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RESUME

La compréhension des interactions qui associent les plantes et les microorganismes dungol est

étape incontournable pour une gestion durable de nos écosystéemes notamment en agriculture. Parmi

les services écosystémiques résultant de leurs intergctianpeut citer la productivité végétale
répondant, en partie, aux besoins alimentaires degalgton mondialeet la régulatimn des cycles
biogéochimiquesLes services écosystémiquesi émergent de telles interactipmeposent sur des

liens trophiques pouvant étre représentés par un compromis entre co(ts et bénéfices pour les différents
pate DLUHV GH OfLQWHUDFWLRQ /HV SODQWHV RUJDQLVPHV DX\
RUJDQLVPHYV FOHIV TXL IRQW HQWUHU OH FDUERQH GDQV OfpFR
carbone est libéeésous forme de molécules plus ou moinmplexesau niveau de leurs racingsar

le processus de rhizodépositidbes composés servent de molécules signal et de nutriments pour les
microorganismes du sol, essentiellement hétérafrbpy  FIHVW O 1 HCéitebskid dRA08cK q U H
colteux par la plante mais bénéfique aux microorganismes. Les microorganismes contrésuent

retour, a la nutrition da santé des plantes ce qui est colteux mais leur assure une source bénéfique de
nutriments. Ces échanges trophiques reposent néanmoins suilibreégépendant des conditions

biotiques et abiotiques qui affectent chaque partenaire. La biodiversité microbienne, de par la
PXOWLWXGH GILQWHUDFWLRQV DX VHLQ GHV FRPPXQDXWpV PLI
Parmi les facteurs abiotiquee contexte environnemental actuel, soumis aux changements globaux,

est propice a une déstabilisation de ces interactions.

/I TREMHFWLI GH FH WUDYDLO HVW GRQF GH FRPSUHQGUH FF
pour chaque partenajreV XLWH j GHV PRGLILFDWL RigstanGO X0 HRX LQ ROIDXQNHU
/ITLQWpUrW pWDQW GH VDYRLU VL OHV EpQpllLduiHpérngReXtUesOHY SOI
services écosystémiquegront affectés.

Pour répondre a cet objectif, un dadd G L Q W H U-niendbeRgnplifid B &X&\VCHOsI et
une déstabilisatignau niveau de la planteD pWp HIIHFWXpH DX PR\HQ GJXQH DXJ
DWPRVSKpULTXH /9 Medagd) tuRdatll&PsEUQAmMahbls fluorescems ainsi été
étudiée. Les interactions ont ensuite été complexiféesitilisantune communauté microbienne dans
son ensemblet, cette fois, la modification a été appliquée au compartiment microbien soumis a une
dilution desa GLYHUVLWp /fHIIHW GX ttoidaneHBQtEu @ HdteGrieyureUsurLiavp P L
croissance et la reproduction de trois espéces végétales maddétiisago truncatulaBrachypodium
distachyonet Arabidopsis thaliana (QILQ OTDQDO\VH [¥dphhmvaut® mibrabiekneH V X U
en identifiant la prt active c'esta-dire les microorganismes qui utilisent les composés libérés par la
plante Ces microorganismesgui interagissent réellement avec la plaotg étédétectégrace a une
analyse DNSIP XWLOLVDO®W OYLVRWRSH

Les principaux résultatobservésTXH OD PRGLILFDWLRQ deklphRaidite) 1 XQ R X
sont une déstabilisan des colts et bénéficdsa premiere étude montre une variation temporaire des
interactions en faveur de la plante en condition dg COXJPHQWp 'DQVdutibnkB¥ GTXQH
diversité microbienne, les colts pour la plante sont conditionnés par la dépendance naturelle des
plantes visxvis des microorganismes symbiotiques qui interagissent avec le reste de la communauté.

Cela est confmé par la derniere expérimentation qui met en évidence les interactions microbes
microbes qui conditionnent Eructurede la communauté microbienne interagissant avec la plante.

Ce travail a permis de clarifier le fonctionnement des relations plaméesorganismes du sol
et les facteurs qui contribuent a leur maintien essentiel au fonctionnement des écosystemes. Ces études
apportent aussi des pistes en vue de pouvoir prédire les impacts des changements globaux sur nos
écosystemes. Conserver ou rasta les services écosystémiques est indispensable pour {éttd@en
humain.

Mots clés: Medicago truncatula interactions plantesiicrobes, rhizosphere, relations colts
bénéfices, symbiosechangement global, biodiversitéDA SIP






ABSTRACT

Understanding the interactions that bind plants and soil microorganisms is an essential step for the
sustainable management of ecosystemspecially in agricultureThe eosystem services resulting
from suchinteractionsnclude plant productivitywhich respond, in part, tothe food requirements of

the world's populatioandthe regulation of biogeochemical cycldfhese eosystem services depend
on trophic links between the two partnersthe interactionand can be represented by a tradeoff
betweenthe costs and benefits for each partner. Plabh&ing autotrophic organisms or primary
producersarekey organismsvhich introduce carbon o the ecaystem, through photosynthesiarP

of this carbon is releaseds more or less complex molecules at thetsoleve] thanks to the
rhizodeposition processThese compounds act as signal molecules and nutrients for soil
microorganismswhich aremainly heterotrophicin the secalledrhizosphere effect. This process is
costly forthe plant but beneficialo themicroorganismsln return, nicroorganismsontributeto plant
nutrition and healthwhich is costly but provides themith a beneficial source of nutrientsThese
trophic exchangesioweverare based on a balanetich depend onthebiotic and abioticonditions

that affect each partner. Microbial biodiversitgroughthe multitude of interactionsccurringwithin
microbial communitiesis a significant biotic factor. Among the abiotic factors, the current
environmental context, subject to global chgng tending to destabilizbese interactions.

The objective of this workvasto understand how environmental changtectthe costs and
benefitsfor each partneby applying changet® one or the othetheaim beingto determinewhether
these changes would affethie benefits for plants and microorganisms tpetvide ecosystem
services.

To achieve this objective, a simplified framework for plamisrobes interaction wafrst
chosen Destabilization at theplant level was carried odty increasng the atmospheric C®and
studyingthe interaction betweededicago truncatulandPseudomonas fluorescefie interactions
were thermademore compleXy using a wholemicrobial community but this time the change was
applied to the microbiatompartmenby subjecing it to diversitydilution. The effect ofthe resulting
microbial diversity gradientvas measured on the growth and reproduction of three model plant
species Medicago truncatula Brachypodium distachyomand Arabidopsis thaliana Finally, the
microbial communitywas subjected to a DNA SIP analysisth the isotopé®C, to identifythe active
portion, i.e., thosemicroorganisms which really interact with the plantand usel compounds
released byt.

The main resujtwhen thechange affeed one or othempartner, wasa destabilization othe
costs and benefits. The first study sleola transientvariationin the interaction#n favour of theplant
under increased G@onditiors. In the case of dilution of microbial diversitythe costs for the plant
are conditioned by the natural dependency of plantsymbiotic microorganisms that interact with
the rest ofthe community. Thiswas confirmed by the last experiment that highleghtthebetween
microbesinteractionswhich determired the composition of the microbial communityat interaced
with the plant.

This work has helgk to clarify the functioning ofrelationships betweeplants and soil
microbes and the factors that contribute to their mairgnce whichs essentilato the functioning of
ecosystems. These studies also prowdeys for predicing the impacts of global change on
ecosystemsThe @nsenationor restoation ofecosystem services is essential for human-latig.

Keywords: Medicago truncatula plantsmicrobes interactions, rhizosphere, cdssefits
relationship, symbiost global change, biodiversity, DNA SIP
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INTRODUCTION GENERALE DE LA THESE

&H WUDYDLO GH WKqVH UpDOLVp j OFT,QVW L WKV P WH RDHD
des enjeux de sociétés majeurs résidant dageskzondes agroécosystemes de facorabie.

Dans le contexte mondiactuel (Supit et al 20)2il devient préoccupant de gérer les
agroécosystéemete facon a préserved fHQ Y L U R Q Q mh&tieDant gl pdmidr@ial

GDQV 01D QMEAIZ2DW8H) WelsBR005b Tilman et al 2001p Le fonctionnement

des veégétaux qui constitueoes agroécosystemes doit donc étre pris en compte (MEA
2005a). Or, dans cette optique de développement durable, le compartiment végétal ne peut
étre dissocié du compartiment sol dans lequplite les éléments niiifs nécessaires a sa
croissance et a son développemg@an der Heijden et al 2008). Les microorganismes du sol

sont essentiels a la nutrition et la santé des plantes (Bever et al 2062 S SV &ETHVW
UpVXOWDQWH @ritre &§ AUWHRPSDVIWRIAPHQWY TXL HVW j OTRU
agroécosysimiqueqCortois & De Deyn 2012 Wu et al 2009)Ces interactions reposesitr

des liens trophiquesoumis a un compromisntre les colts métaboliques fournis par le
partenare HW OHV VHUYLFHV UHQ G Xcdm®bBédd carlfonés\Vde) id paite) W H Q L
permettant la croissance microbiennersus métabolites microbiens contribuant a la
croissance et la santé des plant@dprgan et al 2005)Dans un contexte fortement perturbé

par les activités humaing# devientessentiede comprendre comment vont étre affectés les
plantes, les microorganismes et leurs interactith® VDS S X\D QWsiorveolkts FHW W H
bénéfices. Parmi les changements globaéslltant en partie dgmerturbaions anthropiques,

qui affectent nos écosysteméd®,Q SHXW FLWHU OfTDXJPHQWeDIEhatkks§ GHV JL
GHV WHPSpUDWXUHYVY RX HQFRUH OHPCPR@WRIQ/F-BnwaisBQV GX F
de leur mobilité réduite les plantesvont subir ces modificationsenvironnementale®t

entrainer des répercussioagr les microbes du soCelapeutconduirea des variations de

leurs interactions et donc affecter les services écosystémiques.

/ITREMHFWLI D DORUV pWp G D @V pQD B/HE K Lit@vexi [P SV
concernant lecomportementdes interactions plantemicroorganismes affeaté par les
changements globaux. Cetfgnthése bibliographique aprés avoir présenté les interactions
plantesmicroorganismes et énumeéreé les ssg ecosystémiques rendus par les plantes, les
PLFURRUJDQLVPHVY GX VRO HW OHXUV LQWHUDFWLRQV

changement global (augmentation de la concentration ey Rddsse des températures,
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disponibilit¢ en eau et en nutrimentd)es principales conséquences de ces variations
environnementales ont ainsi été décriteslittérature met en avant une grande variabilité des
colts et bénéfices régissant les interactions plante®besen raisonde la diversité et la

complexité de ces interactions.

/IHV WURLYVY FKDSLWUHV TXL VXLYHQW G p FduplgydegW OHV
GDQV FH WUDYDLO GH WKgVH DILRicflfgs & Kierabéwicoldey LQWHU
Ces stratégis divergent par le \VW qP HV G {L Q W4imldrbdrgahisiEs\ellBriguze® W HV
utilisés ainsi queparles modifications environnementales, reflétant les changements globaux,

qui ont été appliquées.

Le premier chapitre VILQWpUHVVH D X gséldé Havdoncengationten KCD X
DWPRVSKpULTXH | SDUWLHYVY SDU PLOOLRQV VXU OfLQ\
Medicago truncatulaet la bactérie mutualisteseudomonas fluorescerSette étude vise a
FRPSUHQGUH OfLQWHU Diraifidatn HONN2EISIO laTpabtewd 1eXLQH
/1 p W, Xé@lidéedans des conditiongnotobiotiquesest alors simplifiée anferactionentre
un génotype végétatt un génotype microbien. Les variations de codts et bénéfinegte
analyséesuite a cte hausse du CODWPRVSKpULTXH J/fLQWHUDFWLRQ GF
SHUWXUEpH SDU OYHQUEHKOWVHBHQWHWQG&RSSRUWHU G

compréhension et de nouvelles questions sur le fonctionnement de cette interaction.

Le deuxieme chapire conserve le méme objectie compréhension des interactions
plantesmicrobes mais cette fois la modification est apportée au niveau des microorganismes.
Une réductionde diversité de la communauté microbienne interagissant avec la plante est
réaliséede facon expérimentalafin de mimer une perte de biodiversitéouvent observée
suite aux changements globawen particuliersuite auxperturbations liées aux pratiques
agricoles Cette étudeise | G p F R Xe3f@ ¢l mizHorganismes en interaction intime avec
la plante, les symbiotepar rapport aueste de la communauté microbiensigr la croissance,
le développement et la reproduction végétale. Pour cela, trois espéces de plantes dépendant
plus ou moins de sylmotes ont été utiliséed)edicago truncatulaBrachypodium distachyon
et Arabidopsis thaliana La diversité de la communauté microbienne a été diluée
progressivement de fag@nobtenir un gradient de diversité. Les symbiotes ont été ajoutés
guand nécessa, afin de mettre en évidence leur réle par rapport au reste de la communauté
PLFURELHQQH /1pWXG Havdfiord WopltdyderEfiDe® pourVa plaki{e et les
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PLFUREHY VHORQ OH QLYHDX GH GLYHUVLWm@ma3Llc&sVL TXTj
variations , O V 1 D Ydahkkhbtr€ Xtbdela dépendance &vis des symbiotes conditionne
la réponse de chaque espéce végétale a une baisse de la diversité microbienne.

Le troisieme chapitre vise a approfondir la compréhension des intévast plantes
microbes en identifiant les microorganismes impliqués dans la dégradation des composés
carbonés libérés paéedicago truncatulaCette expérimentation repose sur une technique de
marquage isotopique dd& GH OY1$'1 O DDR{SW KARNGS$tabge isotope probing)
(Dunford & Neufeld2010). Le CQ fourni a la plante a donc été marguediis sondevenir
dans le soh été étudié YLD OTDQDO\WVH GHV PLFURRUJD QarbRédV D\DQ\
fournispar la planteet constituanainsi la part active de la communauté microbierugeréle
des symbiotes a été découplé de celui du reste de la communauté microbienne grace a
O XWLOLYVD yénoR/Qes @dledicdgé [truncatula le génotype sauvagel5, qui a la
FDSDFLWp GEiptevdetionsL &ymlisiokiques et ugénotype mutant deMedicago
truncatulg TRV25, GpSRXUYX GIDVVRFLDWLRQDNO WbthihtRNd T X HV
microbiennsg, au sein de la rhizosphere des deux génotypdglatbcago truncatulaa été
réalisée par des appf)KHV GIpFRORJLH PROpFXODLUH

/ITHQVHPEOH GHYV H BrstifuaRt EeQtkaMaiMde Ri@seV 1 D U WdnE X O H
autour de plusieurs disciplinestefe TXH OpFRSK\VLRORBFIRRORpUBPWDREGHREL
OYpFRORJLH pYROXWLYH cdfjirdadieHé fonctiontthanwint@és imteératXdns
entre les ompartiments végétat microbiende nos écosystemest, HQ SDUWLFXOLHU Of
changements globaux sur ces interactions. Des études complémentaires dans ce domaine sont
nécessaires afic T LRPOJK QVHPEOH GHYV LQisbbrghbisnwd fBnQavhedt@ldsQ W H V
a nos écosystemed plus long terme O 1 H @eMtell¥s étudeserait de pouvoirdéfinir
guelquesgénéralisationsaidant a prédire les effets des changements globaw ces
interactiors. Cette démarche permettraieé pallier ces effets et de sauvegarder ou restaurer

ces interactions fondamentales au fonctionnement des écosystémes.
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IRQFWLRQ Q EcBdysfeWie (8dHnt@rfictions plantesmicroorganismes

telluriques

13



CADRE SCIENTIFIQUE DU PROJET DE THESE

- Synthesebibliographique -

Effets des changements globaux sur un partenariat essentiel au fonctionnement de

@dpsystéme les interactions plantesmicroorganismes telluriques

Préambule

Le cadre scientifique du projet de thése constitue unmihése de la bibliographortant sur
les effets des changements globaux concernant les interactions ptaatesrganismes du
VRO &HWWH SDUWLH H[SOLFLWH GYDERUG-nmidbbéR FWLRQ C
présentant une breve description rdétabolisme végétal puis en décrivant le compartiment
microbien avec lequel la plante interagit. Une synthése des différentes interactions existant
entre les deux partenaires met en évidence la base trophique de ces interactions qui
constituent des colts &énéfices pour chacun. Les services écosystémiques apportés par
chaque partenaire sont ensuite détaillés et mettent en évidence la susceptibilité des
interactions plantemicrobes par rapport aux différents aspects des changements globaux qui
affectent RV pFRV\VWqgPHV (QILQ GLYHUVHV H[SpULPHQWDWI
changements globaux sur les compartiments végétal et microbien sont réunies afin de
représenter les principales conséquences existant et la résultante sur leurs interactians et d
sur les services écosystémiques qui en découlent. Pour finir, les perspectives reposent sur le
réle important de ces interactions dans le fonctionnement de nos écosystemes avec un intérét
particulier pour les agroécosystemes. Néanmoins, la difficftp W XGLHU FHVY LQWHUDF
faire des généralisations est mise en évidence.

Cette synthése bibliographique a été intégrée en partiechapitre de livre intitulé
« Combining molecular microbial ecology with ecophysiology and plant genetics fotea bet
understanding of plamhicrobial communities interactions in the rhizosphereCe chapitre
de livre sera intégré dans la sectiorocus chapter§ GH O YR XY UDNlélecul@WLWXOrg
Microbial Ecology of the Rhizosphereet publié pafFrans J. de Bijpn aux éditions Wiley
Blackwell en 2013.
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Effets des changements globaux sur un partenariat essentiel au fonctionnement de

@dbsystéme les interactions plantesmicroorganismes telluriques

1. Fonctionnement des interactionplantesmicroorganismes telluriques

1.1. Base trophique des interactions et approche cotitenéfices

/IH PpPWDEROLVPH YpJpWDO HW OfHIIHW UKL]RVSKqUH

/IHV SODQWHYV VRQW GHV RU-GOBGQUWHP AIXTBROWRW URIFKHV FOHN
source de DUERQH RUJDQLTXH SRXU UpDOLVHU OHXU FURLVVDC(
propre matiére organigue suite au processus de photosynthése. La photosynthése met en jeu
GHV SLIJPHQWY FKORURSK\OOLHQV FDSWDQW OapeesiUJLH O
organiques a partiGfXQH VRXUFH GH FDUERQH LQRUJDgLIEXH OH
OfHDX HW GHV QXWULPHQWYV =LVND %XQFH 2,&HV TXD
nutriments, eau) sont essentiels a la croissance veégétale. Delegluschanges gazeux
QpFHVVDLUHY DX IRQFWLRQQHPHQW GH IO 6@& DUHWH WV E DR/
(Oy), sont rendus possible grace a des structures spécifiques localisées au niveau des feuilles,
les stomates. Or le fonctionnement des sties) et le métabolisme photosynthétique qui en
découle, dépendent de la température externe (Luo 2007). La température est donc le
cinquiéme élément abiotique fondamental dans la réalisation de la photosynthése et joue
€galement un roéle important dansrigulation du développement végéthks stades de
développement des plantes (ouverture des feuilles, apparition des fleurs, durée du stade
YpJpWDWLI « VRQW HQ SDUWLH GpWHUPMEpeleSaD200® D WHP S
Walther et al 2002). Lphénologie des plantes est ainsi décrite comme le caractére saisonnier
GH OTYDFWLYLWp YpJpWDOH OHQ]JHO HW DO &THVW FF
GIDLOOHXUV H[SORLWpH ORUV GH OD YHUQDOLVRABWLRQ GH’
faibles températures ce qui permet par la suite une apparition plus précoce des fleurs et de la
production de graines (Chabaud et al 2006).

Ce schéma global du fonctionnement de la plante comporte trois variantes dépendant
du mode de fixation du CQOlors de la photosynthése. La majorité des plantes ont un
meétabolisme C3 cest GLUH TXTHO OHV, yr&e &une dedle) eziime&Rabisco.
Cependant, aRXELVFR HVW pJDOHPHQW, &DI&D HO BQ Giid ldAL[HU O

photorespiration. Ce gmomeéne entraine une baisse du taux photosynthétique du fait de la
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ILIDWLRQa @dc2 duCO® /HV SODQWHYV SHXYHQW ® d@céibobeHV SLUH
disponible pour la photosynthése (Luo 2007). Enviréh des especes végétales connues ont

un méabolisme C4 (Ziska & Bunce 2006). Les espéces en C4 effectuent une séparation
spatiale entre la fixation du G@t son utilisation et comportent deux enzymes distinctes qui

sont laPERase et IaRubisco. La fixation de COYD GRQF rWUH SOXV HIILFDFH !
PERcase qui se charge de fixer uniquement le GON GH O D BubiRdd.WeHréstg deD
végétaux qui ne fonctionnent pas selon le modele C3 ou C4, représentent erfirdesl

espéeces vegetales et ont untabélisme appelé métabolisme acide crassulacéen (CAM)

(Ziska & Bunce 2006). Les plantes CAM ont les deux mémes enzymes que les plantes en C4
mais la fixation du C@et son utilisation sont séparées dans le temps, ce qui permet a la
plante de se concentre¥ XU O fDFF XP X @ Ouvdit ReEQnud ¥t de2le transformer
efficacement le jour.

