.0868

6.9347

6.4585

6.5679



663 6.801 354.19406 Generic CoaHagN; N-{1-cyclohexylethyl)-4- 6.7103
phenylphthalazin-1-amine
738 1.637 22412811 Generic Cy2H5NO; (4-Hydroxybenzoyl)choline 6.0117
740  5.966 273.16705 Generic Cy2H240¢ (E)-5-hydroxy-3-isobutyl-6-(3- 6.7587
methylbenzylidene)-1,6-dihydropyrazin-
2(3H)-one
741  8.483 226.18015 Generic Cy3H25NO; N-Undecanoylglycine 6.2263
743 6.48 227.05878 Generic CgHigN0,S  3-{9H-purin-6-ylsulfanyl)propane-1,2-diol 6.1015
749 9618 230.24794 Poaceae Cy2H3;,NO lauryl dimethylamine-N-oxide 6.6605
799 7971 228.15923 Generic CyoHasNO, N-Decanoylglycine 6.6121
826 10.535 371.32669 Triticum CyeH4,0 9a,11a-dimethyl-1-[(3Z)-5-methylhex-3- 6.1705
en-2-yl]-
1H,2H,3H,3aH,5H,5aH,6H,7H,8H,9H,9bH,
10H,11H-cyclopentala]phenanthren-7-ol
837  4.097 273.13464 Generic CoHigN:0, Decarbamoylneosaxitoxin 6.626
858 11.489 277.2164 Triticum CygH2:0, Cis-parinarate 6.3974
863 10.748 279.23193 Triticum Ci5H500, 15-Hydroxy-9,12-octadecadienoic acid; 6.678
Lactone
(b)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
121 6.505 4591281 Triticum Co3H2404p 6-C-?-D-Glucopyranosyl-4',5- 6.3699
dihydroxy-7-methoxyflavone;
4'-Me ether
122 6.565 459.1281 Triticum Co3Hz404p [(2R,3R,45,5R,65)-3,4,5- 6.27
trihydroxy-6-({4-[(25)-7-
hydroxy-4-oxo-2,3-dihydro-1-
benzopyran-2-
yllphenylidene}oxy)oxan-2-
yllmethyl acetate
259 10.788 324 1228 Triticum CigHi7Nos 11-hydroxy-3,10-dimethoxy-4- 6.7659
oxo-7,8-dihydro-6H-6-
azatetraphen-6-ium
268 8.134 328.154 Triticum CigHz1Nos 2-(4- 71717

215

Methoxyphenyl)ethylamine; N-
(4-Hydroxy-3-methoxy-Z-
cinnamoyl)



310 7.981 354.1337 Triticum  CagHygNO. Protopine 6.0331

866 9.879 280.2638 Generic CygHasNO Linoleamide 7.0162
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Tableau 5.1. Marqueurs principaux des exsudats racinaires spécifiquement enrichis chez
’amidonnier sauvage traité ou non traité par la tétracycline (Cf. § 2.7).

Les métabolites présentés dans les exsudats racinaires de (a) Ttd-NC-2019 (+T), (b) Ttd-NC-2019 (-T)
ont été générés suivant les analyses globales de cartes de chaleur obtenues d’apres la Figure 5.9. La
classe des composés a été annotée a 'aide du logiciel de flux MSCleanR.