La photosynthése entraine la transformation du carbone minéral sous forme de
JOXFLGHYV JpQpUDOHPHQW GH OYDPLGRQ HW RX GX VDFFKD
glucose et le fructose (Heller et al 1993). Ces glucides vont constituer des réserves
temporaires puis une partie servira de base pour la production de molécules plus complexes

SURWLGHV OLSLGHV DFLGHV DPLQpV DFé@&HwntHisaDQLTXF
sa biomasse aérienne et racinaire. Le reste des produits synthétisés va étre stocké dans les
racines sous forme de réserves (Heller et al 1993). Cependant, une fraction des
photosynthétats, estimée en moyenne a 17 % du C net fixé paR&MRVI\QWKgVH QYH\
GLUHFWHPHQW XWLOLVpH SDU OD SODQWH SRXU VD SURSU
racines et libérée dans le sol (Nguyen 2003). On désigne sous le nom de rhizosphére les
racines et la zone de sol entourant les racingsWtD QW VRXV OfLQIOXHQFH GX F
plante Figure 0.1). La rhizosphére se décompose en trois zond@ fHQGRUKL]J]RVSKqUH
UDFLQDLUHY OH UKL]RSODQ VXUIDFH GHV UDFLQHV HW O
sol rhizosphérique). & plante va donc libérer au sein de la rhizosphére divers éléments
carbonés, dont les photosynthétats, regroupés sous le terme de rhizodépéts. Les rhizodépbts
sont composés des exsudats racinaires (ou photosynthétaies, acides aminés, acides
organiqies, hormones, vitamines), de sécrétions de mucilage (sucres polymérisés, enzymes)
et de cellules sénescentes (cellules de la coiffe racinaire, cellules corticales et épidermiques)
SXLV GH OfTHQVHPEOH GH OD UDFLQH j OD ;NBuyew2@®8). OD SOD

17



Figure 01 5SHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GHV WURtY JRQHV
/ID UKL]JRVSKgqUH VH GpFRPSRVH HQ WURLV UpJLRQV
UDFLQDLUHV OH UKL]JRSODQ VXUIDFH GHV UDFLQHV HW C

sol rhizosphérique).

Le sol est un milieu vivant composé de nomBrenicroorganismes, essentiellement
hétérotrophg c'est: GLUH TXL RQW EHVRLQ GTXQH VRXUFH GH FDUE
croissance. La libération de carbone organique dans la rhizosphére constitue une source
importante de nutriments pour ces mimrganismes. Cette interaction trophique est a la base
GH OfHIIHW UKLPRWSKqUH )LJXUH
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1.1.2. Les relations trophiques dans la rhizospherevision coltsbénéfices

Le carbone perdu par la plante au niveau des racines lors de la rhizodépepitsente de

0,6 & 27% de sa masseeche (Nguyen 2003). Ce carbone ne sera pas utilisé pour la
croissancevégétale et correspond doncua colt en C pour la plante (Nguyen 2003).
Cependant, ces composés seront utilisés par les microorganismes hétesothogol qui

YRQW OHV PpWDEROLVHU HW DLQVL WURXYHU OD VRXUFH C
processus de rhizodéposition, énergiquement colteux pour la plante et qui semble bénéficier
uniquement aux microorganismes hétérotrophes dedasphere, a été maintenu au cours de
OfpYROXWLRQ GHV YpJpWDX[ FIHVW TXH OHV FRE€EWV LQYHYV
(Morgan et al 2005). En effet, les microorganismes rhizosphériques vont contribuer a fournir

des éléments minéraux nécekddaHVY j OD FURLVVDQFH GH OD SODQWH /Y
les microorganismes, au sein de la rhizosphere, est donc basée sur des échanges trophiques
(van der Heijden et al 2008) impliquant degits et des bénéfices pour chaque partenaire. En

effet, les composés échangés entre les deux partenaires représentent des codts pour celui qui
les produit mais un bénéfice pour celui qui les recoit. Les bénéfices représentent les biens et
OHV VHUYLFHV TXTXQ RUJDQLVPH QH SHkiksva sdeviir BEWHQ L L
OYDEVHQFH GTXQ DXWUH RUJDQLVPH &HOD LQFOXV QRWL
protection contre les facteuSLRWLTXHV HW DELRWLTXHV GH OTHQYLUF
OHV LQYHVWLVVHPHQWYV TXT X QattRel JaD QalrtsrRire ¢ lddNompsé&O D FH
TXYLO GRLW IRXUQLU j VRQ SDUWHQDLUH SRXU TXH OfLQWI
FDV GH OfLQWiitiirsvisiRe), |8 ot @d80kié a la perte de composés carbonés

par les racines va pernret la croissance des populations microbiennes au sein de la
UKL]JRVSKqQUH RX OH PDLQWLHQ GYDVVRFLDWLRQV PLFUREL
bénéfice, pour la plante, associé a cette perte de carbone. En effet, les microorganismes
peuvent cotribuer, entre autre, au recyclage des éléments dans la rhizosphére pour en faire

des nutriments assimilables par la plante (van der Heijden et al 28%&a,b; Vogelsang et

DO ] OD SURGXFWLRQ GTKRUPRQHYPMipd GlUdA0I96) 'REEH
ou encore a la protection contre les pathogénes (Eparvier et a] L88da et al 2003 yan

Loon et al 1998 Whipps 2004). Il y a donc une compensation entre les codts et les bénéfices.

En ce qui concerne les microorganismespriaductiondes éléments minéraux fournis a la

plante hote représente un coldt métabolique pour les microorganismes telluriques ; de méme
TXH OfpQHUJLH PLVH HQ °XYUH SDU OH PLFUREH SRXU D\
maladies végétales, notamment lors deolmmétition avec des pathogénes de la plante héte.

Cependant, il y a un bénéfice a interagir avec la plante puisquecicédler fournit des
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composeés carbonés ce qui leur assure une source de nutriments pour leur croissance. Les
co(ts pour chaque organiswent ainsi étre compensés par les bénéfices que chacun recoit de
Outre organisme. Il se crée un équilibre au niveau de la balancebéuiéces qui résulte

G 1 X Qévolatidn entre les deux partenaires et qui contribue au maintien de cette interaction
(Bever et al 2009 Denison & Kiers 2004a(Figure0.2). Une telle stabilité apparente de ces
LOWHUDFWLRQV UpFLSURTXHPHQW EpQpILTXHV PDYTXH VR
Johnstone & Bshary 2008). En effet, ces colts et bénéfices ne sdetspaaits fixés mais ils

YRQW YDULHU DYHF OYDERQGDQFH HW OD GHQVLWpP GH Fk
positif entre les deux populations qui interagissent va dépendre des facteurs
environnementaux qui peuvent perturber ces interactions difienaet équilibre (Holland et

al 2004). Ces colts et bénéfices varient également en fonction du type de microorganismes
présents dans la rhizosphereur interaction visxvis de la plante pouvant étre positives,

négatives ou neutres.

Figure 0.2 Vision coOtsEpQpILFHV GH O fL-@kfddtgdhismes RQuahistee® W H V
colts pour la plante et les microorganismes sont compris dans les processus respectifs de
rhizodéposition et de production de métabolites. Ces colts sont companses bénéfices

TXH FKDFXQ UHoRLW GH OYDXWUH SDUWHQDLUH XQH LQIO
GLYHUVLWp HW OYDFWLYLWp GHV FRPPXQDXWpV PLFURE

microorganismes sur la nutrition et la santé des plantes.
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1.1.3. Caractéristiques des échanges rhizosphériques dirigés par la plante

Les échanges trophiques qui ont lieu au sein de la rhizosphere sont en premier lieu dirigés par
OD SODQWH SXLVTXH FY{HVW HOOH TXL LQWqgqJUHaR@fpOpPH
UKL]RGpSRVLWLRQ 2U FHWWH SURGXFWLRQ GH UKL]RGpS{W
(Bardgett et al 2005).

La photosynthese se déroule au niveau de la partie aérienne (organe source) et les
photosynthétats sont acheminés vers le conmpant racinaire (organe puits) et une fraction
YD rWUH OLEpUpH GDQV OH VRO &H WUDMHW LPSOLTXH GR
GH FRPSRVpV FDUERQpVY DX QLYHDX GH OfHQGRVSKqUH TX
rhizosphérique) est le deer compartiment a recevoir les composés carbonés (Mougel et al
2006).

Le stade de croissance et de développement de la plante a un impact considérable sur
la quantité et la nature des composés carbonés libérés par la plante (Kuzyakov & Domanski
2000; Yu et al 2012). Les différents types de rhizodépbts ne sont pas libérés en méme temps
mais sont répartis au cours de la croissance de la plante. La libération de sucres intervient
principalement durant la germination de la graine alors que les cellulesceétes seront
OLEpUpHV FKH] XQH SODQWH PDWXUH MXVTXYTj OD PRUW GF

I MTHVSqFH YpJpWDOH HQWUH DXVVL HQ FRPSWH GDQV O
FRPSRVLWLRQ WHQHXU HQ FDUER Q2012). K@&inde Btal (ZRIZpP S {W V
metent en évidence une tres faible abondance microbienne dans les sols de foréts de type
coniferes du au fait que les composés carbonés rejetés par les arbres sont complexes et
difficiles a dégrader pour les microorganisni@s.plus, la taille, la morphologie de la racine
et son fonctionnement vont étre déterminés génétiguement et physiologiquement (Nguyen
2003; Schulz 2012).

Les conditions environnementales extérieures dont dépend le fonctionnement de la
plante ainsi que e caractéristiques physiques du sol vont aussi modifier la quantité et la
nature des composés carbonés. Dans sa-anéigse, Nguyen (2003) montre, par exemple,
gue la rhizodéposition est plus importante dans un sol riche en argileacane meilleure
roWHQWLRQ GTHDX XQH VWDELOLVDWLRQ GH OD PDWLQUH

cationiques.
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1.2. La communauté microbienne rhizosphérique

1.2.1. Etablissement de la communauté microbienne dans la niche rhizosphérique

La niche rhizosphérique représente un habitat propice a la colonisation microbienne.
Cependant ces microorganismes ne sont pas répartis aléatoirement dans le sol. Le sol est un
milieu hétérogéne agissant parfois comme un filtre empéchant certains minisoezm de
VILQVWDOOHU 'HFDsQV $LQVL GHV ILOWUHV HQYLURC
VRO RX HQFRUH OD WHQHXU HQ QXWULPHQWY GpWHUPLQH
au sein de la rhizosphere. Ddesr étude, Schutter et £001) companet différents types de

sol selon leur teneur en argile, limon et sabembntrent que le type de sol est un facteur
GpWHUPLQDQW GDQV OH FRQWU{OH GH kb caclRepe/l¥H HW O
structure de la communautb LQVL TXH VRQ SRWHQWLHO GAXWLOLVL
davantage affecggar le type de sol que par les saisons ou encore le mode de gestion du sol.

Le pH est aussi un filtre environnemental important. Ainsi, les sols acides ont une faible
biomasse merobienne Dequiedt et al 201 1Kuramae et al 2032

'HV ILOWUHY ELRWLTXHV WHOV TXH OYDIILQLWpP DYHF
interactions entre les microorganismes-d&xPHYV RQW DXVVL XQ LPSDFW GDC
GIXQH FRPPXQDMQYQHPLEHMBWDLQHY HVSQFHV VRQW SOXV F
UpXVVLVVHQW PLHX[ j VILPSODQWHU GDQV OD UKL]JRVSKg
capacité a utiliser les nutriments du milieu ou a passer au travers des filtres environnementaux
(van de Heijden et al 2008).

Quand ils sont établis au sein de la rhizosphere, les microorganismes vont pouvoir
interagir plus ou moins fortement avec la plante. Ainsi, le trajet emprunté par les
photosynthétatsGH OD SODQWH MXVTXYDX taksatioy e RReQBUdeUH | X
fournie par la plante et donc a une spéciation des microorganismes selon leur place sur ce
trajet et leur utilisation des rhizodép6(Mougel et al 2006) On distingue donc les
PLFURRUJDQLVPHV V\PELRWL TEKddVouTXla surR€gWesvradiiespis j O L
dépendent entierement de la plante pour leur survie (Wardle et al 2004) et les
microorganismes non symbiotiques ou libres qui sont présents au niveau du sol
rhizosphérique SRXU HX[ OYDVVRFLDW IsRpg@s Ddidpgdnsable.HAIBIOWMO WH Q
SDUWLH GHV SKRWRV\QWKpWDWYVY YD VHUYLU GH VLJQDX[ P
des relations symbiotiques. Une autre partie va soit servir de nutriments pour les symbiotes,
soit étre libérée dans le sol paslracines selon le processus de rhizodéposition au niveau de

la rhizosphere et étre ainsi disponible pour les microorganismesynaniotiques. La
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rhizosphere est donc un milieu dynamique et structuré. Elle abrite une multitude de
microorganismes interaggant de diverses fagons avec la plante et qui sont structurés en
communautés complexes dans lesquelles diverses interactions entre les microorganismes eux
mémes existent. On peut ainsi différencier les microorganismes rhizosphériques en deux
groupes se W WLQJIXDQW SDU OH QLYHDX GYLQWHUGpPSHQGDQF
microorganismes les microorganismes symbiotiques et les non symbiotiques (Fijre

Au sein de chaque groupe, il existe divers microbes qui se distinguent par lewueffet

plante: positif, négatif ou neutre (Wardle et al 2004).

1.2.2. Microorganismes symbiotiques
La plante est donc la principale force structurante des communautés microbiennes. On estime
TX T HQY IOQDR§peces de plantes (sur environ B00) seraienentierement dépendantes
GYRUJDQLVPHYVY PLFURELHQV SRXU OHXU FURLVVDQFH HW
Cette dépendance implique la mise en place de systemes de reconnaissance et de
fonctionnement entre la plante et les microorganismes qui rdoitee régulés afin que
OTDVVRFLDWe&&RWQ doric\Wwonauirel X une spécificité des associations entre la plante
et les microorganismes dits symbiotiques. Les symbiotes mettent en place des mécanismes de
reconnaissance de la plante héte apprepgéi leur fournira les nutriments nécessaires
(Brencic & Winans 2005). lls vont ensuite indudes changements physiologiques chez la
plante héte de pdeur activité spécifique au sein de cette plante puis vont a leur tour ajuster
leur propre physiologh SRXU UpDOLVHU OHXU DFWLYLWp /fLQWHU
échanges de signaux trés coordonnés entre la plante et le microorganisme, conduisant ainsi a
des ajustements physiologiques graduels qui permettent la mise en place de la symbiose
(Brencc & Winans 2005). Les plantes vont, ainsi, produire des métabolites secondaires
(sucres, acideDPLQpV FRPSRVpV DURPDWLTXHV « TXL YRQW
GI{DWWUDFWLRQ SRXU OHV PLFUREHV /HV PLFURRUJDQLYV
permettabde détecter les signaux chimiques venant de la plante. Afin que la bactérie se fixe
au niveau de la racine pour établir une interaction avec la plante hote, des protéines végétales
(lectines) sont libérées par la plante et agissent comme des récepteamposés libérés
par les microorganismes. Ces substances libérées par la plante et impliguées dans le
FKLPLRWDFWLVPH YRQW DORUV LQGXLUH OH[SUHVVLRQ Gt
en place des interactions (Brencic & Winans 2005).

Les mcroorganismes symbiotiques sont dits mutualistes quand ils ont un effet

bénéfique sur la nutrition et/ou la santé des plaates lesquelles ils interagissent. De tels
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microorganismes fournissent a la plante des éléments limitants pour sa croissakcgHOq0 H
SUpOqYH HQ TXDQWLWp LQVXIILVDQWH SDU UDSSRUW | VH\
VHXOH & 1 phvakerapled&nB M symbiose planihizobiumconduisant a la formation

GH QRGXOHV UDFLQDLUHV GDQV OHVTXHOV VIpWDEOLV\
atmosphérique (Figur@.3). La protéine Nod de la rhizobactérie va reconnaitre les composeés
aromatiques (généralement des flavonoides) libéaédapplante. La plante va alors détecter

les facteurdNod sécrétés par la bactérie et internaliser cette bactérie. La division cellulaire au

sein de la plante est ensuite induite par les facteurs Nod créant le nodule. Les rhizobia vont
ainsi pouvoir fixerOTD]RWH D W P R ¥t3&KtpagformXed en lammonium, directement
DVVLPLODEOH SDU OD SODQWH <RXQJ HW DO ,O HQ H
phosphore des plantes mycorhizées. Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire
(AMF: AUEXVFXODU O\FRUUKL]DO )XQJL YRQW V{pWDEOLU
phosphore qui se trouve dans le sol, le transporter le long de leurs hyphes et ensuite le délivrer

a la plante héte (Bever et al 2012). Ces interactions bénéfiques avec le symitiméste

stimulent aussi des mécanismes de défense contre les parasites (Landa ef eh2Q@®n

et al 1998 et les pathogenes (Whipps 2004). Certains éléments minéraux du sol, en revanche,
sont toxiques pour la plante comme, par exemple, les métaues(Cadmium, Plomb)

quand ils sont présents dans le sol sous forme dissoute. Dans certains cas, des
microorganismes peuvent les accumuler et les dégrader, évitant ainsi la toxicité pour la plante
(Bakker et al 2007 Kuiper et al 2004 Morgan et al Q05).
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Figure 0.3 /HV GLIIpUHQWHY pWDSHV GH OJLQLWLDWLRQ HW GX
OpJXPLQHXVH $ /HV GLIIpPUHQWHY SKDVHV LPSOLTXpHV C
reconnaissance, contact) sont: (QfH[FUpWLRQ GH VXEVWDQFHV UDFLC(
flavonoides; (2) ces substances vont attirer les rraz¢B) la synthése de facteiNed par les
rhizobia va alors étre stimulée; (4) les facteurs Nod induisent la division des cellules
corticales;(5) les cellules du cortex se divisent pour former le méristeme nodulaire primaire.

% /HV GLIIpUHQWHY SKDVHV LPSOLTXpHV GDQV OfLQIHF\
développement, différenciation) sont: (6) la fixation des bactéries sur la;rébime division
GHV FHOOXOHV GX SpULF\FOH j SUR[LPLWpP GX S{OH GX [
GIYLQIHFWLRQ DEULWDQW OHV EDFWpULHV HW OD SURJUH\
nodulaires; (9) les deux types de méristemes fusionnentf@ooer le nodule au sein duquel
se situent les rhizobia; (10) le nodule se développe et certaines cellules se différencient pour
former des connections vascualires permettant les échangesrpiaotga: la plante fournit
du carbone a la bactérie et BDFWpULH SHUPHW XQ DSSRUW HQ D]J]RWH |
Zeiger 2010).
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/ID SURGXFWLYLWp YpJpWDOH HVW GRQF SOXV LPSRUWI
mutualistes que se soient des bactérian fler Heijden et &006a) ou des champigns {an
der Heijden et al 2006bVogelsang et a2006). Parmi les symbiotes, les bactéries fixatrices
GYD]IRWH VRQW UHVSRQMDE™HRWH DFTXLVY SDU OHV OpJXPI
(Denison & Kiers 2004a Hobbie & Hobbie 2006). Les champigromycorhiziens, quant a
HX[ SHUPHWWH Q¥%duphdsghdre tdovit |€S Hlantes ont besoin annuellement (van
der Heidjen et al 2008). Les graminées ayant un métabolisme en C4 ne peuvent pas arriver a
PDWXULWpP GDQV OHXU V R@ecQ&sWHampigbds/mEgirbixienKRdul IBUNV L R Q
apportent le phosphore nécessaire a leur développement (Wilson & Hartnett 1998). Cette
stimulation indirecte de la croissance de la plante via un apport en nutriment peut aussi étre
SOXV GLUHFWH HAFRE6BRBW DHDVWVRH IFIDWLRQ V\PELRWLTXH HQ!'
bactérieAzospirillum(Steenhoudt & Vanderleyden 2000). En effstpspirillumsécréte des
hormones végétales induisant le développement des racines et donc la croissance du reste de
la plante.

En conséquence de ces phénoménes, la composition des communautés végétales va
étre affectée. En effet, la compétition pour les nutriments est un facteur important dans la
VWUXFWXUDWLRQ GTXQH FRPPXQDXW:;porYes $3ynwi@Odat usde DER 'Y
LQIOXHQFH VXU OYDFTXLVLWLRQ GH QXWULPHQWY ,0V YRC
plante Scheublin et al 2007 Wilson & Hartnett 1998) et modifier les interactions entre
HVSqFHV /fpWXGH GH 6FKHXE O lefietdHaas AMF- sur les irkeRaQtiems U Q D Q V
compétitives entre especes végétales montre que les légumineuses et les graminées
EpQpILFLHQW WRXWHV GHX[ GH OYDVVRFLDWLRQ DYHF
séparément. En revanche, une fois mises en compékaAMF favorisent les légumineuses
et la biomasse des graminées est réduite dé.38

De plus, ces microorganismes qui vivent en symbiose avec la plante contribuent a la
diversité des communautés végétales. Par exemple, van der Heidjen et al ¢a0aGa)tré
que la diversité des communautés végétales associées a des rhizobia était plus importante
(+34 %) que pour celles ne bénéficiant pas de cette interaction. De méme, van der Heidjen et
al (1998) constatd que les champignomaycorhiziensde typeAMF augmentent la diversité
végétale dans les paturages en augmentant la capacité compétitrice des especes avec
lesquelles ils sont associés. Cependant, ces mémes microorganismes peuvent, dans certains
PFRV\WVWqPHV IDYRULVHU OfpW DeE Qui $ardhiPpiu® ompfitivasS q F H V
réduisant ainsi la diversité de la communauté (Hartnett & Wilson 19@dgers & Clay
2008).
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Il existe également des microorganismes symbiotiques qui ont des conséquences négatives sur
la nutrition et la santé des planteisqui se comportent comme des parasitesxvis de la
SODQWH K{WH ,0 VY{DJLW GH FKDPSLJQRQV RX GH EDFWpU
carbonés libérés par la plante, ne vont pas lui fournir de nutriments en retour (Burdon et al
2006) et/a vont provoquer des maladies chez la plante héte (Whipps 2001). lIs utilisent les
PrPHV VLIJQDX[ GH UHFRQQDLV VEd BeHla lglsntefie MsByrdibteésy H P H Q
mutualistes.Agrobacterium tumefaciengrovoque ainsi des tumeurs sous forme dbeg
FKH] XQH JUDQGH YDULpWp GH SODQWHV GLFRW\OpGRQHV
YRQW LQGXLUH OD WXPHXU &HV IUDJPHQWYV GT$'1l VRQW 1
YRQW GpFOHQFKHU OD VXUSURGXFWLRQ 6GKRWRROYHHY GH
&HOD SURYRTXH XQH SUROLIpUDWLRQ GHV FHOOXOH
$sUqVv OYpWDEOLVVHPHQW GH OD WXPHXU OHV FHOOXOH
libérent des acides aminés et des sucres qui permettent awafpeld. H TXL OHV FRORQL
XQH VRXUFH GH FDUERQH HW GYpQHUJLH

,OV LQGXLVHQW DORUV XQ FREW SRXU OD SODQWH OF
bénéfice et vont donc réduire la productivité végétale.

Un parasite peut également contribuer édimposition des communautés a travers des
mécanismes de feedback négatifs?i¥ LV GH OfpWDEOLVVHPHQW GHV SODC
(van der Putten 2003). De plus, beaucoup de parasites sont spécifiques de leur plante héte, ce
qui impligue que ces pPQAWHYV VRLHQW GpIDYRULVpHV IDFH j OYDUL
invasive qui ne sera pas sensible a ce microorganisme (Bever et al 2012).

Ces symbiotes parasites peuvent ainsi réduire la diversité végétale en favorisant une
espece particuliere de planteXoj OfLQYHUVH SHUPHWWUH OH PDLQWLHC

supprimant les espéces dominantes (Bever et al 1997).
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1.2.3. Microorganismes non symbiotiques
Les photosynthétats qui ne sont pas utilisés par la plante ou par les symbiotesrsont alo
utilisés par les microorganismes du sol pour leur croissance. lls vont les décomposer et les
minéraliser. Les produits de cette minéralisation seront ainsi directement assimilables par la
plante (Loreau 2000)Ces nutriments peuvent également étre st®wc#lans la biomasse
microbienne du sol. Les microorganismes vont de ce fait influencer leur répartition spatiale et
WHPSRUHOOH 3DU H[HPSOH OYLPPRELOLVDWLRQ GH OfD]I
les pertes de cet élément dans les eaux sauresr (Brooks et al 1998) et ainsi le maintenir a
disposition pour la plante. De plus, dans les écosystémes pauvres en azote, la biomasse
microbienne accumule cet élément de facon importante en automne, au moment de la
sénescence de la plante et le retiéhfX UDQW OfKLYHU HW MXVTX{DX SUL(
disponible pour la plante (Bardgett et al 2005). Les microorganismes tellurigues peuvent
également avoir un rble de protection contre les maladies (Eparvier et al 1991). Le role de
protection passe 1eSOXV FRXUDPPHQW SDU OD SbBR@xmonacRQ G
fluorescenst P. putidasont des bactéries capables de produire des antibiotiques permettant a
la planteRaphanus sativyde radis, de se défendre contre Fesarium des champignons
pathog@es du sol (Brencic & Winans 2005). La protection assurée par les microorganismes
non symbiotiques envers la plante peut également passer par des phénomenes de compétition
HQWUH FHV PLFURRUJDQLVPHV HW R HidgreSdendjii Rehee@Qlad V' & T H V
suppression des maladies par la compétition pour le fer. Le fer a une faible solubilité et par
conséquent il est souvent en quantité limité dans le sol et la rhizospls&domonas
fluorescensva sécréter des sidérophores (les pyoverdines) quidas composés ayant une
IRUWH DIILQLWp SRXU OH IHU HW SHUPHWWDQW |j OD EDF

IHPDQFHDX /IHIHU QYfHVW DORUV SOXV GLVSRQLEOH S
sol qui en ont besoin pour leur croissancdeat activité. Certains microorganismes sont
capables de produire des biosurfactants qui sont des composés pouvant endommager
directement les membranes cellulaires de certains pathogenes et entrainer leur mort (Brencic
& Winans 2005). En outre, des bactsricomme les?seudomonapeuvent sécréter des
enzymes (protéase, chitinase, lipase) capables de perturber la croissance de champignons
pathogenes (Bolwerk et al 2003). Elles peuvent aussi produire des métabolites antifongiques
qui vont limiter la maladieleez la plante (Bolwerk et al 2003).

Les microorganismes non symbiotiques mutualistes vont donc influencer positivement

la croissance de la plante en jouant un rdle sur la disponibilité et la répartition des nutriments
(van der Heijden et al 2008).
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Certaines especes microbiennes comme les bactésesdomonagDoornbos et al
2012) ou les champignons du genf@ichoderma (Harman et al 2004) sont des
microorganismes libres, non symbiotiques a la base, mais qui ont aussi la capacité de
VIDVVRFLHSBODHWHXAW GH VIpWDEOLU GDQV OHV UDFLQHV
de nutriments et vont étre bénéfiques pour la plante héte. Les bactéries qui sont mutualistes
vissaeYLVY GH OD SODQWH TXYfHOOHV VRLHQW V\PEIPRWLTXHYV
(Plant growth promoting rhizobacteria), ou Rhizobactéries promouvant la croissance de la
plante. Elles ont des effets bénéfiques sur le développement et la croissance végétale, le
contrble des pathogéenes et la dégradation des composeés toxiquespantelgBakker et al
2007).

Cependant, certains microorganismes-spmbiotiques peuvent avoir un effet négatif sur la

plante quand ils sont impliqgués dans des phénoménes de compétition avec la plante ou quand

ils sont responsables de la perte de na#nits Par exemple, en cas de carence en azote, les
PLFURRUJDQLVPHV TXL XWLOLVHQW pJDOHPHQW XQH SD
compétition avec la plante pour cet élément (Dunn et al 2006). Enfin, le processus de
dénitrification, effectué par les bti@ries dénitrifiantes et par quelques espéces de
FKDPSLJQRQV SHXW HQWUDvVQHU OD SHUWH GH OYD]RWH \
3DU HIHPSOH GDQV OHV pFRV\VWgPHV IRUHVWLHUV WURSL
processus de dénitriLFDWLRQ SHXW UHSUGX HHRRIOUGMRYRWH®H] +RXO
2006).

La croissance de la plante va alors étre négativement affectée pgpecale
microorganismes de pd manque de nutriments. La productivité végétale peut aussi étre
affectte L UHFWHPHQW SDU FHUWDLQV SDWKRJqQHV HQWUDVQLI
exemple des bactéri&winia qui libérent des enzymes provoquant une dépolymérisation des

parois cellulaires végétales et donc le pourrissement de la plante (Brencitafs/2i005).

4XILOV VRLHQW PXWXDOLVWHV RX SDUDVLWHV OHV PLF
influencer la diversité et la composition des communautés végétales, en influencant le
potentiel adaptatif des plantes au milieu abiotique (apport en mumisin ou biotique
(compétition intraregne et meilleure tolérance/résistance a des organismes pathogenes)
(Wardle et al 2004).
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Figure 0.4 Représentation schématique des interactions mutualistes entre la plante
(autotrophe) et lemicroorganismes (hétérotrophes) et entre les microorganismeaé&urs

au sein de la rhizosphére. /D SODQWH UpDOLVH OD SKRWRV\QWKqgqVH
leCO, OfYHDX HW O HaMte@penatwd. ésHéQament un facteur important dans c
processus. (2) Une partie des photosynthétats produits par la plante suite a la photosynthése va
étre fourni aux microorganismes symbiotiques qui (3) en échange vont fournir des nutriments
(N) a la plante. (4) Le reste des photosynthétats sera libésdedaal, via la rhizodéposition,

et disponible pour la croissance des microorganismes non symbiotiques. Ces derniers vont, en
retour, dégrader la matiére organique présente (5) dans la rhizosphere ou (6) dans le sol nu,
ainsi que (7) la matiére végétaldaamort de la plante afin de (8) fournir des nutriments a la
plante. (9) Il existe aussi des interactions entre les microorganism&séengs qui peuvent

intervenir dans les interactions plaimbécrobes.
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1.3. La biodiversité microbienne

1.3.1. Interacions entre microorganismes et effets sur la plante

Les microorganismes ne sont pas isolés dans le sol et sont structurés en communautés
complexes au sein desquelles diverses interactions microbiennes existent (Whipps 2001)
(Figure 0.4). En effet, certaingffets positifs sur la plante sont dus, comme il a été discuté
préecédemment, a des phénomenes de compétition entre les microorganismes non
symbiotiqgues ewmémes. Une trop forte diversité de mutualistes non symbiotiques peut
QpDQPRLQV VIDY pUld plar@ep Becket ot kil @ERLX) momtreque différentes

souches mutualistes deéseudomongsayant chacune un role de protection contre les
SDWKRJgQHV GH OD SODQWH YR @as sefobtiQrdtuieeslenfexaiiieX H O O H
En effet, les toxinesT X{HOOHV SURGXLVHQW HQYHUV OHV SDWKRJq
compétitivité dans la rhizosphere quand elles sont segkgsendant, inoculées ensemlale

WURS IRUWH TXDQWLWp GH WR[LQH GHYLHQW QpJDWLYH SR
Dans ces conditions, Becker et al (2012) obsdrwme perte de 986 de la densité
bactérienne et une perte complete du role protectelrsirglomonas

/IHV VA\PELRWHV VRQW pJDOHPHQW VRXPLV j GHV LQWHI
(2012) met en édence une biomasse trois fois plus importante et une capacH@xgdéinte
TXDWUH IRLV SOXV pOHYpH Alkukh]cepfadand \éiReBtido@riise & JigeR Q V
LQRFXODWLRQ DYHF XQ PpODQJH GHGlohs pdrvVr@pppH® G 913$0)
O T L @atRr-adec une seule de ces six especes. De méme, Khan et al (2008htndantse
leur pWXGH TXIXQH LQRFXODWLRQ DY HGomusicohdwit RXURK HYV P X\
augmentation de la biomasse totale de la |éguminilesicago sativeet a une teneur plus
LPSRUWDQWH HQ D]RWH SKRVSKRUH HW SRWDVVLXP HQ F
souches séparément.

,O HVW LQWpUHVVDQW GH QRWHU TXJLO H[LVWH DXVVL
symbiotiques et non symbiotiques. En effet, dans certains cas les microorganismes non
VI\PELRWLTXHYVY YRQW IDFLOLWHU OfLPSODQWixalldefa GHV P
SODQWH K{WH /TpWXGH GH 3LYDWR HW DO PHW HQ
P\FRUKLJLHQQH j OTLQWpULHXU Nétlicagd Ercaputtan pgeédenoed O p J X |
de la bactérie non symbiotiqiRseudomonas fluorescemslbrechtovaet al (2012) montrg
TXH OD GRXEOH LQRFXODWLRQ GfXQ $0) HW GYXQ FKDPS
meilleur rendement et une meilleure qualité nutritionnelle &igzm cepa HQ SUpVHQFH G
DSSRUW HQ PDWLQUH RUJDQLTXH mpo&itioi IdiH dham@ghénF W L Y LV
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décomposeur va étre stimulée par la matiere organique apportée. Ce phénomene va contribuer
a un recyclage plus important de la matiére organique en éléments minéraux disponibles pour
la plante. La plante va alors augmenter sa bismas ses interactions avec le champignon qui
va croitre et lui apporter en échange le phosphore dont elle a besoin pour sa croissance.
/IfILQYHUVH HVW pJDOHPHQW YUDL SXLVTXH OHV $0) VRQW F
la matiére organique a tragdeur interaction avec des microorganismes non symbiotiques du
sol (Csima et al 2012Leigh et al 2011). lls constituent également une niche particuliére dans
ODTXHOOH YRQW VYLPSODQWHU FHUWDLQHYVY EDFWpPULHV
champigBRQV GDQV OH VRO YD SHUPHWWUH OYLPSODQWDWLR:
plante et leur propagation dans toute la rhizosphére (Bianciotto & Bonfante 2002).

Il peut se produire parfois des transferts de génes entre espéces microbiennes. Ainsi
des mcroorganismes libres peuvent mettre en place des interactions symbiotiques ou générer
de nouvelles fonctions de virulence ou de mutualisBeaitie & Lindow 1999 Brencic &
'LQDQV &THVW OH FDV GHV JgQHV GH HirfdhiwohitQ GH Of
meliloti qui sont sur des plasmides mobil@®i{in et al 199Q Farrand et al 2003de méme
TXH OH JgQH FRGDQW SRXU OHV HIIHFWHXUV TXL GpWHUPL
Pseudomonas syringd8ender et al 1999). Les communautégrobiennes interagissent et
évoluent regroupant de ce fait une grande diversité de microorganismes réalisant diverses

fonctions.

1.3.2. Richesse spécifiguesfonctionnelle

La diversité de fonctions assurées par les microorganismesvissde la plate montre que

le sol est un milieu vivant. Leswérses interactions biotiques abiotiquesyant lieu au sein

GH OD UKL]JRVSKqUH HQ IRQW XQ PLOLHX FRPSOH[H HW V
gramme de sol, entre et 13* bactéries (Hornebevine et al 2003) regrougs en 6000 &

50 HVSqgFHV &XUWLV HW DO HW MXVTXY] P GY{K\SKH
cette forte richesse spécifique ne refléte pas exactement la richesse fonctionnell&lgrarsol (

et al2009; Gamfeldt et al 2008). Des études de survie microbienne estiment (%ed86

cellules bactériennes du sol sont en dormance car les conditions externes ne leur sont pas
IDYRUDEOHYVY %HYHU HW DO (O OH V-% DeVMa/prabtel QaV GRQF
plus, les communautés microbiennes du sol se caractérisent par une redondance fonctionnelle
(Schmera et al 2012) (Figur@.5. Plusieurs microorganismes telluriques assurent des
fonctions identiques, généralement, quand les fonctions assw®t une importance

fondamentale au sein de la rhizosphére. Ingtion de décomposition de la matiére organique
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qui est une fonction essentielle pour la croissance des végeétaux et donc la productivité
primaire de nos écosystemes devrait donc étre a&ssu@é un tres grand nombre de
microorganismes. En effet, Wertz et al (2006) montré dans leupW XGH TXTXQH SHUWH
de90 GH OD GLYHUVLWp EDFWpULHQQH QMDIIHFWH SDV OD
organique, ni les fonctions de nitfiDWLRQ HW GpQLWULILFDWLRQ SHUPHW
au sein de la rhizosphére. Cependant des fonctions microbiennes rares sont aussi importantes.
Gera Hol et al (2010) monte dans leur étude que des espéces rares au sein de la
communauté microbnne de plantes cultivées sont indispensables pour leur réle de protection
contre les maladieset, que le fait de perdre ces espéces rares entraine une baisse de
productivité végétale. Ainsi des especes minoritaires peuvent aussi assurer des fonctions
semndaires mais néanmoins importantes. De plus, comme il a été discuté précédemment,
FIHVW SDUIRLYVY ODVVRFLDWLRQ GH SOXVLHXUV IRQFWLRQ

sur la productivité végétale.

1.3.3. Assurance écologique

Le caractere redwlant des fonctions essentielles assurées par les microorganismes du sol
permetGYDVVXUHU XQH VWDELOLWpP DX IRQFWLRQQHPHQW GH
et al 2003). Autrement dit, une communauté microbienne qui subira un stress di a une
perturbdion biotique ou abiotique continuera a assurer ses fonctions pour la plante au sein de

la rhizosphere. Gamfeldt et al (2008) teaten évidence ce phénomeéne de facon théorique.

Quand la redondance fonctionnelle est importante, une érosion de la dispésitiique ne

perturbe pas immédiatement les fonctions assurées par la communauté microbienne. En effet,

du fait de la redondance des fonctions assurées par les espéces microbiennes perdues,
OfpURVLRQ GH GLYHUVLWp FRQG Xtions (ietapievineX ICepeBGddnty W D J Q
VL WURS GYfHVSgqFHV VRQW SHUGXHV FH VHXLO HVW GpSD'
perte progressive de certaines fonctions. Avant ce seuil, quand la richesse spécifique ne
dépend pas de la richesse fonctionnelle parle de stabilité de la communauté microbienne

(Figure 0.5. Cela va donc permettre une stabilité de fonctionnement face a diverses
SHUWXUEDWLRQV /D VWDELOLWpPp GIXQH FRPPXQDXWp LQ
résilience et la résistance (Allis& Martiny 2008). La résilience est la capacité a retrouver

son état initial suite a une perturbation et la résistance est la capacité a résister a une
SHUWXUEDWLRQ 'fDSUqV 3HK /IHZLV OH IDLW GTDYR
pas lar&/ LVWDQFH GIXQH FRPPXQDXWp (Q MHlesHedpecSRpiU 3 HK

survivent a une extinction ont par définition une meilleure résistance au stress. Une
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communauté microbienne ayant une forte diversité va donc permettre une plus grande
stabilitp GH OD FRPPXQDXWp IDFH DX[ SHUWXUEDWLRQV &fHV
van Elsasetal (2012TXL PRQWUH TXIXQH IRUWH GLYHUVLWp SHUPFL
une meilleure résistance contre des bactéries pathogénes. En effet, pour leine tel
FRPPXQDXWp OYHQVHPEOH GH OD QLFKH UKL]JRVSKpULTXH
sont utilisées par les microorganismes indigenes entrainant une forte compétition pour la
EDFWpULH LQYDVLYH HW HPSrFKDQW D Li@§ehe Dppavidmed LV VHF
facon, Griffiths et al (2000) mieinten évidence une perte de résilience dans une communauté

Re OD GLYHUVLWp HVW UpGXLWH TXDQG XQ VWUHVV HVW LF
par le fait que quand une communauté microga VXELW XQH SHUWXUEDWLRQ
especes rares, qui sont les moins compétjtetedont les fonctions assurées sont peu ou pas
redondantes, qui sont en général amenées a disparaitre. Peh & Lewis (2012) montrent que les
espeéces rares ont unegd@ans le fonctionnement et la stabilité des écosystemes a long terme.
$LQVL GIDSUqgV :HUW] HW DO nivealOdel Biversité Dand/chadunQ W p U |
des groupes fonctionnels.

Figure 0.5 La redondance fonctionnellimicrobienne 'fDSUqV *DPIHOGWneHW DO
forte redondance fonctionnelle permet a une communauté microbienne de maintenir
OfHQVHPEOH GH VHV |IRQFWénr@vand 4 Qch@dser $pEcKiqure SIMiihleD O

ce qui confere une stabilité a cette communautérevanche, pour une faible redondance
IRQFWLRQQHOOH OYpURVLRQ GH OD ULFKHVVH VSpFLILTXH

microbiennes néfaste au fonctionnement de la communauté microbienne.
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2. Des service écosystémiques remis en caupar les changements globaux

2.1. Intérét écologiquedes compartiments végétal et microbien
/ITLQWpUrwW GIfpWXGLHU OHVY FRPSDUWLPHQWYV YpJpWDO HW
de ces deux compartiments et de leur interaction dans le fonctionndesedtosystemes. Or,
ce bon fonctionnement contribue au b&re humainet doit étre pris en compte pour une
gestion durable de nos écosystemes.
Un grand nombre de services écosystémiques sont fournis par les végétaux. On peut
les regrouper en trois groe® OHV VHUYLFHV GYIDSSURYLVLRQQHPHCQC
les servicesulturels (MEA 2005a) (Figur@.6).