(a)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
607 6.356 501.28986 Generic CogHypO7 14beta-acetoxy-3beta-benzoyloxy- 7.3399
7beta 9alpha,15beta
trihydroxyjatropha-5E, 11E-diene
620 6.424 531.33716 Generic Ca1Hy07 Acinospesigenin B 7.2269
777 6.582 592.38995 Triticum CapHssNOgP (2-{[(2R)-2-(butanoyloxy)-3-[(9E)- 6.4653
octadec-9-enoyloxy]propyl
phosphonato]oxy}ethyl)trimethylaza
nium
654 6.692 619.38947 Poaceae CagHe40g 3-Hydroxy-12-oleanene-23,28-dioic 6.7024
acid; 3-0-?-D-Xylopyranoside
596 6.291 509.29276 Poaceae CogHax0g 2,3,23-Trihydroxy-30-nor-12 20(29)- 6.5092
oleanadien-28-oic acid; 23-
Carboxylic acid
773 6.112 465.26636 Poaceae Co7H350¢ Arieianal; 9'Z-1somer, 18-alcohol 6.4895
382 566 377.21457 Generic Ci7H3gN.O, 1-[(2R,3S,6S)-2-(hydroxymethyl)-6- 6.5543
[2-(4-methyl-1-piperazinyl)-2-
oxoethyl]-3,6-dihydro-2H-pyran-3-
yl]-3-propylurea
631 6.514 567.29822 Triticum CasHazN. Oy Mesoporphyrin X (MPIX) 6.3022
466 5153 347 16772 Generic CigHagN, 0y Quinine 6.6731
663 6.801 354.19406 Generic CooHagN3 N-(1-cyclohexylethyl)-4- 6.7103
phenylphthalazin-1-amine
200 4738 303.14133 Generic Ci3Hz:N-0.5  methyl 2-[(3-formyl-2, 2-dimethyl-1,3- 6.2243
thiazolidin-4-yl)formamido]-3-
methylbutanoate
458 11.009 412.32068 Generic Co7HgNO> Cyclopamine 6.4779
648 6.455 611.3194 Generic CaqHazNg04 BQ 123 (Cyclo(D-trp-D-asp-pro-D-val- 7.1319
leu)
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627 6.303 567.29565 Triticum CozHaz0:5 (1R,3aS,3bS,5a5,75,8R 9a5,9bS 1 6.114
1aR)-7,8-dihydroxy-1-
[(2S,3R 4R 55)-4-hydroxy-5 6-
dimethyl-3-(sulfonatooxy)heptan-2-
yl]-9a, 11a-dimethyl-
tetradecahydrocyclopenta[a]phenant
hren-5-one
8 6.92 24513823 Poaceae C12H220¢ MNarbosine A 6.9367
49 7.81 317.10495 Triticum Ci7H50¢ 3-(3,4-Dihydroxybenzyl)-3,4,7- 6.3828
chromantriol; 3'-Me ether
873 8.245 529.26544 Generic CogHez044 Pharboside E;(-)-Pharboside E 7.2983
(b)
N° Rt.min m/z [M+H] + Banque Formule Composé annoté Score total
847 8.356 512.29755 Generic CapHaNOg Cytochalasin Ppho 6.6626
725 438 21414365 Poaceae C1HigNO- N-heptanoylhomoserine lactone 6.2073
83 4 383 384.1413 Generic CigHz23N30g 4-(MethylInitrosamino)-1-(3- 6.2058
pyridyl)-1-butanol glucuronide
768 6.541 238.18001 Generic C14Hz:NO; 2-hydroxy-N-(2- 6.1256
methylpropyl)deca-4,6,8-
trienamide
462 10.53 4143728 Generic CozHa7NO UCA-1064-B 71733
241 10.06 317.24762 Triticum C1H3:05 9(11),15-Isopimaradien-19-ol; 19- 6.6748
Carboxylic acid, Me ester
742 5737 120.08069 Generic CgHgN CNP0440871 6.2073
508 5926 481.19211 Generic CopHzsMN.07 (2S8)-2-[[(2S)-2-[4-(4- 6.3109
carbamimidoylphenoxy)butanoyla
mino}-3-
carboxypropanoyllamino]-3-
methylbutanoic acid
61 6.051 333.15408 Generic C15Hz605 1,5-Dibutyl methyl hydroxycitrate 6.6861
745 4.073 22717564 Generic C2Hz:MN505 4 6-bis(propan-2-yl)- 6.3396
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octahydropyrrolo[3,4-
b][1,4]oxazin-3-one



795

23

517

493

432

217

653

763

316

464

437

882

244

872

821

475

274

183

5.164

6.779

3.692

5.121

3.239

9.023

6.516

3.587

6.082

6.551

4.567

4.329

6.525

10.625

4.416

5.667

4.636

4.344

565.15466

275.18634

443.22903

428.2045

398.14169

310.23727

633.33319

24214981

357.25369

397.30597

276.15826

288.20374

142.15892

302.30536

24915735

417.33252

330.23904

295.16528

Triticum

Poaceae

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Generic

Poaceae

Generic

Generic

Generic

Triticum

Generic

Triticum

Generic

Generic

CasH26014

C14H2605

CZSH 30 NZO 3

Ca4HagNOg

C1 THZSN BOGS

C1SH31N03

Ca:Hag04y

C11H19N303

CZZH 32N202

Co7Ha205

C16H21N03

C12HasNs05

CgHygN

C1 SHBBNOZ

C12H22N202

C27Ha403

C16H31N304

C1 E-HZZNZO 4
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5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-8-[3,4,5-
trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-6-
(3,4, 5-trihydroxyoxan-2-
yl)chromen-4-one