/[HV SODQWHV VRQW GIDERUG GHV SURGXFWHXUV
humaine et animale. La préoccupation alimentaire €3t H QMHX GH VRFLpWp PDMF}
IDXW QRXUULU OYHQVHPEOH GH OD SRSXODWLRQ PRQGL
productivité végétale en terme de croissance,-&'dst la production de parties végétatives
produites au cours de la croissance @& SODQWH HVW LPSRUWDQWH SXI
SULQFLSDOHPHQW XWLOLVp GDQV OYDOLPHQWDWLRQ KXPI
EHDXFRXS G9DXwnatdrd Ud \p@®duetibly de graines est aussi un parameétre
LPSRUWDQW SRXUEégetdlel p@dukeViBajd- Egal¥ment pour son rble dans
OIDOLPHQWDWLRQ /D FRPSRVLWLRQ GHV FRPPXQDXWDpV Yy
FRQFHQWUHU VXU OHV HVSqFHV XWLOHV SRXU OTDOLPHQW
espéces invasives oesl adventices sont nuisibles aux autres plantes de la communauté
(Harker et al 2001). La diversité spécifique permet une meilleure productivité végétale des
écosystemes (Cardinale et al 2004). Une communauté diversifiée est donc une des
caractéristiques méssaires pour le maintien des services écosystémiques par rapport a la
SURGXFWLYLWp YpJpWDOH (Q SOXV GH OHXU LPSOLFDWLR
SULQFLSDOH VRXUFH GYDSSURYLVLRQQHPHQW HQ ILEUHYV
pQHUJLH $ SURSRV GH OfpQHUJLH RQ SHXW FLWHU SDU
GRPDLQH GTpWXGH HQ SOHLQH H[SDQVLRQ /LDQJ HW DO
conséquente (Yacobucci & Schnepf 2007 (QILQ HQ PDWLQUH GRBSSURYL
végétaux permettent la découverte de moléculesmjueént dans la composition de nombreux
médicaments et jouent donc un réle fondamental dans la santé humaine. Dans ce domaine, la
productivité, la composition et la diversité végétale sont des paesmaecessaires pour la
production en quantité suffisante de toutes les essences végétales utilisées. Enfin, certains
servicesprovenDQW GHV YpJpWDX[ QH VRQW SDV GLUHFWHPHQW
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HVW SDV PRLQGUH ,0 V1DJtowime dche fandbmenthlé ef pdmpridéD X
UHVVRXUFHV SROOLQLVDWLRQ SRXU GH QRPEUHX[ RUJDQL
contribuer a la diversité biologique au sens large, essentiel au fonctionnement des
eécosystemes (Borer et al 2012).
(2) Les plates assurent aussi les services de régulation. La végétation constitue, apres
les océande deuxiéme puits de carbo@H OTpFRV\VWgPH 2Q HVWLPH j HQY
ant OD TXDQWLWp GH FDUERQH JOREDOH TXL S@racessBusGH OfD
de photosynthése (Grace & Zhang 2006). Parmi cette quantité,'8gxt@n" sont dévolus a
la productivité primaire nette (NPP), c@stGLUH TXYfLOV UHVWHQW VWRFNpV (
forme de carbone organique (Grace & Zhang 2006). La ®MAWLRQ GHV FRPPXQDX
pas négligeable puisque toutes les espéces végétales ne contribuent pas de la méme facon au
VWRFNDJH GX FDUERQH /HV IRUrWV WURSLFDOHYVY HW OHV
processus de NPP (Grace & Zhang 2Q0Bost & Kwon 2000). Le reste du carbone
WUDQVIRUPpP YLD OD SKRWRV\QWKqV HpidéésgusdeBSgrdtpnGDQV O
et photorespiration. Ainsi les végétaux sont fortement impliqués dans le cycle du carbone qui
contribue au fonctionnement des écosystémes en intervenant notamment dans la régulation
du climat. Les végétaux, de plaur besoin en eau et leur processus de transpiration, vont
LOQWHUYHQLU GDQV OH F\FOH GH OYHDX (Q HIIHW SRXU DV
G 1 HcBrXcela leur permet un apport en nutriments sous forme dissoute (Zhou et al 2007).
&HWWH SULVH GYHDX HVW FRPSHQVpH SDU GHV SHUWHV G
photosynthese, ce qui entraine la circulation de la séve dans la plavite &JsicNaughton
/HV SODQWHYV SHUGHQW HQYLURQ IRLY SOXV GH YD
ne captent de C4Woodward 2008). Enfin, les plantes entrent en jeu dans le cycle des autres
QXWULPHQWYV TX9HO OH \ChXpivi1990) ¥tHélVgeutlvarier en fanction de la
GLYHUVLWp GH OD FRPPXQDXWp YpJpWDOH 3DU H[HPSOH
carbone, le deuxieme élément limitant pour la photosynthése (Luo et al 2004), les
communautés végétales de prairies divessifigont capter en moyenne 21 g N ami* alors
que des monocultures capteront 13 g Rar* (Bessler et al 2012).
&RQFHUQDQW OfYDSSRUW FXOWXUHO IRXUQL SDU C
économique (écotourisme, valeur esthétique) ou enaare rble historique, spirituel et
religieux FRB 2012, MEA 2005a).
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Concernant le compartiment microbien on peut distinguer (1) des services de régulation et (2)
GIDSSURYLVLRQIBHPHQW )LJXUH
(1) Les microorganismes interviennent dans la form@tioGHVY VROV HW OfpWD
des especes végétaldsnélman et al 2012 Mapelli et al 2011). Les cyanobactéries, par
exemple, sont capables de réaliser la photosynthese et de produire des molécules organiques
qui serviront de substrat aux autres bacténiétérotrophes leur permettant ainsi de coloniser
XQ PLOLHX YLHUJH 6XEDVKFKDQGUDERVH HW DO "H F
$0) YD DYRLU GHV HIIHWV GIDJUpJDWLRQ GHV SDUWLFXO
physique du carbone labile (bane fournit par la plante) du sol et joue ainsi un role
important dans la séquestration du carbone (Six et al 2006). lls interviennent aussi dans les
grands cycles biogéochimiques qui régulent le fonctionnement de nos écosystéemes (C, N,
QXWULPHQW.VLesHmMidtoorganismes sont impliqués dans les processus de
décomposition, minéralisation et immobilisation de la matiere organique du sol ce qui permet
le recyclage du carbone (Yuan et al 2012). Le sol stocké68du carbone total de
OfpFRV\VWgqPHWI1D®WOVHQ /H F\FOH GH OfYD]RWH HVW pJCL
microorganismes qui interviennent a chaque niveau de transformation de cet élément
notamment dans les étapes de nitrification et dénitrificattdmlippot et al 2007 Rosswall
1976; Veresoglowet al 2012).
/HV PLFURRUJDQLVPHVY LQWHUYLHQQHQW GDQV OD T
réle dans la qualité des sols de peur capacité a éliminer les éléments toxiqugekker et al
2007; Brussaard et al 2007 Kuiper et al 2004 Morgan et al 2005). Comme le montre
OfpWXGH GH 6XEDVKFKDQGUDERVH HW DO OHV PLFUF
sont capables de transformer ou dégrader les polluants organiques ou les métaux lourds. Il en
HVW GH PrPH SRXU OD et XeDtitewient Gdd e@uk HIBEXs BuYmoyen de
microorganismesCGhavan & Mukherji2008; Gutzeit et al 2005 Subashchandrabose et al
'DQV FH U{OH GH GpSROOXWLRQ OD GHQVLWp PLFUR|I
parfois étre densitdépendant (Déson & Kiers 2004b) mais leur diversité est aussi
importante visx YLV GHV GLYHUVHV IRQFWLRQV TXYfLOV GRLYHQ\
permettent ainsi des avancées dans le domaine des biotechnologies en rendant gmossible
exemple la production commerciale de métabolites microbiens destinés a la purification des
milieux contaminés (Subashchandrabose et al 2011). Enfin, les microorganismes entrent dans
OD FRPSRVLWLRQ GHV YDFFLQV HW SHUPHWWd®QfWs OD SUF

médicales, ce qui confére un intérét non négligeable a leur étude (Hueck 1998).
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6HUYLFHV pFRV\VWpPLTXHV pPHU-hitDikgpyw GH OTLQWHUDF!
/IH IRQFWLRQQHPHQW GHV FRPSDUWLPHQWY YpJpWDO HW P
des plantes implique celle des microorganism&msi, les services imputés a chaque
SDUWHQDLUH UpVXOWHQW VRXYHQW 0GHEfetQed/deiCeB WL R Q |
écosystémiques fournis par les plantes sont indirectement dus aux gacisores car ils
LOQWHUYLHQQHQW GDQV OfpWDEOLVVHPHQW PrPH GHV F
productivité, la composition et la diversité des communautés végétales ainsi que leur qualité
nutritionnelle. La diversité microbienne est donc importantanf@lat et al 2008 Loreau
2001a; Loreau et al 200d) de méme que la diversité végétale (Finlay et al 199Fara et al
2012; Zak et al 2003). En effet, la diversité spécifique permet une stabilité des communautés
concernées et par conséquent la prodit€ tend a étre plus importante.

Tous les cycles biogéochimiques font intervenir les composantes végeétales et
microbiennes et les services découlant de ces cycles biogéochimiques ne pourraient pas étre
UHQGXV VDQV OfLQWHUYHGQGWQRIQ GBVFG EWD %D RW H®HD IONHDY |
SDU OHV SODQWHYV HVW UHQGXH SRVVLEOH JUkKFH j OTDV\
VSpFLILTXHVY HW SHUPHW XQ HQULFKLVVHPHQW GHV VROV
azotés. De méme, les AMFRRSQW FDSDEOHV GH UpGXLUH MXVTXYj IR L
OHVVLYDJH GHV VROV SDU OYHDX GH) @OIX lgatder®indiK D U L
GLVSRQLEOH SRXU OHV SODQWHV QH QpFHVVLWDQW SDV C
agricoles.

Le cycle des nutriments au sein de la biosphére fait aussi intervenir les plantes et les
communautés microbiennes. En effet, les plantes libérent des composés organiques dans le sol
ce qui représente un pool de nutriments qui ne pourra étre recyclé que ParFWLYLWp C
décomposition des microorganismes (Raynaud et al 2006).

/IHV PLFURRUJDQLVPHVY DSSRUWHQW GYIDXWUHV VHUYLF
OH GRPDLQH G Ho®fedtlgaier ¥eOsArvicedsHagroécosystémiques (Cortois & De
Deyn 2012 Wu et al 2009). La phytoprotection, c*@stlire la capacité des microorganismes
a protéger la plante contre les pathogénes, est un service agroécosystémique important car il
SHUPHW GH VYDIIUDQFKLU GHV WUDLWHPHQabMddiFedit® L T X HV
microbienne permet une agriculture durable grace au recyclage des nutriments auquel
participent les microbes telluriques (Brussaard et al 2007). On utilise ainsi des inoculums
microbiens dans les agroécosystemes compareexemple O 1 L @tRiirde® myorhizes dans

les cultures pour une meilleure productivité (Verbruggen et al 2012).
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Figure 0.6 Services écosystémiques rendus par les plantes, les microorganismes telluriques et
leurs interactionsLes plantes fournissent des services éMigyPLTXHYV GYDSSURYLVLF
de régulation et des services culturels et les microorganismes fournissent des services
GIDSSURYLVLRQQHPHQW HW GH UpJXODWLRQ &HSHQGDC
FRPSDUWLPHQWY GpSHQGHQW G HYde/rEgulation duVexGigm 8ié& RY LV L

les plantes et les microorganismes et qui contribuent a la force de leurs interactions.
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2.3. Les changements globaux

Depuis les années 1950, on observe des modifications majeures au niveau de nos
pFRV\VWgPHVY TXH OYRQ DWWULEXH j GHV PRGLILFDWLRQ\
changements globaux. Ces modifications peuvent avoir des causes naturelles, comme les
PUXSWLRQV YROFDQLTXHV OfDFWLYLWpPp VRODdutdmts ,3&&
PDULQV « 'XSOHVV\ 7TRXV FHV IDFWHXUV FRQWULEXHQ
qui aboultit globalement a un réchauffement de la surface terrestre (Bertrandffldssy

2001; IPCC 2001).Cependant, les modeles simulant les vanatide température et prenant

en compte ces seules causes naturelles ne suffisent pas a expliquer la hausse actuelle des
températures (Bertrand 20Q04Duplessy 20021 Hegerl et al 2003 ,3& & &THVW HC
effet, lors de la Révolution Industrielle de 195T XH OfRQ REVHUYH XQH IRUWH
gaz a effet de serre (GES) corrélée a une augmentation des températures (IPCC 2001). Ces
changements sont donc en grande partie dus aux activités humaines et leurs conséquences
sont déja visiblesBertrand 2004 Duplessy 2001 ; IPCC 2007 ; Nelson 2005b ; Parmesan

2006 ; Vitousek 1994 Vitousek et al 1997a).

Parmi les GES, le CQest celui qui pose le plus de problemes étant donné sa
FRQFHQWUDWLRQ LPSRUWDQWH coGd3gpml @mélgvem V& K qUH &
concentration de 365 parties par million (ppm), soit une augmentation de 85 ppm par rapport
au taux de référence de 280 ppm enregistré en 1950 alors stable def(¢ 426 (IPCC

&HWWH FRQFHQWUDWLRQ FRQWLQXH jGYD$BPHQ@WHW H

VXLYDQW OHV PRGqQOHV SUpGLFWLIV XWLOLVpV ,3&&
nitreux-N,O, méthaneCH, « VRQW SUpRFFXSDQWYV FDU ELHQ TXYRQ
TXDQWLWpP OHXU GXUpH GH Séstbieh pius Inpértants gue vell® D WP R \
CO; (IPCC 2007).

&HV PRGLILFDWLRQV GH OD FRPSRVLWLRQ DWPRVSKpU
FOLPDWLTXHY SULQFLSDOHPHQW XQH KDXVVH GHV WHPSpL
derniéres années, IdtPSpUDWXUH PR\HQQH GH OD VXUIDFHGVHUUHYV
HW GHV KDXVVHV GH fRQIRRQWHSGHY XH)V GILFL VHORQ Ol
employés (IPCC 200;LJones et al 1999).

/H F\FOH GH OYHDX HVW mihs prévB su@ursDiuI ¥t un® HV W
augmentation des épisodes pluvieBerfrand 2004 IPCC 2001; Nelson 2005&) et
GDYDQWDJH GTpYgQHPHQWY FOLPDWLTXHV H[WUrPHV FRP
GILQRQGDWLRQ 1HOVRQ Eaient&adymeSt&rpaDiB? @ fiddueBad Y U
TXIHQ LQWHQVLWp
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Parmi les causes anthropiques, la combustion des combustibles fossiles est largement
UHVSRQVDEOH GH OfpPLVVLRQ GH *(6 &HSHQGDQW OD F
GIXWLOLVDWLR Q 0G7H VitowsekletaHM97aB én&éponse aux besoins croissants
de la population mondialglQ HIITHW OYDFFURLVVHPHQW GpPRJUDSKLT X
FDXVH j OTRULJLQH GH OD SDUW D QN¢lkdd RO®BHTTHRianGXalU p F K D X
2001b). Les besoins croissants de la population conduisent a des modifications de notre
gestion des écosystemes, notamment un changement dans les pratiques culturales qui
FRUUHVSRQGHQW DX[ SULQFLSHV GH OD 5pYROXWLRQ 9HU
iNtHQVLILFDWLRQ GH OYDJULFXOWXUH GHVWLQpH j DXJPHC
GTIXQ FKDQJHPHQW GYXWLOLYVDW,;MRdQseB et WWHYUHYV 7LOPDQ
3DUPL FHVY FKDQJHPHQWY GY{XWLOLYVD Wertiksant&Sddde WH U U H
SHVWLFLGHV SRVHQW GHV SUREOqQqPHV G f8apanttR& KLYV DWLR
1998; Cassman 1999Nelson 2005k Tilman et al 2001a, 2002). La production d'engrais
azotés a été le principal moteur de la remarquable augtitente la production alimentaire
qui a eu lieu au cours des 50 derniéres années (Tilman et al 2001a, 2002). L'application
d'azote a ainsi quintuplé depuis 1960 (Nelson 2005b). Le MEA (2005b) estime a 85 millions
GH WRQQHV OD TXDQWLW ©® &\ DR ®N\H \DRSXS\R URWPHH G®H) |HU W L
2000. Or ces intrants, essentiels au maintien du niveau de production actuel (Tilman et al
2002), perturbent les cycles biogéochimiques régplés les microorganismes du sol
Actuellement, seulement 30 a GH OfDSSRUW H QsohtbagsihlléOdavBsQW D]R\
cultureset45 GH OYDSSRUW, Id fests KSR cfolitRindrhlent perdu par le lessivage,
TXL HQWUDVQH FHV pOpPHQWY GDQV GIDXWUHV FRPSDUWL
CelapRYRTXH GHV SKpQRPgQHYV GITHXWURSKLVDWLRQ@ GH SHL
GRPLQDQFH GTHVSgFHV HQYDKLVVDQWHV 9LWRXVHN HW D
GH SHVWLFLGHVY SRVH OHV PrPHV SUREOQPHV NGE IESSROOXW
biodiversité. En effet, 180 a 35% des pesticides appliqués localement sont perdus dans le
sol et 50% a 75% des pesticides appliqués par pulvérisation sur les cultures manquent leur
FLEOH HW VRQW GLVSHAItiep 2005 DCavetef gt RIRLYISY. \Wigd? eepuis
OH I10X[ GYD]RWH UpDFWLI ELRORJLTXHPHQW GLVSR
terrestres a doublé et le flux de phosphore a triplé (Altieri 2005). Il faut aussi noter que la
SURGXFWLRQ GH FHV E@iyidfbsQle/ce qUi prodly tes WHE Gémediie
OH WUDQVSRUW GH FHVY LQWUDQWY MXVTX{DX OLHX GY{DS:S
GHV VROV DJULFROHV HVW TXYfLOV VRQW VRXYHQW VRXPI
FRQVpPTXH Qi |65 §dsSsoeliner & Scholz 2008de méme pour les systéemes de
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monoculture, qui peuvent aussi rendre le sol plus sensible aux espéces adventices et aux
pathogénes (Bever et al 2012).

/H OLOOHQLXP (FRV\VWHP $VVHVVPHQWlIentef§ toute® E HV\
OHV WHUUHY IDYRUDEOHYV j OD SURGXFWLRQ DOLPHQWDLU
QRXYHOOHPHQW GLVSRQLEOHV SRXU OYDJULFXOWXUH (QW
nombre de terres a été converti en agroécosystengedugant les 150 ans séparant 1700 et
1850. Les systemes cultivés couvriraient actuellement un quart de la surface terrestre (MEA

DE /HVY QRXYHOOHV WHUUHYV DJULFROHV VH IRUPHQW C
Ainsi, les problemes de défotason et de fragmentation des habitats sont prédominants
(Achard et al 2002 0 ($ DE HW HQJHQGUHQW SULQFLSDOHPHQW

9LWRXVHN HW DO D /ID GpIRUHVWDWLRQ FRQWULEXH C
réflechie par a surface terrestre ce qui renforce le réchauffement climatiqgue (Chapin et al
&HV SUREOqQPHV IDFH DX[ DJURpFRV\VWgqPHV VH SRV
SUHQGUH GH OYLPSRUWDQFH HQ UDLVRQ GHV EHVRLQV Fl
1997a).

8Q GHV DXWUHV SUREOgPHVY PDMHXUV TXL VH SRVH HQ
Les prélevements d'eau dans les rivieres et les lacs ont doublé depuis 1960. Le MEA estime
que 70 GH OYHDX XWLOLVpH GDQV OH PRQEAH0PBAY. GHVWLQ
conséquence des changements climatiques sur les précipitations (intensité, période de
VpFKHUHVVH SOXV LPSRUWDQWH « HW OHXUV FRQVpPpTXHQF
conduite des agroécosystemes.

Pour finir, un des volets deshangements globaux, qui peut aussi étre considéré
FRPPH XQH FRQVpTXHQFH HVW OYDSSDULWLRQ GYHVSqgFH
espéce est en grande partie déterminée par des facteurs environnementaux (Holt 2003), en
particulier par la tolérarcde ces espéces a la température ou aux précipitations (Battisti et al
2005). Or les especes végétales sont limitées dans leurs déplaceleemspulations vont
DORUV FRQQDVWUH GHV pYgQHPHQWY GTH[WLQFWNHeRQ RX GI
especes vont voir leur niche fondamentale (celle qui réunit les conditions environnementales
QpFHVVDLUHYV j OHXU FURLVVDQFH VYpWHQGUH HW HO(
JpRIJUDSKLTXHVY DXWUHV TXH OHXU J]RQH GiRMEEL 3OH &HV
GTRULJLQH DQWKURSLTXH 4XDQG HOOHV UpXVVLVVHQW |
GHYLHQQHQW SOXV FRPSpWLWLYHYV TXH OHV HVSqQFHV ORFCLC
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&RQVPTXHQFHV GHV FKDQJHPHQWYV JonRriREX[ VXU OYDVVREF

3.1. Effets sur les plantes

/IHV TXDWUH IDFWHXUV DELRWLTXHV QpFHVVDLUHKBV |j OD
nutriments, eau) ainsi que la températisseatielle a son développemennt affectés par les
chargements globauxDe plus, cesfacteurs abiotiques sont en partie régulés par les
microorganismes du sajui seront ewmémes affectés par ces ogaments Dans ces
FRQGLWLRQV RQ SHXW VIDWWHQGUH j XQ IRUW LPSDFW
(Figure0.7).

3.1.1. Hausse de laoncentration en CQ

/IHV SODQWHYV VRQW OHV SUHPLHUV RUJDQLVPHV TXL LQWq(q
'ULJR HW DO (OOHV XWLOLVHQW OfpQHUJLH OXPLQHX

photosynthese. Une étude synthétique séaliavec différents couverts végétaux (foréts,

SUbLULHY PDUDLV HVSDFHV FXOWLYpV HW GpVHUWYV PF

photosynthétique du carbone augmente de 30 &67Quand la concentration en €0

atmosphérique augmente de 200 a 350 ppm (Luo et al 2006). Cette augmentation du taux de

photosynthese va se produire dans la majorité des cas et en particulier pour les plantes ayant

un métabolisme C3 (Luo et al 1998). En effet, pour ce type de plapt@cessus colteux de

respiration de la partie aérienne (la photorespiration, cf partie 1.1.1), qui consomme la moitié

du carbone fourni par la photosynthesed 2007; Woodward 2002), va étre amoindri par la

hausse de la concentration en G@urni a laplante. Ainsi, les pertes de cet élément carbone

SDU OD SKRWRUHVSLUDWLRQ VHURQW FRBEHWHQ¥BHhde SDU OF

2006). Les espéces ayant un métabolisme acide crassulacéen (CAM) voient aussi leur taux

photosynthétique augmeni@iska & Bunce 2006) il en est de méme pour les especes en C4

mais de fagon plus faible (Ghannoum et al 2pd@®&ka & Bunce 1997). De plus, Woodward

(2002) observe, a court terme, moins de transpiration chez les especes en C3 et en C4 car la

conductancV WRPDWDOH HVW UpGXLWH &HWWH UpGXFWLRQ GH

avec le temps pour des plantes acclimatées au(8i@sworth & Rogers 2007 Lee et al

2001; :RRGZDUG $LQVL O 1 Dyehtdth® WM DasdinRp@s Gikle&iea
'DODWWD HW DO FDU OD SODQWH XWLOLVH SOXV HI

PPWDEROLVPH pWDQW VWLPXOp aBidsphéddub, Xid Rjbie@tié Dde&/ LR Q ¢

photoassimilats produits par la photosynthése sera plus importante et va étiie, ieves

partie, dans la production de biomasse végétale (Reich et al 2006). Luo et al (2004t estime
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gue laproductivité primaire nettéNPP devrait augmenter et entrainer une augmentation de
10 g C au cours du 21° siécle. Cette accumulation du cameoest différente selon les
FRPSDUWLPHQWY VWUXFWXUDX[ GH OD SODQWH '‘DQV O
concentration en C{est élevée, les quantités de carbone dans la partie aérienne, la racine et
la plante entiere augmentereth) moyenngde 22,4%, 31,6% et 23,00 respectivement. Cette
production de biomasse végétale va entrainer, en particulier, une diminution du ratio partie
aérienne/partie racinaire (Arnone et al 200BULWFKDUG HW DO &HOD VIF
TXIHQ FRQGLWXR@HRMW B2 OH FDUERQH QYHVW SOXV XQ pO
pOpPHQWY PLQpUDX[ HW OYHDX QpFHVVDLUHV j OD FURLV\
plante va donc allouer son énergie dans la production de racines (Pritchard et al 1999) afin
G 1 Hof& un volume de sol plus important et rechercher de nouveaux patchs nutritifs et donc
in fine de prélever davantage de nutriments (Rogers et al 1996). En résumé, la plante alloue le
carbone dans le développement de structures qui sont associées aurcessmitantes
(Ziska & Bunce 2006). En revanche, la respiration de la partie racinaire est augmentée du fait
de la plus grande activité des racines. En effet, la prise de nusiestnin processus codteux
en énergie pour la plante et représente @amegignificative de la respiration racinaire (Norby
& Jackson 2000). Cependant, Woodward (20@®)porteque cette forte stimulation de la
ELRPDVVH QfHVW SDV GXUDEOH Rittaédésburpis\eXiGethsugseO R QJ V
de la concentration en@; atmosphérique d200 ppm, la NPRugmente de 25 % a 34 au
FRXUV GHV WURLY SUHPLqQUHV BQuWpéridire Sux pMntEstémoms &0 XV T
cours des quatre années qui suivent. Lee et al (200ig¢nhenh évidence une stimulation
minimum ce la photosynthése, aprés acclimatation des plantes aux conditions é&eG@
de 560 ppm, de +1% chez les monocotylédones en C3, %,%hez les dicotylédones -&
% chez les monocotylédones en C4.

/IHV HIITHWYV GH O 1D %X BrHaQpWéDolig. hQét&tkes&au étudiés et ne
sont pas encore bien compris (Springer & Ward 2007). Wagner et al (2001) mhohiXeff H Q
DIIHFWDQW OHV PpFDQLVPHV SK\WWLRORJLTXHV OfDXJPHQ\
GYDSSDULWLRQ GHV [0OHXuhe¢ hbMse @Gid @O DaMattaQdt |l (26Y0H F
constatat TXH OD SOXSDUW GHV HVSqFHV FXOWLYpHV SRXVVH
PRGLILFDWLRQ GDQV OHV GDWHV GH IORUDLVRQ HW GYDS*
Cleland et al (2006) ment DLQVL HQ pYLGHQFH XQH GLYHUJHQFH GTLF
a une augmentation du G& 680 ppm, entre les graminées et les plantes herbacées. La date
de début de floraison est avancée de 2 a 4 jours chez les herbacées et est retardée de 2 a 6

jourschez les graminées.
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%XQFH D PRQWUp TXJadgnentRd IesledpbdrseGdipratd@isant
GDYDQWDJH QH VRQW SDV OHV PrPHY T&MTHIRQ CW O GHW.RQWD
variétés de haricotdPhaseolus vulgarisBunce (2008) metn évidence une différence
intraspécifigue au niveau du rendement, exprimée en masse seche de graines par unité de
surface. Certaines variétés voient ainsi leur rendement augménteasse des graines ainsi
gue le nombre de graines par gousse ne chaagenais les plantes produisent davantage de
JRXVVHYV '{DXWUHV YDULpWpV HQ UHYDQFKH YRLHQW OHHX
gousses produites est plus faible. Or, les variétés ayant le plus fort et le plus faible rendement
connaissent toutekes deux une augmentation de la photosynthése, et les especes pour
lesquelles la photosynthése diminue ont des rendements intermédiaires. Ces résultats
aboutissent a la conclusion que ce ne sont pas forcément les espéces qui ont un taux
photosynthétique pk important qui se reproduiront davantage et qui seront sélectionnées du
SRLQW GH YXH GH OTpYROXWLRQ

Les effets décrits précédemment sont dus a la seule augmentation,d®1IC@n
milieu naturel, les différentes composantes du changement global, (€@pératures,
disponibilité en eau et nutriments) interagissent provoquant des effets et des réponses plus

complexes au niveau des plantes.

3.1.2. Augmentation des températures

/ID KDXVVH GHVY WHPSpUDWXUHYVY HVW XQ |DFWHtation 8#RQVLGp
CQ,. Certains processus physiologiques comme la photosynthése et la respiration seront
affectés par ce facteur. Les espéces en C3 seront particulierement touchées puisque
OIDXJPHQWDWLRQ GH OD WHPSpUDWXUH ¥ pProtessesJtRvWUH (
SKRWRUHVSLUDWLRQ (Q HIIHW O9YDXJPHQWDWLRQ GH (
enzymatique de IRXELVFR DWHKWFGPIRYHXU GH OYDIILQLWpP .GH FHW\
(Kirschbaum 2004). Certaines études montrent que les especes davenun climat froid

seront plus sensibles a des hausses de températftest @l 1999; Chapin et al 1995, 2008).

Chapin et al (2008pnt DLQVL PRQWUp TXTHQ $UFWLTXH DYHF OHV
photosynthese et la respiration étaient augéemntll peut aussi exister une grande variabilité

de réponse a une forte concentration en §4on la température atmosphérique (Morison &

Lawlor 1999) et la température au niveau des racines (Ziska 1998). Chez des especes comme

le soja, Ziska & Bunce (B8) ont montré que la respiration était inchangée voire plus faible

en condition de CODXJPHQWp FRPELQpPp j XQH KDXVVH GHV WHPSp

exposition prolongée a de fortes températures, la plante peut développer des mécanismes lui
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permettantGH VI{DFFOLPDWHU SXLV GH VYDGDSWHU HEHEWWH QF
Dong 2003 Valladares et al 2007). Cela aboutit alors a un nouvel équilibre entre
photosynthese et respiration (Zhou et al 2007). Ces effets peuvent donc conditionner la
réponse au C@ De méme, Ziska (1998) constate, dans ses travaux sur le soja, que le passage
de 25 a 30C provoque une augmentation significative de la fixation de C&pendant cette
stimulation de la photosynthese est atténuée au cours du temps, cefiguiecle phénomene
GIDFFOLPDWDWLRQ SKRWRV\QWKpWLTXH ,0 H[LVWH WRXW
OD WHPSpUDWXUH TXL GpSHQG GX W\SH GYpFRV\VWqPH pW
(Chapin et al 1995 Llorens et al 2004a,bLoik et D O RX GIDXWUHV IDFWHX
stade de développement (He & Dong 2003) ou la disponibilité en eau et en nutriments (Ziska
1998.

Les différents stades de développement des plantes (ouverture des feuilles, apparition
GHV IOHXUV« ¥Rggawed @hatmsQChmatiques présentes durant les stades
végétatifs et de dormance, ainsi que par la photopériode (Chapin et gl [ded&el 2000).
La hausse des températures est donc un facteur qui affecte les dates de début et fin de
croissance végWDWLYH .UDPHU D DUYOWXLU PMAVED W IOR[® I GHHW @&/
VXU OD SKpQRORJLH GH HVSqFHV GIDUEUHYV HXURSpPHQV F
Larix deciduaet Quercus roburvoient la durée de leur saison de croissance diminuer avec
OfDXJPHQWDWLRQ GH OD WHPSpUDWXUH FDU OD FKXWH G&t
UDSSRUW j OHXU G D BetutaGoliBeXcérs: Bapguiud eane@de) TR XYHUW XUH C
feuileV HW OHXU FKXWH VRQW DYDQFpHVY GH OD PrPH IDoRQ
durée de croissance. Enfin, la durée de la période de croissance peut étre plus longue comme
chezTilia cordataet Fagus sivatica SRXU TXL OD GDWH G@Gdifié€E taxdw ¢lueQ THV W
FHOOH GIfRXYHUWXUH HVW DYDQFpH 'H PrPH GDQV OfKpF
augmenté (Jones et al 1999), on observe un allongement de la saison de croissance pour
certaines espéeces (Walther et al 2002) et cela car la daébdeas$t avancée et la date de fin
reculée (Menzel et al 2003). La durée de la période de croissance augmenterait ainsi de 1,1 a
4,9 jours par décennies depuis 1951 (Menzel et al 2003). La température affecte aussi la
IORUDLVRQ GDQV O Hiok 8uQi¥ve®fipéQdrt. BIEIamm@tpdl ROW6) terdten
évidence une avancée de la date de début de floraison de 2 a 5 jours chez de nombreuses
espéeces annuelles.

Le stade de remplissage des graines cultivées qui va conditionner la masse des graines
(DaMatta et al 201p est également affecté par la hausse de température. Or la masse des

graines va détermineia quantité de réserves disponibles pour le développement de la
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plantule,et sera donc impliquée dans le succes reproducteur de la plante (Cash ka®itter
1996; Cooper et al 1979 )UDQVHQ &RRSHU 2Q SHXW DORUYV
conséquences sur de nombreuses especes cultivées pour leurs graines telles que les céréales
(Barnalas et al 2008).
Ces différences dans la durée de la saison de anoisst dans les dates de floraison,

avec la hausse des températures, peuvent altérer les interactions compétitives entre espéces

.UDPHU $LQVL GHV SKpQRPQQHV GILQYDVLRQV ELR
diversité auront lieu (Stegen et al 2012s modifications de températures vont permettre a
FHUWDLQHYV HVSqFHV GH WURXYHU GDQV OYfHQYLURQQHP
favorables a leur croissance (van der Putten et al 2010). Stegen et al (2012), en se basant sur
des modeles #origuesyont GDQV OH VHQV GTXQH IDLEOH LQYDVLELOL'
GIXQH FRPSRVLWLRQ VWD E GhHoré@aery uhtVisrtpFirVesibiléOdRY V T X
communautés résidant dans les régions froides avec une modification plus fréquente de leur

composition et des especes présentes.

3.1.3. Disponibilité en eau

ID FRQVpPpTXHQFH SULQFLSDOH GTXQ PDQTXH GTHDX HVW XQ
SRXU OD SODQWH SXLVTXTLOV V BaridhsReXal B0Q2&hod RXaV IRUPH
2007). UQ P D QT X Ige@ §usdb affecter la croissance de la plante en abaissant son taux de
SKRWRV\QWKgqgVH SXLVTXH OH PDQTXH GYHDX LQKLEH OD V
stomates@Ghannoum et al 2000Reich et al 2006) ce qui limite la fixatiom O, (Nunes et

DO &HW HIIHW QpJDWLI VXU OD SKRWRVIDOMDOqWBD YD R @
GHYHQLU OfpOpPHQW OLPLWDQW SR X UonOdinsiSrhoRtk& Bne\Q W K q V
diminution de 27 GH OYDFFXPXODWLRQOGKXPRGEWQHG XX\DRX DX Q
racine passe de 0,32 & 0,17nm.

Concernant le développement, un stress hydrique peut avoir pour conséquence
GIDFFpOpUHU OD VpQHVFHQFH GHV IHXLOOHV 3ULHWR HW
O T HV S gfyHet @ K200Y qui se sonintéressé a la phénologie du fleurissement et de
OYDSSDULWLRQ GHV IUXLWYV GDQ VonKc@hstafelyDe 1b) hatdss®e fi&sP p UL T
températures avancgait ces deux stades chez les espéces qui commencent a flelgripiavan
GH FKDOHXU GH OfpWp PDLV UHWDUGDLW OD UHSURGXF

fleurissement apres ce pic de température.
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3.1.4. Disponibilité en nutriments
[THITHW VW L P Xs0iD&) dhdisGaKce&edt souvent conditionné par la disponibilité en
nutriments (ee et al 2001 :RRGZDUG HW HQ SDUWLFXOLHU SDU C
Luo 2007; Oren et al 2001 Rogers et al 2006). Il faut approximativement 0,0D5G 1D ] R W H
pouraccumuler1J GH FDUERQH GDQV OD ELRPDVVH YpJpWDOH /X
du CQ va donc dépendre du rapport carbone/azote (ratio C/N) dans la plante (Reich et al
2006). Oren et al (200Dnt ainsi mis en évidence une augmentation de prels3déo de la
croissance d@inus taedaavec un apport en nutriments, en condition enrichie ep OQ
guand la plante accumule davantage de CBIOOH YD DFFXPXOHU GDYDQWDJF
2006). Le ratio C/N est donc plus grand en condition de &@mnenté (Drake et al 1997).
"HLJHO ODQGHUVFKHLG FRQVWDWHQW il SeXpfoditHF XQH
une diminution de la teneur en azote chez des especes cultivées (betterave a syraes ray
DQJODLV RUJH HW EOp GIé& L7 WBinsil XalquxliiE Uhutktiorheldy des
SODQWHYV FXOWLYpHV VIDYgUH PRLQV ERQQH SXLVTXH OF
constitue une source importante de protéines (DaMatta et al 2010). Les effets positifs de la
hausse du C&sur les plates en terme quantitatif (biomasse) vont étre contrebalancés par des
effets négatifs sur les plantes en terme qualitdirhihution des protéines, des éléments
minéraux nutritifs et composition lipidique altéréBaMatta et al 20101l a ainsi été moné&
TXH OYDXJPHQWDW/{, Rigi quX lamdudsp deslte&@ératures pouvaient avoir un
LPSDFW VXU OfKHUELYRULH =YHUHYD .R]JORY HQ UD
azote de la plante (Tylianakis et al 2008). Il semblerait que la gualitéionnelle pour les
insectes ou les herbivores soit plus faible dans le cas de plantes exposées a une forte
concentration en CQDrake et al 1997)En effet, la teneur en azote dans la feuille est plus
faible dans un sol limité en azote (Woodward 206uite a la hausse du €O /fpWXGH GH
Bunce (2008) confirme cette réduction significative de la concentration en azote dans les
feuilles de quatre variétés éaseolus vulgarien condition de C@augmentée. Logan et al
(2003) montrat que la sensibilé des insectes ravageurs et des agents pathogénes aux
changements globaux pourrait aboutir a une redistribution de ces organismes entrainant des
LQYDVLRQV GDQV GH QRXYHDX[ KDELWDWV 'fXQ SRLQW GtF
gue la compositiodes composés carbonés libérés par la plante sera aussi modifiée suite a un
enrichissement en GQFinzi et al 2006). Les rhizodépbts sont plus riches en carbone et
moins riches en azote.

/ID SODQWH D GRQF EHVRLQ GTDFT X prbidsbhcé eptidgld |RWH S
/I[N DFTXLVLWLRQ GYD]RWH VH IDLW SDU OfH[WHQVLRQ GX
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PLQpUDO RX OD ILIDWLRQ ELRORJLTXH GH OYD]RWH DWPRV!
GYDIRWH LO SHXW VH SR inerd ext@rdféf@ntielleveDt\prelBve par |
la plante et il peut également étre soumis aux conditions environnementales ou aux conditions
de culture. Ainsi, une forte teneur en eau peut entrainer des pertes de cet élément par
lessivage, le rendant @inmoins disponible pour la plante. La fixation biologique, quant a
elle, est réalisée par des microorganismes. Or, il se produit une limitation progressive en azote
(Luo et al 2004) car il est aussi utilisé par ces microorganismes telluriques pour la
décanposition de & matiere organique du s@luo et al 2006). En effet, certaines études
(Johnson et al 2003 Kuzyakov et al 2007; Zak et al 2000) ont montré que ces
microorganismes pouvaient entrer en compétition avec les plantes expliquant ainsi les
phénanénes de limitation en nutriments. Un fort rapport C/N correspondra donc a une faible
teneur en azote ce qui peut inhiber la croissance de la plante (Luo et al 2006). Dans un sol
IHUWLOH HQ UHYDQFKH XQH SODQWH G laMiS R¢adiddiz, BID]R W I
SODQWH DOORXHUD DORUV GDYDQWDJH GYpQHUJLH GDQV
FDUERQH 3ULWFKDUG HW DO &EGHSHQGDQW GIDXWUHYV
(Hungate et al 2004pardans et al (20)2lansleur étude bibliographique sur la teneur en C,
N et P dans les plantes en condition de @@menté, constatit TXTHQ PR\HQQH OD KDX
CGO, conduit & une augmentation de @2du ratio C/N des feuilles des graminées en C3, des
plantes herbacées et desDIQWHYV OLJQHXVHV PDLV TXYLO QT\ D SDV
plantes en C4. De plus, en moyenne, il y a une hausse @edsBratio C/P des feuilles des
HYVSgFHVY HQ & HW SDV GTfHIIHWYVY SRXU OHV HVSgqFHV HQ &
saa efficace mais il va étre en grande partie perdu par lessi&ayeaps et al 2012
"RRGZDUG HW HQWUDvVQHU OHV SUREOqQPHYVY FRQQXV GH
Il va alors se produire une compétition pour ces ressources limitantes qui peut
modifier les interactions entre espéces et donc la composition des communautés (Ryabov &
%ODVLXV &THVW OH FDV GH OYpPHUJHQFH GH FHUWD
Evans (2006) ont montré qiB¥omus tectorumqui est une espéce invasive en Amézigiu
1RUG XWLOLVHUDLW SOXV HIILFDFHPHQW OHV FRPPXQDX
LQGLJgQHYV FH TXL OXL SHUPHWWUDLW GfrWUH SOXV FRPS¢
Liao et al (2008) qui montre que, globalement, dans les écosystemstitués de plantes
invasives, la concentration en N dans les plantes et les concentrationg'ext NB; dans le
sol sont respectivement 40, 30% et 17% plus fortes que dans un écosysteme natif. Cela est
dd a une augmentation de la minéralisatéH OfD]RWH SDU OHV PLFURRUJD

Cette étude montre ainsi que les especes invasives peuvent modifier le nouvel écosysteme
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TXYfHOOHV FRORQLVHQW DYHF SDUIRLY XQ U{OH GH UHQIR
et al 2005) et une modificath de la composition et la diversité des communautés végétales.