Glycerol 1-alkanoates; Glycerol
1-(11-hydroxyundecanoate)

13-(3-methoxyphenyl)-8-methyl-
5-(3-phenylpropyl)-2-oxa-5,8-
diazatricyclo[8.4.0.07, ?]tetradeca
-1(14),10,12-trien-9-one

YM-215343:(-)-YM-215343

Karnamicin A2

CNP0440117

Dinoxin B

Leuhistin;Leuhistine

U69593

15-(7-hydroxy-6-methylhept-1-en-
2-yl)-16-

methylpentacyclo[9.7.0.0?,?2.07,?

0?7? ??]octadec-10-ene-6,12-diol

1-(3,4-
Dimethoxycinnamoyl)piperidine

Leucyl-Arginine

(+)-N-methylconiine

sphinganine(1+)

(3S,6S)-3,6-di-sec-
butylpiperazine-2 5-dione
Cholesta-9(11),24-diene-3,6,20-
triol

1-{[4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-
3-(4-methylpiperidin-1-yl)oxolan-
2-ylImethyl}-3-(propan-2-ylurea

Tyrosyl-Leucine

6.647

6.3042

6.2106

6.4112

6.0099

6.9904

6.7387

7.4342

6.2382

6.2217

6.4087

7.3474

6.6501

6.3821

7.1828

6.4557

6.4655

7.1238



656

722

587

852

701

4317

5411

3.998

4117

4.821

185.12851

213.15964

47223959

277.1658

340.2225

Generic

Generic

Generic

Poaceae

Generic

C16H22N602

C1 1 HZD NZOZ

Ca2sHaaNz0¢

Cy4HzgNLO;

C1TH31N304

1-(1-methylpiperidin-4-yl)-5-[3-
(pyrazin-2-yl)-1,2 4-oxadiazol-5-
yllpyrrolidin-3-ol

1,4'-Bipiperidine-1'-carboxylic
acid

(2R,3R,3aS ,9bS5)-7-(cyclohexen-
1-yl)-3-(hydroxymethyl)-1-(2-
methoxyacetyl)-2-(morpholine-4-
carbonyl)-3,3a,4 9b-tetrahydro-
2H-pyrrolo[2,3-a]indolizin-6-one

Coumarylagmatine

Diprotin A

7.2328

6.6209

6.6841

6.1035

6.8327
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Tableau 6.1. Caractérisation moléculaire et biochimique de souches bactériennes isolées de la
rhizosphére de blé sauvage cultivées dans (a) le sol du Nabi-Chit (Liban), (b) le sol de Mauguio
(France) et sélectionnées suivant les séquences du gene codant pour ARNr 16S et la sélections
d’aprés la comparaison des profiles des amplicons BOX-A1R (Cf. Figure 6.1 et 6.2) et (C) la
souche bactérienne endophyte isolées de Ttd-NC-2019 (Cf. § 2.8).

- Informations des données de la caractérisation biochimique :
Moyenne des indices de solubilisation (IS) de P (phosphate tricalcique, phytate) et K (Feldspath
potassique). Le cycle et le protocole de purification des bactéries : voir Chapitre 2, Figure 2.6. Les
indices de solubilisation (IS) sont calculés comme suit a partir des photos présentées par la Figure 2.7
(Chapitre 2) : diametre de la zone jaune induite par la colonie tachetée rapporté au diametre de la
colonie tachetée. "1" indique qu'aucune zone jaune n'est apparue autour de la colonie.