Ces résultats dépendent des conditions expérimentales, comme le type de traitement azoté ou
OH W\SH GYIpFRV\VWgPHV [/XR HoMabsDmontré queIes faréts & @s
praLULHVY DFFXPXODLHQW GDYDQWDJH G hDgue Wsl est®s FRQGL)
désertigues ou les zones humides. Mais tous ces effets sur la physiologie de la plante sont
GpSHQGDQWYV GH OD GXUpH GTH[SpULRpoQazMidare®es8Q HIIH
VRXYHQW FRQVWDWp GXUDQW OHV SUHPLqUHV DQQpHV GYH
est annulé ou inversé a cause des phénomenes de limitation en nutr®mentst(al 2001

Ziska 1998). Il en est de méme pour la température car GyHaV SKpQRPgQHV GIDFFO
de la part des plantes (Chapin et al 1995). Les effets a courts termes peuvent donc étre de
mauvais prédicteurs des conséquences a long terme des changements globaux (Chapin et al
1995). Les conséquences sont égalementreiffés en fonction des espéces utilisées ou des
SURSULpWpPV GX VRO FRPPH OD WHQHXU HQ FDUERQH HW
exemple. En plus de cette variation de réponses liée aux conditions expérimentales, il existe
des interactions comptes entre les différents parametres du changement global. Ainsi, la
KDXVVH GHV WHPSpUDWXUHV FRXBOpeIW pQHLUX OFHH R\W O W LGRHD ¢
en retour conditionner la réponse de la plante ay (R@ich et al 2006). Des interactions
exiVWHQW DXVVL DYHF GYDXWUHV YDULDEOHV DELRWLT.
QXWULPHQWV« PDLV HOOHV VRQW SOXV FRPSOLTXpHV HW
une grande variabilité de réponses intraspécifiques et interspécifiques des espétzdasvée

face aux divers facteurs du changement global et a leurs interactions. Cela aboutit a une
altération des interactions compétitives entre especes et, a terme, a des modifications dans la
FRPSRVLWLRQ OD GLYHUVLWp HW OSDERIOCGWRAYHD B HWH HY
communauté (Llorens et al 2004a).

3.2. Effets sur les microorganismes

Parmi les effets directs, les processus régulés par les microorganismes, qui ont un role
HYVHQWLHO DX VHLQ GH OfpFRV\VWgPH FRPPH OD GpFRPS
G 1R [‘Y&lRction (par exemple, la nitrification et dénitrification), sorituencés par les

conditions environnementales, ce qui signifie que les changements globaux affecteront ces
processus. Ainsi, Rustad et al (2001), denms revue de synthése, moniteT X XQH KDXVVH

moyenne de température expérimentale de LA durant 2a 9 ans provogue une
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augmentation moyenne de 46 GX WDX[ GH PLQpUDOLVDWLRQ GH (
OTDXJPHQW D Md &iQchangetents globaux, les concentrations de cet élément dans
OH VRO VRQW EHDXFRXS SOXV LPSR&20 6t\380J0 pprH)HLeSDQV O
HITHWYV GLUHFWV GH ODXJPHQWDWLRQ DWPRVSKpULTXH Gt
négligeables comparés aux effets modulés par la plante (Drigo et al 2008).

Etant donné que les organismes vivants dans le sohé@rbtrophes et dépendent
GH OYDSSRUW HQ FDUERQH RUJDQLTXH GpULYp GHV SODC(
FRPPXQDXWpV PLFURELHQQHV WHOOXULTXHV ULVTXHQW
changements ayant lieu au niveau des plantes (Drigo2€08).Parmi ces changements, les
altérations de la physiologie végétale peuvent entrainer des conséquences pour les symbiotes.
De plus, les racines induisent des modifications de la quantité et la qualité du carbone libéré
dans les sols ce qui va affectes microorganismes utilisant ces composés carb®réago(et
al 2008; Finzi et al 2006). Dans ce cas, les modifications causées par la plante peuvent étre
OLpHY GLUHFWHPHQW j OfXWLOLVDWLRQ GHV FRPSRVpV S
de lastructure du sol provoquées par les exsudats racinaires. Les répercussions pour les
microorganismes, dues aux modifications de la plante avec laquelle ils interagissent, peuvent
rWUH XQ FKDQJHPHQW GH GHQVLWp GH GLoohtdohauées GH F|
(Figure0.7).

3.2.1. Abondance des microorganismes
/I YDSSRUW GH FRPSRVpV FDUERQpPY DX VRO pWDQWaSOXV LI
biomasse microbienne va augmenter puisque les microorganismes libres disposent de
davantage de nuitrients pour leur croissandéigenhauer et al 20X 2Villiams et al 2000). I
en est de méme pour les microorganismes symbiotiques. Treseder (2004) constate une
augmentation de 4% du nombre de champignons mycorhizogenes en condition de CO
augmenté. En éfHW OfDXJPHQWDWLRQ GX PpWDEROLVPH GH OD
LPSRUWDQWY HQ QXWULPHQWY FH TXL H[SOLTXH TXYfHOOH |
colonisation microbienne répondant a ses besoins (Drigo et al 2008). Cet effebaséaécc
pour les champignons (Olesniewicz & Thomas 1999) comme pour les bactéries avec une
DXJPHQWDWLRQ GX QRPEUH GH QRGXOHYV 7HPSHUWRQ HW |
rWUH FRQVWDWp FRPPH FfHVW OH FDV CihlcaitsOTHegeded URpFR
PHW HQ pYLGHQFH XQH GLPLQXWLRQ GH OYDERQGDQF
159% avec un apport en azoteetde 33D YHF XQ DSSRUW HQ SKRVSKRUH &F

fait que les interactions symbiotiques deviennent @ooes pour la plante qui dispose
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GYipOpPHQWYV PLQpUDX[ IDFLOHPHQW DFFHVVLEOHVY (OOH S
engendré par la mise en place des associations symbiotiques pour la prise de ces nutriments
(Morgan et al 2005). Cependant, ilige une grande variabilité de réponses et certaines
études ne révelent aucun changement de biomasse microbienne (Hungate et RhAGEE
et al 2002).

Concernant les changements de pratiques agricoles, leur impact sur la structure du sol
peut provoger soit une diminution de la biomasse microbierif@s{maBlaauw et al 2012),
soit aucune modification de la biomasse totale mais un changement dans la distribution
spatiale de cette biomasse. Par exemfaa, Capelle et al (2012) ne détettesSDV G§ud I IHW
la biomasse des microorganismes dans un sol travaillé de fagon intensive (labour
conventionnel avec un travail mécanique de retournement du sol). Cepesdamaiiquat
gue la distribution verticale de la biomasse microbienne change. Pour uih itrearasif du
VRO OD ELRPDVVH PLFURELHQQH VH VLWXH HQWUH HW
pour un travail plus modéré du sol (labour de conservation avec un travail mécanique minimal
et superficiel et la conservation des résidus de Mcdl VXU OH VRO &HOD VTH[S(
TXIXQ WUDYDLO PRGpUp GX VRO HQJWChiber@ mhine@lHleBZ JPH QWL
GH OY$]RWH P 19QduUWPbdSphdeeHminéral et d&2du Soufre minéral et donc un
meilleur approvisionnement en natents. En effet, avec un travail réduit du sol, les résidus
de culture procurent une source de matiere organique de bonne qualité par rapport a un sol
travaillé intensivement.

(QILQ OD GHVVLFFDWLRQ GXH DX PDQTXH G&pHie X HVW )
microbienne (Vriezen et al 2007).

3.2.2.Diversité microbienne

Certains microorganismes ne seront pas adaptés aux modifications apportées par la plante
GfRe XQH SRVVLEOH UpGXFWLRQ GH OD GLYHUVLWp PLFUF
(2002)ont PRQWUp TXTHQ FReDrishi W4 BaQéreHa &2am+ dispasaient et

cellesa GramDXJPHQWDLHQW GYfRe XQ SKpQRPqQQH GH FRPSHQVI
microbienne mais une perte de diversité des bactéries a Gram+. He et al qROtE2xé
OfHIITHW GTXQH KDXVVH GHa 850 ppriR uiFlbid@ it DitvdbRi@pe S & 2

une période de 10 ans dans un sol de prairie. La richesse taxonomique est réduite suite a la
hausse du C£ dans certains phylums microbiens (Proteobactéries, Firmicutes,
Actinobactéries, Bacteroidetes et Acidobactéries). Les Rratééries dont la diversité est

affectée constituent le phylum le plus représenté et sont impliqués dans le cycle de nombreux
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nutriments (C, N, S) (Kersters et al 2006). De méme, Lesaulnier et al (2008) cursstate
la méme concentration en ¢ X H dddaDde totale des bactéries ne change pas mais que
les changements interviennent dans la diversité-&'@ise que certains groupes microbiens
VHURQW SOXV UHSUpVHQWpV HW TXH GIDXWUHV YRQW GLV.
Cependant, la réduction de la diversité microbgerast principalement due aux
activités anthropogéniques qui perturbent les sols (Gans et al 2005) comme, par exemple, les
DSSRUWYV G 1L Q WHLUBsQWeY alF2RQ9RILleEROWH &t al 2002) ou le travail du sol
(Kihara et al 2012 PostmaBlaauw et aP012).PostmaBlaauw et al (20123e sonintéreseés
a la diversité taxonomique des bactéries dans un sol de prairie transformé en sol culsvable.
remarquat T O H LQWHQVLILFDWLRQ GH OYYXVDJH GX VRO WUL
réduction @ la diversité des cultures) affecte négativement la diversité taxonomique des
bactéries. Kihara et al (2012) momtteT XH FH QYHVW SDV XQLTXHPHQW OfL
sol qui affecte la diversité spécifique des microorganismes mais aussi la didesséspeces
cultivées. En effet, une rotation de type smjais entraine une diversité spécifique plus
LPSRUWDQWH TXH GDQV OH FDV GIXQH PRQRFXOWXUH C
OYLPSRUWDQFH GHVY UHODWLRQV HQWdhhe.GLYHUVLWp YpJlpW
'X SRLQW GH YXH GH OfpYROXWLRQ OH WHPSV GH Jp
FRXUW RQ SHXW VIDWWHQGUH j GHV SKpQRPgQHV GYDG
QRXYHOOHV HVSQFHV PLFURELHQQHV 'HV SKpQfRce@aQHV G
des disponibilités en carbone et azote, altérées par les changements globaux (Goddard &
Bradford 2003; Treseder 2004). Goddard & Bradford (2003) ont ainsi montré que le
champignorSaccharomyces paradoxd8VW FDSDEOH GH V{DGD&ivoHde) j XQH
/IHV JpQpUDWLRQV pPHUJHDQW GH OYLQGLYLGX DQFHVWUD
capable de séquestrer davantage cet élément en comparaison a leur ancétre. lls deviennent
DORUV SOXV FRPSpWLWLIV TXH @¢ln@atidneh GaroobeQ FHVWUDO H

3.2.3. Activité des microorganismes

,O SHXW DXVVL \ DYRLU XQH PRGLILFDWLRQ GH OYDFWLYL)
modification de la quantité et de la qualité des exsudats racinaires (Kuzyakov et al 2007).
Finzi et 4 (2006)ont PLY HQ pYLGHQFH XQH PRGLILFDWLRQ GH OfDF
dans la dégradation de la matiére organique en réponse a la modification du type de composés
apportés au sol par la plante. Cette étude réalisée sur une durée de 5@amditien de CQ

augmenté (570 ppm), a aussi montré le caractére dynamique de la réponse des communautés
PLFURELHQQHYVY 'XUDQW OHV GHX[ SUHPLqUHV DQQpHV
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augmentation de la décomposition du carbone labile, celui qui est@ppiasbpar la plante.
Cet accroissement du métabolisme microbien (Zak et al 2000) est accompagné de
OYDXJPHQWDWLRQ GH OD UHVSLUD;WhilpQetRaL FOOZR AlpE P QH )L C
GH OD WURLVLqQPH DQQpH O YDte\elol la\dbprde dé camdneih@QH HVW
par la plante ou présente dans le sol). Au bout de 5 ans, en revanche, il y a dégradation du
carbone stable qui se trouve dans les strates inférieures du sol. En effet, il constate
OYDXJPHQWDWLRQ FRQ¥ haipulddel: i@ AheBd] ¥x@ieseHdui est associée a
la dégradation des composeés stables et difficilement dégradables. Cela traduit donc une
PRGLILFDWLRQ GX PpWDEROLVPH GI{XWLOLVDWLRQ GX FDU
HITHW OYDRWLNMQWH PILEBYRULILQH RULHQWPH YHUV OYDFTX
j OfDFTXLVLWLRQ GIDXWUHV pOpPHQWYVY WHOV THH OfD]RYV
montré dandeur pWXGH TXTXQ GRXEOHPHQW ;&uHurpémoRe e 8 QW U DV
DQV HQWUDVQDLW XQH GLPLQXWLRQ GH OD TXDQWLWp GH |
XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfDFWLYLW piéHDIp\ eépradatoX Hu GHV P
carbone. Ce phénomene provoque une libération@iedGe a la respiration microbienne. Or,
OH VRO TXL HVW FRQVLGpUp FRPPH XQ SXLWV GH FDUERQH
carbone et peut alors intervenir comme élément de forcage sur la hausse ,du CO
atmosphérique.

Enfin, certaines étudesloQWUHQW TXH OfJDXJPHQWDWLRQ GH OL
stimulant sur les mécanismes de dégradation de la matiére organique (Kuzyakov et al 2007),

de respiration et de minéralisation (Rustad et al 2001).

3.2.4. Composition des communautés microbiennes

La composition des communautés microbiennes peut étre remaniée en raison des variations de
réponses des microorganismes aux changements globaux. La plupart des études réalisées en
conditions enrichies en GQOmettent en évidence une augmentation des champiguons
détriment des bactérie€drney et al 2007 ; Drigo et al 200@hillips et al 2002). Cela
VIH[SOLTXH SDU OH IDLW TXLOV VRQW GDYDQWDJH VWLPX

plante en condition de G@Qugmenté car ils sont plus aptes a dfpaser ces molécules que

OHV EDFWpULHYV 3KLOOLSV HW DO '"IDXWUH SDUW OH\
OHV EDFWpULHV LOV RQW GRQF EHVRLQ GH PRLQV GID]R
7TUHVHGHU 2U FR Pdehrhe@ fjub BV lirkitenidverXa@ndition de £O

augmenté, ils survivent mieux que les bactéries et sont moins en compétition avec la plante

(Phillips et al 2002 Wardle et al 2004). Le ratiohampignons/bactéries va donc augmenter
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suite a une hausse d®©g(Carney et al 2007F-ierer et al (2012) nienten évidence que la

teneur en azote peut jouer sur la composition de la communauté microbienne en favorisant
certains groupes bactériens tels que les Protemlesct et les Baétoidetes. Les
Acidobactéris, quant a elles, voient leur abondance diminuer en cas de forte concentration en
azote. Ces derniéres sont caractérisées par un taux de croissance plus lent et un besoin plus
IDLEOH HQ QXWULPHQWYVY j OTLQYHUVH G HeéPeteobpeBiosW UHV J L
et les Baddroidetes soient favorisés et deviennent plusompétitves dans de telles
conditions. Cela met en évidence les différentes stratégies reproductives existant. On
distingue ainsi les espéces ayant une stratégie r qui ont ungaegradution et de mortalité

éleveés. Ells sont adapts ades environnements instables et nécessitent moins de ressources.

En revanche, les especes a stratégie K ont un faible taux de reproduction et une durée de vie
plus longue. Elles ont besoin de damtage de ressources durant leur période de
développement plus longudlécArthur & Wilson 1967 Reznick et al 2002)De plus, le
FKDQJHPHQW GDQV OD FRPSRVLWLRQ GHV UKL]RGpS{WV SH
de ces composés par les microoigares se situant au niveau de la rhizosphére (Denef et al
2007). Une modification de la composition des communautés microbiennes en découle alors.
Des travaux montrent que certains genres bactériens, comiseledomonasnvestis dans

O DS SURYL ¥Lu@medte deQaNplante, vont voir certaines de leurs especes devenir

plus abondantes en condition de COXJPHQWp &THVW OHPBEdDdomBriday/ HV Sql
fluorescentsresponsables de la production de sidérophores qui permettent a la bactérie de
fixer du fer. Il en est de méme pour les espéces responsables de la réduction du nitrate puis de

la fixation de cet élément. Cependant, cela contribue a rendre ces éléments minéraux (fer,
nitrate) indisponibles pour les plantes (Tarnawski et al 2006).

Enfin, la texture du sol et le type de culture caractérisant les sols cultivés ont un
impact sur les communautés microbiennes qui y résident (van Capelle et al 2012). Kihara et al
(2012) metent HQ pYLGHQFH OYLPSRUWDQFH GH OD gawduXd&W XUH S
composent. Un travail intense du sol conduit a une augmentation de la masse des agrégats de
19 a 34% par rapport a un sol ou le travail est réduit ce qui modifie la structure et la

composition des communautés microbiennes.
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Figure 0.7 Effets a court terme, les plus fréquents, des changements globaux affectant la
plante et les microorganismes rhizosphériques avec lesquels elle intatagictions plante
microorganismes en conditions (A) ambiantes et (B) soumises awxedif§ facteurs du
changement global. (B) A court terme, la plupart des études mettent en évidence une
augmentation de la biomasse végétale totale. (1) Les changements globaux entrainent une
température plus élevée(2) la concentration en GOatmosphérige est aussi plus
importante HQILQ OD TXDQWLWpP GYHDX IRXUQLH j OD SODQ
limitations. (4) La photosynthése est alors plus importante et davantage de photosynthétas
VRQW GIDERUG IRXUQLV DX[ PLJFORI&SUNiErapigariskas nohP EL R W
symbiotiques sont les derniers a recevoir les composés carbonés en quantité plus importante

(6) en conséquence, le métabolisme de la plante étant augmenté, la plante a besoin de
davantage de nutrimertg7) les nutriments sa fournis a la plante, en premier lieu, par les
microorganismes symbiotique$8) puis, les microorganismes non symbiotiques vont fournir

GHV QXWULPHQWY j OD SODQWH GRQW OD FRPSRVLWLRQ F
changementgnvironnenentaux subis par la plante. (9) La plupart des études concernant le
devenir, a court terme, des microorganismes rhizosphériques suite aux changements affectant
OD SODQWH PRQWUHQW XQH DXJPHQWDWLRQ GH OYDERQG

réducton de la diversité.
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3.3. Evolution des interactions plantesnicroorganismes

Concernant tous ces changements globaux et leurs conséquences néfastes sur les
FRPSDUWLPHQWY YpJpWDO HW PLFURELHQ LO IDXW FHSH
especeseOHXU FDSDFLWp j VIDGDSWHU &HV SDUDPqQWUHV SHX
face aux effets des changements globaux (Stegen et al 2012).

Les interactions entre les plantes et les communautés microbiennes du sol reposent sur
des bases de signatson/communication mais surtout sur des relations trophiques. Les
plantes dépendent des microorganismes pour leur nutrition et leur santé et les
microorganismes dépendent des plantes pour leur fournir les nutriments nécessaires a leur
croissance. Celaess {DXWDQW SOXV YUDL ORUVTXYLO VYDJLW GYIXQ
microorganisme symbiotique (Thrall et al 2007). En effet, dans ce cas, il y a une plus ou
PRLQV IRUWH VSpFLILFLWp HQWUH OHV GHX[ SDUAMWHQDLUH
cours du temps (Thompson 20017 KUDOO HW DO &THVW OH FDV SD
especes de champignons qui sont passées de parasites a mut@istes & Jonef012).

Les dégats infligés a la plante lors de la symbiose parasite somhpofants et entrainent la

mort de la plante héte ou une production de rhizodépobts trop faibles. Par conséquent, les
services rendus par la plante envers les microorganismes ne sont plus assurés ou le sont trop
faiblement. Le parasite symbiotique estslae cas contraint de limiter sa virulence envers la

plante hote afin que cela lui procure les services dont il a besoin. Par la suite la plante

limite ses systemes de défense immunitaire envers le parasite et permet la colonisation du
microorganisme SPELRWLTXH 'DQV XQ WHO FRQWH[WH RQ SHX
VI\PELRVH SDUDVLWH j XQH V\PELRVH PXWXDOLVWH &THV
pPLVH SRXU H[SOLTXHU OYDSSDULWLRQ GHV FKDPSLJQR
Thompson 2001).

Une fois la symbiose mise en place, pour que chaque partenaire continue a en
EpQpILFLHU LO HVW QpFHVVDLUH TXH OHV FKDQJHPHQWYV |
SRXU VI{DGDSWHU HQWUDLQHQW pJDOHPHQW XQH pYROXW
Tiffin (2007) a montré que ce phénomeéne de coévolution contribue, par exemple, a maintenir
une diversité au sein des rhizobia. En fonction du génotype de la plante hote ou de la quantité
GYDIRWH GDQV OH VRO TXL VRQW GHMu$hpsDIPxgabiidhes/ SR XY
mutualistes de rhizobia les plus efficaces ne seront pas les mémes a interagir avec la plante et
varieront également au cours du temps. En fonction du type de plante et des parametres de
OfHQYLURQQHPHQW OD Fritipes ReDixeWd rRantiGhHI® diersXq s@ubhdaN H
PXWXDOLVWHYV GH UKL]J]RELD 7KRPSVRQ $LQVL GDQV (
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GHX[ SDUWHQDLUHY OYDXWUH YD VIDGDSWHU HQ UpJXODQ
sicelaamélioresafidHvVV OfHVSgFH YD pYROXHU VHORQ FH QRXYHD

/[HV SODQWHV RQW DLQVL OD FDSDFLWp GH VIDGI
environnementale grace a leur plasticité phénotypique;atist les différents phénotypes
TXYHOOHV SHXYHQWe Kijrudigue kehofype DNicdira et al 20xhlichting

(Q HIITHW HOOHV SHXYHQW IDLUH SUHXYH GDQV XQ H

DGDSWDWLYH OHXU SHUPHWWDQW GHdideHuwnorel BptitduriK QH P H L
phénotypgue (Ghalambor et al 2007). La plasticité phénotypique des plantes va concerner
leurs traits fonctionnels déterminants pour leur phénologie, physiologie et reproduction (durée
GH OD SKDVH YpJpWDWLYH ELRPDVVH YpJpW®R0DORANSWDLOOH
GDQV XQ QRXYHO HQYLURQQHPHQW FHWWH SODVWLFLWp ¢
UpVLVWHU DX[ FKDQJHPHQWYV GDQV XQH FHUWDLQH JI
environnementale (Crispo et al 2010). Cette capacité peut aussi pertnettre espece
YpJpWDOH GH PLHX[ VIDGDSWHU GDQV XQ HQYLURQQHPHQ\
especes invasives (Davidson et al 201%+ XOPH /IRUVTXYHOOH HVW DGI
bénéfique pour la survie et la reproduction, alors la plesfténotypique peut permettre une
PYROXWLRQ GH OYTYHVSqgFH G DIgatesank st aQRX0YHbertPlae RR QG LW L
Hendry 2011). La variabilité des réponses des espéces végétales, face aux divers facteurs du
changement global, constitue la gtlaité phénotypique. La phénologie est, par exemple, le
trait le plus largement affecté par la plasticité dans le regne végétal (Matesanz et ;al 2010
Menzel et al 2006).

Les microorganismes, eux, vont également montrer une certaine plasticité
phénotypigie (Callahan et al 2008). Leur taux de croissance est cependant relativement court.
2Q SHXW GRQF VIDWWHQGUH j GHV pYROXWLRQV SOXV UDS
gue les microorganismes possedent de nombreux systémes de transferts @atgerss
(Brencic & Winans 2005Wu et al 2011).

$X VHLQ GH OJLOQWIREDRWHRRKBOPQVBHXW GRQF V{DGD
une certaine mesure en réponse aux changements globaux. En effet, les colts métaboliques
QpFHVVDLUHYV | O fiddasDimpvakeves RtQeld RAQdlit a des modifications de
OTLQWHUDF Wmhier@rgaidin® syrmbistifj\ Moire a sa perte.

La plante hote peut voir son adaptation limitée dans le cas ou les conditions
environnementales changent rapidement et mg¢ plus favorablesNewton et al 2010
Vallardes et al 2007). Des épisodes de forte mortalité ont ainsi été montrés dans certaines

foréts parasitées par des microorganismes, dont la virulence est en général limitée par le

58



V\VWgPH LPPXQLWDLte B dedH evorfek¢émsHde ¥éheresse ou de fortes
températures (Visscher et al 2011). Davidson et al (2011) camsigie les espéces
invasives, malgré leur plasticité phénotypique, seraient globalement plus affectées que des
espéces natives par rapportrarsanque de nutriments ou des conditions stressantes.

Les microorganismes ont aussi une certaine limite de leur plasticité phénotypique et
sont adaptés aux conditions environnementales dans lesquelles ils se sont développés. Un
changement brutal des condns de vie au cours de la croissance implique souvent une
moins bonne fitness des microorganismes (Wilson & Lindow 1993). De plus, les
microorganismes symbiotiques vivant dans un environnement relativement constant (leur
héte), la taille de leur génomeémidnue ce qui peut étre un frein & une adaptation lorsque
OfK{WH YD rWUH DIIHFWp SDU XQ FiR0boQ éti2BIQ)W HQYLURQQH

La réponse des compartiments végétal et microbien ainsi que la dynamique des
interactions plante hoéte- microorgansmes en fonction des divers parametres
environnementaux semble étre un bon moyen pour comprendre comment les deux partenaires

pourront évoluer dans un contexte de changement global.

4. Perspectives

4.1. Un systéme complexe avec de multiples interactions

,O HVW FRPSOLTXp GH SUpGLUH OHV FRQVpPTXHQFHV j ORQ
SDUW HQ UDLVRQ GH OfLQWHUDFWLRQ HQWUH OHV GLIIpU
part en raison des interactions entre les microorganismes victimes ddangements eux

mémes (Wardle et al 2011En effet, les relations trophiques qui relient les différents
organismes de nos écosystemes entrainent une cascade de conséquences quand un des
maillons de la chaine trophique est affecté (Dyer & Letournea@ ;2G@n der Putten et al

2004). f{DERQGDQFH GHV SODQWHV HVW SDU H[HPSOH FRQW
différents niveaux (herbivores, pathogenes, symbiotes et leurs prédateurs respectifs) (van der
Putten et al 2010). De plus, il est diffecide distinguer les conséquences des changements
globaux car il faut prendre en compte leurs effets directs sur les plantes et les microbes et
OHXUV HIIHWV LQGLUHFWV SDU OfYLQWHUPpPGLDLUH GH Of
majorité des étudesppDOLVpHV VXU O9YHIIHW GHV FKDQJHPHQWYV ]
expérimentations se font avec un sol contenant des microorganismes. Il est alors difficile de
FRQQDVWUH OfLPSOLFDWLRQ GHV PLFURRUJDQLVPHYV GDQV
intHUDFWLRQ TXL H[LVWH HQWUH FHV GHX[ FRPSDUWLPHQYV
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montrent les divers exemples discutés dans cette synthése bibliographique, la plupart des
changements affectant la plante sont liés aux microorganismes et réciproquement.

Au vu des diverses études réalisées sur les changements globaux, on pourrait
VIDWWHQGUH j FH TXH OHV HVSqFHV YpJpWDOHV TXL YR
reproduction favorisée par les variations environnementales (hausse gfuh&Gse des
tePSpUDWXUHYV « VH UHSURGXLVHQW GDYDQWDJH HW VRLFE
études sont réalisées, en général, en chambre de culture ou en serres, autrement dit, dans des
conditions qui limitent la compétition entre les plantes, afin de b8 SU p KHQGHU O9fHIIF
WUDLWHPHQW TXH OTRQ pWXGLH &HSHQGDQW HQ FRQGLW
compétition et les diverses composantes du changement global sont imbriquées. Par exemple,
la réponse au COYD GpSHQGUH G fdixmeUaHempdaune Ha disponibilité en
HDX HQ QXWULPHQWV« $LQVL OfpWXGH GH %D]]RP] HW DC
DXJPHQWp FH QH VRQW SDV OHV HVSqFHV TXL,gp®RQGHQW
étre sélectionnées. En effet, lgénotypes sélectionnés sont ceux qui ont une plus grande
FRPSPpWLWLYLWp SRXU G/ D XWautrewhend idiv/ poRrXles FatementsXdiii OH &
deviennent limitarg en condition enrichie en GO D]J]RWH SKRVSKRUH« 2U
compétitivité est régulée par les microorganismes avec lesquels les plantes sont en interaction.

En effet, les microorganismes contrbélent la décomposition de la matiére organique a travers
OD SURGXFWLRQ G fdite3] & ¢dhtratepindond ke Hlitx @eXnutriments minéraux
utilisables pour la plante. En concentration augmentée enp@QOexemple, le changement
des fonctions microbiennes aura un impact sur la production primaire (Finzi et al 2006).
/TpYROXW L RnaBtes\WéRdRalkes est donc liée aux relations que la plante entretient
avec les communautés microbiennes.

,O HQ HVW GH PrPH SRXU OTpYROXWLRQ GH FHV FRPPX(
des relations trophiques entretenues avec la plante. Par exe@pfeDERQGDQFH G
champignons mycorhizogénes va étre régulée par la plante hbéte (Treseder 2004). Ces
FKDPSLJQRQV VRQW PRLQV HIILFDFHVY GDQV OHXU U{OH
LQRUJDQLTXH SDU OD SODQWH TXH GX SkteYyu vaRajusterLQRUJLC
son allocation du carbone dans les associations avec des champignons mycorhizogenes selon
VL VD FURLVVDQFH HVW OLPLWpH SDU OYD]RWH RX SDU OH

On comprend alors, au vu des interactions trophiques qui existent mantes et
microorganismes, que les effets sur les plantes se répercutent sur les communautés
microbiennes avec lesquelles elles interagissent et inversement (Drigo et al 2008). Les

changements globaux qui vont modifier les différents niveaux du dgslenutriments créent
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ainsi des désequilibres au niveau des interactions entre plantes et microorganismes. Cela se
traduira par des modifications des phénomenes de régulation, entre les deux partenaires,
engendrées par les changements globaux et dépesdatde nombreux facteurs

environnementaux, euxémes affectés par les changements globaux.

6\VWqPHV H[SPULPHQWDX[ GTpWX@idbedHV LQWHUDFWLRQ
'DQV WRXWHV OHV pWXGHV VILQW p AHatietid dgs dethodeK D QIHF
G 1 p WeotBlique les interprétations et empéche de faire des généralisations. Concernant les
WUDYDX[ VXU OHV FRQVpTXHQFH Sr &Y Xlantes Pat RermplaVIBsw L R Q
conditions expérimentales sont tres différentes (chambres de culture, sermes ptapot)

WRXW FRPPH OHV PpWKRGHY (aM&t@ elaF 20L00¥dHER HIQAWGE)HQ & 2
/IYDYDQWDJH GHV PpWKRGHV, GHH QUDEKLWHPHQWS&Q XPHL
(QULFKPHQW HVW TXYfHOOHV SHUPHWW HoaMpGdl swuhBYDLOO
SOXV ODUJH JDPPH GYHVSgFHV YpJpWDOHV /HiNpdtdhEUHYV T
IDFH | OYDXJPHQWDWLRQ DWPRVSKpULTXH GH FH JD] SHX’
(Woodward 2002). Cependant, étant donnée la multi@deL QW HUDFWLRQ VXEVLVWI
il est difficile de découpler les effets directs du L& les effets indirects dus aux
PLFURRUJDQLVPHV $ OfLQYHUVH OHV pWXGHV HQ VHUUH
sont extrapolables a des conditiods champs (Bunce 2008). Par ailleurs, les espéces
végeétales et microbiennes utilisées sont différentes et les réponses aux changements globaux
sont spécifiques des espéces utilisées. De plus, dans un sol naturel, il existe une tres grande
diversité des ngroorganismes telluriques, dont seulement 0,1% dont cultivables. Enfin,

dans un milieu naturel, les différents paramétres du changement global interagissent entre
eux, rendant difficile les interprétations.

Le travail pour comprendre la facon dontlengement global affecte les interactions
plantes/microorganismes doit donc se faire par décomposition du systéme ou seulement
guelques variables changent. Ainsi, pour pouvoir analyser les interactions entre les deux
partenaires, il est nécessaire de @blU XQ QRPEUH UHVWUHLQW GYfH\
PLFURELHQQHV (Q GpFRPSRVDQW OH V\VWqPH LO GHYUDL!'
de réponse qui peuvent étre complétés par des études visant a ajouter dans le systeme
GIDXWUHV IDFWHRWVIOR FKO QEBRPPH OD WHPSpUDWXUH OD
SOXV OfLQWpUrwW GTXQ V\VWgPH VLPSOLILp HVW TXfLO S
GILQFRQYpQLHQWY TXL QH SHUPHWWHQW SDV GIpWXGLHU

naturé. Les interactions biotiques, par exemple, masquent parfois les modifications apportées
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par le changement global ou les phénomeénes de compensation de biomasse entre les
différentes especes végétales (Kahmen et al 2006).

Dans un tel systéme simplifié, &vune vision codbénéfice des interactions, on peut
comprendre comment les deux partenaires interagissent face aux changements globaux. La
mesure des colts et bénéfices du coté plantes et microorganismes repose sur des aspects
quantitatifs ou qualitatifdiés aux traits fonctionnels des deux organismes. Concernant la
SODQWH LO VIDJIJLW GHV WUDLWYV OLpV j VD FURLVVDQFH I
HW D]RWH« VRQ GpYHORSSHPHQW SKpQRORJLH HW VD U
geUPLQDWLRQ « &RQFHUQDQW OHV PLFURRUJDQLVPHV Of1l
diversité, leur activité et la composition des communautés lorsque les études portent sur une
communauté microbienne dans son ensemble. Alors que les analyses amnlesriplantes
IRQW GDYDQWDJH DSSHO j GHV QRWLRQV GTpFRSK\VLRORJI
sont plus complexes et font appel aux domaines de la microbiologie, la biologie moléculaire
(Anderson et al 2004Delmont et al 2011 He etal 201 HW OYpFRORJLH pYROXWLY

4.3. Perspectives environnementales

&HWWH VI\QWKqVH ELEOLRJUDSKLTXH PHW HQ DYDQW OfLQV
effets des changements globaux sur les compartiments végétal et microbien et la résultante sur
leXU LQWHUDFWLRQ (Q HIIHW GH WHOOHV DQDO\VHV SRX
GXUDEOHV j GHV GRPDLQHV VRXPLV j GHV SUpRFFXSDWL
OYDIJULFXOWXUH HW OfHQYLURQQHPHQW /HV &®LMQsv ERQV
MRXUV 'DODWWD HW DO UDSSHOOHQW TXYLO HVW LPSR
PFRORJLTXHV IRXUQLVY SDU OHV PLFURRUJDQLVPHYV & H
OfpODERUDWLRQ GH PRGQgOHV SRXU SUpYRésUsuOfEPSDFW
agroécosystemes (Supit et al 2012). Les microorganismes sont donc des bioindicateurs
potenties de la qualité des sols (van Capelle et al 2012). Certains programmes de recherche
VRQW DLQVL HQWLQUHPHQW FR& @\Wbdrsitmes micdobmmiBriés GHV O
présents dans les sols et leur évolution au cours du temps. De plus en plus de systémes
DJULFROHY SUDWLTXHQW XQ WUDYDLO OLPLWp GX VRO PR
comme cela a été initié aux Etats unis et en Alggmea(van Capelle et al 201Bn plus

GIDJLU TXRWLGLHQQHPHQW j OTDPpOLRUDWLRQ GH FH SUR
restaurer la biodiversité microbienne dans les sols agricoles appauvris afin de stimuler
OYDFWLYLWp GHV BL$oU R&adE Id @ohdtiehHemen®d et la qualité des
agroécosystemedB(ussaard et al 2007Mulder et al 2005 Supit et al 2012). A terme,
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OYREMHFWLI VHUDLW GH SRXYRLU SUpGLUH OD UpSRQVH
changements globaux pour permetiree meilleure gestion des écosystémes, en particulier
SRXU OHV DJURpPFRV\VWgqPHV TXL SRVHQW GH QRPEUHX[ SU
j OD PXOWLWXGH GH WUDYDX[ VILQVFULYDQW GDQV OD ¢
UHV SHFW X HKonkemert, e $oh&ervant la qualité nutritionnelle des plantes et en
permettant des rendements suffisants pour subvenir aux besoins alimentaires croissants de la

population mondiale.
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Conclusion du cadre scientifigue du projede thése

&HWWH VIQWKgVH ELEOLRJUDSKLTXH D SHUPLV GH PHWWUF
entre plantes et microorganismes du sol. Or, la plupart des études concernant ces interactions
RQW XQH YLVLRQ FRPSD dt\hllsPad Qoiisp ptédibévnewital i@ mapte dthoy H
DX[ PLFURRUJDQLVPHV RX HQFRUH j OfHIIHW GH OfXQ VXU
SUpVHQWp LFL HVW OH IDLW GYfpWXGLHU OH OLK@NEXL H[LV
pour butde tester ce Bn en le soumettant a diverses modifications environnementales. De
SOXV RQ REVHUYH OYHIIHW GfXQ SDUWHQDLUH VXU OfDX
aspects coltbénéfices. Cela nous permet,-dela de la constatation desffets G 1 X Q
compartimentV XU OYDXWUH VXLWH j XQH PRGLILFDWLRQ HQYLUR
IRQFWLRQQHQW FHV LOQWHUDFWLRQV HW OHV FDXVHV j Ofl
lesHIITHWV REVHUYpPV VXU OTDXSNV (P RRW S BU\G fidk@tiahs )G B X FIHH
sH IDLW SDU OH SDVVDJH GTXQH VHXOH VRXFKH PLFURELH(
son ensemble.
Dans cet objectif, plusieurs variations environnementales omdd&&E OLTXpHY HQ MRXDQ!
RX OfDXWUH GHV FRPSDUWLPHQWYV

¥ Augmentation B CO, atmosphérique apporté a la plante

¥, Dilution de la diversité microbienne rhizosphérique
De plus, le lien Btre les compartiments végétal et microlaegté observé et décrypté suite au
marquage isotopique du G@urni a la plante’C) et au suivi deet élément marqué de la
SODQWH MXVTXTYj) OD FRPPXQDXWp PLFURELHQQH UKL]RVSK]
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Figure 0.8 Présentation schématique (A) des études courantes réalisées au niveau des
interactions f@antesmicroorganismes et (BIGX QRXYHO DQJOH GYpWXGH GH
constituant ce travail de thése. (A) Le £€pté par la plante est intégré dans sa biomasse,

suite a la photosynthese, puis dirigé vers les racines et une partie est libérée dans le sol et
disponible pour les moroorganismes de la rhizosphere. Les plantes vont avoir un effet sur
OfpFRORJLH GHV FRPPXQDXWpV PLFURELHQQHV HQ MRXDQ\
et la diversité de ces communautés. En retour, les microorganismes, quand ils interagissent
posiWLYHPHQW DYHF OD SODQWH IDFLOLWHQW VD FDSWDWL]I
JH « HW YRQW LPSDFWHU VXU OD VDQWp HW OD FURLVVI
empruntée SRXU OfpWXGH GHHFMN CLTHWIHHWD BW X & QRO B X WW HP H @ \
UHYDQFKH FH WUDYDLO GH WKgVH VILQWpUHVVH j OTHIIH)\
condition de variation environnementale ((1) Hausse dpa@®@osphérique et (2)ilution de

la diversité microbienne) avec une vision cebénéfics pour chaque compartiment. Le lien

trophique entre les deux compartiments est ensuite précisé par (3) le suivi du trajet de

O 1 p O P’ @Wa la plante.
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CHAPITRE |

Interaction entre Medicago truncatulaet Pseudomonas fluorescens
Evaluation des codts et bénéfices suite a une hausse de la concentration en

CO, atmosphérique
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CHAPITRE |

Interaction entre Medicago truncatulaet Pseudomonas fluoreens Evaluation des colts

et bénéfices suite a une hausse de la concentration en @mosphérique

Préambule

/ID VIQWKgqVH ELEOLRJUDSKLTXH VRXOLJQH OfLQWpUrWwW GH
interactions plante LFUREHYV DILQ GYDVVXUHU OHXU PDLQWLHQ /1
est donc de se placer dans un cadre simplifié ou un génotype de ptardgiiravec un

génotype microbien afin de mettre en évidence les colts et bénéfices pour chaque partenaire

au sein deOTLQWHUDFWLRQ 3RXU FHOD GHV SRWV VSpFLD
gnotobiotique (microbiologiqguement contrélée) ont été utilis€eLIQWHUDFWLRQ pWXG!
entre une légumineus®ledicago truncatulaqui a un intérét en agroécologie (Thoquet et al

2002), et la bactérie mutualisteseudomonas fluorescefiemanceau 1992). Afin de mettre

HQ pYLGHQFH OHV FRE€Wattish'W\Ma&ge®@ ptl &l 2608), G Hor@dhtr&ivv i

CO, atmosphérique apporté a la plante a été augmentée. Pour visualiser les codts et bénéfices
pour chacun, différents traits fonctionnels ont été mesurés. Concernant la plante, on a mesuré
des traits fonctiomels liés a la croissance, au développement et a la reproduction. Le trait
mesuré pour le partenaire microbien est sa densité. Cette expérience nousgeéenvetir

comment va réagir une telle interaction suite a un des parametres du changementaglobal, |
hausse du CO ,3& & &HW pOpPHQW pWDQW GpWHUPLQDQW G
relie les deux partenaires (Nielsen et al 2011), on peut supposer que la hausselnaii@

un taux photosynthétique plus important (Luo et al 2006) et don@naakiction accrue de
rhizodépbts Drigo et al 2008 Finzi et al 2006) permettant une stimulation positive de la
croissance bactériennEigenhauer et al 2012VNilliams et al 2000). Ce phénomene pouvant
FRQGXLUH j XQ UHQIRUFHP H Gt&/Melidagd fflnQanilePseDdomidn&sQ P X W )
fluorescensCette étude permettra de répondre aux questions suivantes

AEQuel réle joue la bactérie. fluorescenslans laréponse a priori positive dd. truncatula

suite & une hausse du £€©

/E La densité bactérieenestelle affectée par une plus forte dispontbilen composés

carbonés fournipar la plant&

AYat-LO XQ FKDQJHPHQW GH @{DVVRFLDWLRQ PXWXDOLVWH
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&H FKDSLWUH D pWp SXEddep dMR b \jourrlURA4Ore fiul Q
VILQWLWXOH ©,QWwuetidagow ttlRctuldandV Zsdudemonas fluorescens
Evaluation of Costs and Benefits across an Elevated Atmospheric.» CO
(doi:10.1371/journal.pone.0045740).
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Abstract

Soil microorganism®play a key role in both plants nutrition and health. Their relation with
plant varies from mutualism to parasitism, according to the balance of costs and benefits for
the two partners of the interaction. These interactions involved the liberation obpiantc
compounds via rhizodeposition. Modification of atmospheric; €ahcentration may affect
rhizodeposition and as a consequence trophic interactions that bind plants and
microorganisms. Positive effect of elevated ,C@n plants are rather well knownutb
consequences for micoorganisms and their interactions with plants are still poorly understood.