- Informations des données de la caractérisation moléculaire :
Quatres génes nifH, ipdC, accD et ChiA choisis sont impliqués respectivement dans la fixation de I'azote
atmosphérique, la synthése de l'auxine AlA « acide indole acétique », la tolérance contre les stress
abiotique tels que la sécheresse et dans la production de la chitinase qui posséde une forte activité
antifongique.
Séquences d'amorces : voir tableau 2.3. Protocoles PCR : voir § 2.10.5.
+: Présence
- . Absence
aRésultats: Moyennes de trois répliquats suivies de I'erreur standard (Moyens + SE (n = 3).
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Indices de solubilisation (I1S)2

Codes des
bactéries

Phosphate tri-calcique

Phytate

Feldspath

NiftH

ChiA

(a)

BPMP-Bu-01
BPMP-Bu-06
BPMP-L-07
BPMP-E-12
BPMP-E-15
BPMP-K-16
BPMP-H-22
BPMP-R-23
BPMP-P-25
BPMP-P-26
BPMP-PU-28
BPMP-C-29
BPMP-V-30
BPMP-Ag-31
BPMP-X-33
BPMP-Pa-34

(b)

BPMP-E-39
BPMP-EL-40
BPMP-K-42
BPMP-K-44
BPMP-K-47
BPMP-K-51
BPMP-K-53
BPMP-Y-55
BPMP-Y-56
BPMP-5-58
BPMP-5-59
BPMP-Br-60
BPMP-Sp-61
BPMP-Ag-62
BPMP-B-63
BPMP-Az-64

1.189 + 0.04573
1.058 +£0.01998
1.288 £ 0.04328
1.353 £0.09275
1.085 + 0.05974
1.082 + 0.007046
1.267 +0.02583
1.612 £ 0.08078
1.106 + 0.06203
1.322 +0.03399
2.14 £ 0.06218
1.938 +0.201
1.208 £ 0.04421
1.103 £ 0.002176
1.305 + 0.06893
1.126 + 0.005501

2.799 + 0.2561
1.116 £ 0.005783
2239 +0.018
2682 +0.1934
2.069 + 0.03205
2875 +0.1152
2.562 + 0.0686
1.14 £ 0.01903
2.254 +0.3075
1.277 £ 0.04901
2.294 +0.1907
2.274 +0.05546
1.028 +0.01433
1.128 + 0.06567
1.554 +0.05743
1.078 £ 0.01781

1.13 £ 0.005655
1.133 £0.02112
1.163 + 0.05484
1.059 +0.00579
1.159 + 0.07864
1.172 £ 0.05762
2173 £ 0.05633
1.552 £ 0.299

1.021 £ 0.00751
1.061 +£0.02533
1.357 £ 0.01266
1.093 +0.02632
2.356 + 0.06575
2.181 £ 0.2061

1.073 £ 0.03237
1.044 £0.02311

2.71 £ 0.06808
1.162 + 0.03098
2.498 +0.1224
1.201 £ 0.02906
2.384 +0.147
1.059 + 0.0203
1.038 £ 0.00575
1.029 £ 0.01608
1.05 £ 0.01565
2.188 = 0.04884
1.135 £ 0.0478
1.113 £0.02205
1.005 £0.043
1.234 +0.07492
1.03 £ 0.01636
1.907 £+ 0.1768

1.696 + 0.09484
1.137 £ 0.04191
1.181 £ 0.006165
1.113 £ 0.02839
1.071 £ 0.04049
1.138 + 0.05666
1.688 + 0.04546
2.069 +0.204
1.019 + 0.008021
1.79 £ 0.06742
1.935 £0.1145
1.706 £ 0.1188
1.381 £ 0.09952
1.175 £ 0.0701
1.172 £ 0.05196
1.101 £0.005138

2776 +0.3376

1.056 +0.03065
1.029 +0.01057
1.178 £ 0.02691

1.095 +0.02135
1.034 £0.01933
1.054 £0.0183

1.203 £ 0.004977
1.071 £0.02505
1.048 + 0.00619
1.071 £0.02505
1.051 £ 0.02054
1.018 £ 0.007957
1.121 £ 0.02517
1.81 £0.04719

1.049 + 0.009451

T I I

o+ o+

o T Tk T T T A R

Génes
IpdC AccD
+ -
- +
- +
+ -
5
- +
+ +
+ -
+ +
+ +
- +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ -
- +
+ -
+ +
- +
- +
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
- +

5
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