A gnotobiotic system has been developed to study the interaction bdwWeskrago
truncatulaJemalong J5 and the mutualistic bact&seudomonas fluorescessain C7R12
under two atmospheric G@&oncentrations: ambient (365 ppm) versus enriched (750 ppm).
Costs and benefits for each partner have been determined over time by measuring plant
development and growth, the C and N contents of the various plastgpal the density of
the bacteria in rhizosphere compartments. Following the increase i tG€e was a
beneficial effect ofP. fluorescensC7R12 on development, vegetative growth, and C/N
content of M. truncatula Concerning plant reproduction, an gadeed production was
noticed in presence of the bacterial strain combined with increased atmospheric CO
conditions. Paradoxically, this transient increase in seed production was correlated with a
decrease in bacterial density in the rhizosphere sogaltig a cost of increased ¢é@r the
bacterial strain. This shift of costenefits ratio disappeared later during the plant growth.

In conclusion, the increase in @@oncentration modifies transiently the cbsiefit
balance in favor of the plant. €se results may be explained either by a competition between
the two partners or a change in bacterial physiology. The ecosystem functioning depends on

the stability of many plaaticrobe associations that abiotic factors can disrupt.

Keywords: CO, enrichment, gnotobiotic culture, metabolic cost and benefit, mutualism, plant

fitness, planimicroorganism interactions, rhizosphere
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Introduction

The interactions between plants and soil microorganisms are mainly based on trophic
relationships [1] In mutualistic interactions, the plant supplies to microbes carbon
compounds, which drive both development of microbial population and their act|it8}s

In exchange, microbes provide the plant with inorganic and/or organic compounds necessary
to its growth[4]. The compounds are costly to produce for each partner but these costs are
balanced by the benefits. This subtle dosmefit balance results from a-ewolution between

the two organism$§5-8]. However, the present stability of such interaddimften masks a
conflict of interest between the two partners. It has been shown that some associations may be
mutualistic or antagonistic according to variations in the proximate environment, biotic or
abiotic, of the partners (e.§9]). How modulationof environmental factors can affect the
nature of the association (mutualistic or parasitic) remains overlooked in the case of
interactions betweeplants and soil microorganismSome studies showed that changes in
atmospheric carbon dioxide (GAnducedifferential competition for other elements between
plants and microorganismd0-13], but a potential shift in the balance of cdstmefits
between the partners of the association has never been investigated.

Plantmicrobe association in the rhizosphétiee area of soil around roots which is
strongly influenced by the metabolism of the plant) is hugely dependent on the plant
photosynthetic rate, which determines the amount of rhizodeposits potentially used by
microorganismg14]. The photosynthetic raie itself determined by abiotic factors, such as
availability of soil water and soil mineral elemeijt$] mainly nitrogen[16], and above all
the atmospheric CO Modulating the plant carbon budget throughvariation of the
atmospheric C@concentrationis a valuable approach to go further in the understanding of
plantmicrobe interactions in the rhizosphere. The effects of elevated atmospherienCO
plants are rather well known, increasing their overall fitj@6sL8]. However, the responses
of microbial component to elevated G@re still poorly understood. Some studies highlighted
changes in physiology and composition of microbial commurii@kor in a bigger bacterial
density because of the increase in the carrying capacity of the rhizospheoamevit due to
the larger amount ahizodeposit§20]. Up to now, he feedback effect on the plant has never
been investigated.

Medicago truncatulais a model plant for legumef21-24], mainly because ats
symbiotic associations with rhizobj4,25], its large synteny with several legum@$], its

small genome sizR7] and the availability of genetic and genomic resources. Morebler,
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truncatula interacts with various telluric microbes including plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) such &seudomonas fluorescef28]. Among them,P. fluorescens
strain C7R12, a mutant resistant to rifampicin [29] of a strain isolated from a soil naturally
suppressive to a major soilborne disease [30], was shown to promote growth and
mycorrhization ofM. truncatula[31], and to efficiently colonize the rhizosphere and the root
tissues of this plant species [32,3B]ere, the interaction betwee. truncatulaand the
mutualist bacterial. fluorescen€7R12, was studiedsing a gnotobiotic system specifically
developed for this purpose. In order to investigate the sole effeBt diuorescensM.
truncatulawas grown in gnotobiotic conditions in the absence of resident symbionts. More
precisely, the dynamic of costs and benefitsMortruncatulaand theP. fluorescens<C7R12

was characterized during their interaction from vegetative to reproductive stages and this
work allowed to answer the following questions: (i) How bacterial presence ingacisri

the positive effect of elevated G@oncentrations on plant trait?; (ii) Due to an increased
carbon availability, does this effect lead to alterations in bacterial density? and (iii) do we

observe any change in the mutualistic association?
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Materials and Methods

Experimental design

Two experimental replicates were performed successively at different times in the same
controlled conditions. The two experiments were carried out with two interacting treatments:
bacteria (substrate being inoculated or not with bacteria) andc@t@entratior(plant grown

under ambient (365 ppm) or elevated (750 ppm) atmospheric d8@centration). Five
replicates were used for each treatment combination. Under each condition, plant
development was characterized three times during the growth cycle: duringgémtive
period (V, 29 days postowing), during flowering, at the beginning of pods maturation (Fp,
43 days possowing) and during a later stage of reproduction, where some flowers were still
present but most of pods were maturing on plants (Pf, 63paesgsowing). This resulted in 2
experimental replicates x 4 treatments (inoculatexsusno-inoculated and ambiemntersus
elevated CQ x 3 stages investigated (V, Fp and Pf) x 5 replicates (pots), equalling 120 pots
in total.

Medicago truncatulayrowth conditions

Seeds oM. truncatulaGaertn. cv. Jemalong line J5 were selected for homogeneous weight
(between 4.5 and 5 mg) in order to homogenize germination. Seeds were scarified, surface
sterilized, pregerminated [34] and vernalized by a passage“& for 10 days to accelerate

the beginning of flowering [35]. Before being sown, seeds were placed at 20 °C for 24 h in
the dark.

Seeds were sown in stainless steel pots containing a substrate composed of attapulgite and
expanded clay mixed in proportion’ 1 (v / v). The pots were specifically developed in order

to allow plant growth and maintain gnotobiotic conditions (see supporting information, Figure
S1). They were sterilized together with substrate using gamma rays (internal dose of 45 kGy)
(IONISOS,Meylan, France) before seeds were soflhthe pots were watered with 50 ml of
QXWULHQW VROXWLRQ DW PLOOLHTXLYDOHQWY RI QLWUR
stock solutions with the following ion composition: KAI(2.02 x 10° mol I), K.HPOy (7.92

x 10* mol "), Ca(NO) + 4H,0 (3 x 10° mol "), MgSQ, (1.2 x 10° mol I'Y), NaNG; (2.25 x

10° mol "), H3Bos (1.92 x 10° mol I'Y), MnSaq, + 7H,0 (1.06 x 1G mol I'), ZnSQ + 7H,0

(7 x 10" mol I'"), CuSa (3.2 x 10° mol I'"), N&MoO; + 2H,0 (1 x 10° mol I'Y), CoCl, +

6H,0 (8.4 x 10" mol I') and G4H18FeNsNaO1o (5 x 10 mol I'"). For each atmospheric GO

condition, half of the pots were inoculated with the bacteRurftuorescen£7R12.
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A glass pot attached to the cover allowed the plant development to occur in a sterile
environment at the beginning of its grow#fter 15 days of seedling growth, glass pots were
removed and gagroof silicone (RHODORSIL® RTV 3325 with 5 % of catalyst; GAES
CHIMIE Spécialités, lllzach, France) was disposed around the hypotmtyhaintain
gnotobiotic conditions in the soil while allowing aerial parts of the plant to grow at
atmospheric conditions chosen.

Plantswere cultivated for 63 days in growth chiaen with a 16/8 h light/dark photoperiod and
23/18 °C light/dark thermoperiod. The amount of photosynthetic active radiation at pots
height was500 pEinsteins M s*. The growth chamber had a capacity of about *oamd

could be used or not as a gasof system to allow the enrichment of the total atmosphere of
the growth chamber. Such only one -gasof growth chamber was available, two successive
experimerg were undertaken for each experiment, 30 pots at ambieatcGentration
(measured at 365 ppmi ia no gagproof version (15 inoculated and 15 not inoculated)
following by 30 pots at 750 ppm in a gasproof version (15 inoculated and 15 not inoculated).
To obtain a constant and uniformly enriched atmosphere, thg d0@centration was
measured continualy during experiment using an infrared gas analyser (IRGA; PP system;
Ciras, Montigny le Bretonneux, France) and maintained by automatjcirg&gtion as in
Voisin et al [36].

Preparation oPseudomonas fluorescestsain C7R12 inoculums

PseudomonafiuorescensC7R12 was grown oKing B agar mediunplates(KMB agar) [37]

for 48 h at 25 °C and cells were harvested and washed once in sterile demineralized water.
The cell density was determined spectrophotometrically at 600 nm and adjusted with sterile
demineralized water to inoculate the substrate &tCFU (Colony Forming Unit) § of dry
substrate. The same volume of demineralized water was added to the uninoculated treatment

to obtain the same substrate humidity.

Quantification of plant traits

The kinetics of plant development was followed by counting the number of leaves twice a
week.Reproductive potential was estimated as the number of pods and seeds at the Fp and Pf
stages.

At each growth stage, five plants per condition were analysed as $ol®voots, roots, pods

and seeds were separated and their biomvasdetermined after desiccatian105 °C for 24

h. Dry shoots, roots, pods and seeds were ground in a grinding bowl with a steel ball in a
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mixer-mill (vibro-broyeurRetsch MM 30). The cabon (C) and nitrogen (N) contents in the
different plant compartments were quantified using Dumas procedure in an elemental analyser

(ThermoElectron NC2500 elemental analyser).

Quantification of Pseudomonas fluorescerf87R12 density and gnotobiotic condits

assessment

The densityof P. fluorescensC7R12 in both the rhizosphere soil and the root was determined
during the interaction with the plant by counting the number of CFU on KMB agar
supplemented with rifampicin (100 md)! For each date of analysifie initial suspension of

soil adhering to the roots (rhizosphere soil) was sampled by vortexing the root in 100 ml of
sterile demineralized water. Once cleared from their rhizosphere soil, roots were dried on
sterile filter paer and 1.5 g taken randomly at different locations of the roots were ground in
a sterile mortar. The ground roots obtained were recovered in 10 ml of sterile demineralized
water to form initial root suspension®8acterial population of this root suspension
correspond to bacteriattached to the root surface (rhizoplane) and present in the roots
(endophyte).

Potential bacteria and fungi contaminants were analys®dacteria, the medium TSA 1/ 10
(trypcase soy agar) was used. This medium awasposed, fol | of demineralised water, of

15 g tryptone, 5 g soy peptone, 5 g sodium chloride and 15 g agar. The pH was adjusted to
7.3. The medium was sterilized at 110 °C for 45 min and cycloheximide was added (100 mg |
Y. For fungi, the malt acid medium was dsét was constituted, for 1 | of demineralized
water, of 10 g of malt and 15 g agar, then autoclaved for 20 min at 1Bef@e use, 250

mg I of citric acid, streptomycin (100 mg)land chlortetracycline (50 mg)lwere added.

Statistical analysis

Normality and equal variances were tested respectively by Shafilikoand Bartlett tests.

When necessary, data were ognsformed to achieve normality. Most plant data were
analysed by linear models with condition of inoculation, ;,CEoncentration and
developmental stage as fixed factors and with their interactions, all being nested within the
experiment replicate factor. Since parameters on seeds were only measured during the second
experiment replicate, this replicate factor was not taken into accotimé analysis. For the

leaves number, an ANOVA for repeated measures was made because this trait was measured

several times on the same plants. The densities of microorganisms were analysed with
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ANOVA using as explanatory fixed factors the developmesi@e and COconcentration
and their interactions, nested within the replicate experiment factor.

All values presented in the text are mean = s.d@lne analyses were performed usthg
statistical software JMP 5.0.1. with an alpha level of 0.05.
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Resuls

No bacterial or fungal contaminant was detected, at thresholds detections, respectively 23.35
and 233.53 CFU §of dry substrate, during the experiment. For most of the traits measured
on the plant or bacteria, there was a variation between the two experimental replicates (Tables
11,1.2,13 and14). This variation nevertheless never masked other sources dfiorgria
notably interactions between factors, results being congruent between replicates. This source

of variation will therefore not be discussed further.

CO, andP. fluorescen€7R12 effect on vegetative growth and developneéM. truncatula

The numberof leaves increased exponentially with time, reflecting plant development and
growth. The leaves appeared more rapidly at elevatedc@@@entration. This C&induced
acceleration of development was amplified when plants were inoculated® witluorescas
C7R12. (Tabld 1, Figurel.l).

Table 1.1 Results of the ANOVA with repeated measures explaining the number of leaves of
Medicago truncatula as a function of inoculation conditions (inoculated or not with
Pseudomonas fluoresce@¥R12), CQ concentration (ambient, 365 ppm or enriched, 750
ppm), the plant developmental stage (V and Fp, see texthardgerimental replicate

Source of variation dfNum  dfDenom F P

Between subjects

Replicate 1 69 113.06 <0.0001

Inoculation 1 69 11.20 0.0013

CO, 1 69 38.62 <0.0001
Inoculation*replicate 1 69 0.72 0.40
CGOy*replicate 1 69 0.48 0.49

COy*inoculation 1 69 12.85 0.0006
COy*inoculation*replicate 1 69 0.02 0.90

Within subjects

Time 6 64 3891.13 <0.0001

Time*Replicate 6 64 51.93 <0.0001

Time*Inoculation 6 64 3.59 0.0040

Time*CO, 6 64 25.70 <0.0001
Time*Inoculation*replicate 6 64 0.87 0.52

Time*CO,*replicate 6 64 8.33 <0.0001

Time*CO,*inoculation 6 64 2.65 0.0235
Time*CO,*inoculation*replicate 6 64 1.56 0.17

101



Figure 1.1 Average number of leaves bfedicago truncatulaver its growth. The number of
leaves depends on the €€bncentration and the inoculation wiseudomonas fluorescens
C7R12 An ANOVA for repeated measures was made because this trameasired several
times on the same plants. Standard errors are represented by vertical bars. V and Fp

corresponds to the plant developmental stages analysed in the experiment.

The shoot and root biomass increased over time and were significantly higéerGiah
concentration increased (76.52 % and 41.30 % respectively; Ta#le B). A positiveP.
fluorescensC7R12 effect was found only at stage V for shoot (Tal#2é\) where biomass
was twice higher with the bacteria. In the root compartment, this y®siifect of P.
fluorescengC7R12 inoculation was found regardless the other parameters (2Bl For
these vegetative plant traits, the effecPofluorescen€£7R12 and C@never interact (Table
1.2A, B).
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Table 1.2 Linear models explaininthe vegetative traits dfledicago truncatulas a function
of inoculation conditions (inoculated or not wilPseudomonas fluorescei®/R12), CQ
concentration (ambient, 365 ppm or enriched, 750 ppm), the plant developmental stage (V, Fp
and Pf, see text) antid experimental replicate (nested factor), exceptinghierC/N ratios

(C,D) which were measured in the second experiment only for thed-pfastages.

Sum of

Source of variation df F Ratio P
Squares
(A) Shoot dry biomass
Replicate 1 0.44 7.91 0.0061
Inoculation [replicate 2 0.33 2.94 0.06
CO,, [ replicate] 2 3.96 35.25 <0.0001
Developmental stage [replicate 4 49.54 220.69 <0.0001
Inoculation*CQ [replicate] 2 0.12 1.05 0.35
Inoculation*Developmental stage [replicate] 4 0.78 3.47 0.0111
CO,*Developmental stage [replicat 4 0.26 1.14 0.34
Inoculation*CQ*Developmental stage [replicat 4 0.11 0.48 0.75
Error 88 4.94
(B) Root dry biomass
Replicate 1 0.00 0.05 0.83
Inoculation [replicate] 2 0.61 5.48 0.0057
CO,, [ replicate] 2 0.90 8.07 0.0006
Developmental stage [replicate 4 23.21 104.40 <0.0001
Inoculation*CQ [replicate] 2 0.04 0.35 0.71
Inoculation*Developmental stage [replica 4 0.28 1.27 0.29
CO,*Developmental stage [replicat 4 0.34 1.52 0.20
Inoculation*CQ*Developmental stage [replicat 4 0.17 0.75 0.56
Error 88 4.89
(C) C/N of shoot
Inoculation 1 0.01 3.81 0.06
CO, 1 0.49 204.12 <0.0001
Developmental stage 1 0.67 279.58 <0.0001
Inoculation*CG, 1 0.01 2.97 0.09
Inoculation*Developmental stage 1 0.09 35.54 <0.0001
CO,*Developmental stag 1 0.00 1.47 0.23
Inoculation*CQ*Developmental stag 1 0.00 0.72 0.40
Error 75 1.35
(D) C/N of root
Inoculation 1 0.00 3.95 0.05
CO, 1 0.01 12.04 0.0009
Developmental stage 1 0.06 125.76 <0.0001
Inoculation*CO , 1 0.01 22.84 <0.0001
Inoculation*Developmental stage 1 0.01 13.01 0.0006
CO,*Developmental stage 1 0.00 4.24 0.0433
Inoculation*CGQ*Developmental stag 1 0.00 0.01 0.92
Error 75 0.13
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In a qualitative viewpoint, the shoot and root C/N ratio raised over time. Shoot C/N ratio was
more important under increased £€bncentration, regardless the date of analysis (Table
1.2C, D). For root, the C/N ratio was higher at stage Fp for 750 ppm (T&i@ but CQ
concentration played no role at stage Pf. The condition of inoculation played a role in
interaction with the deslopmental stage for the two compartments. The C/N ratio increased
with the developmental stage but was lower at stage Pf when the bacteria interact with the
plant (Figurel.2A, B). These effects at Pf stage on the C/N ratio may be linked to the N

contentin those compartments at this stage (Fidudé\, B).

Figure 1.2 Average C/N ratio for shoot and root iedicago truncatulaAverage C/N ratio

for the shoot (A) and the root (B) depends on the developmental stage (Fp, Pf, see text) and
the conditionof inoculation (Inoculated or not witRseudomonas fluoresce@3R12). Data

were logtransformed to achieve normality and equal variances respectively tested by
ShapireWilk and Bartlett tests. CarbeMitrogen ratio, measured during the second
experimentreplicate only, was analysed by linear model with condition of inoculation, CO
concentration and developmental stage as fixed factors and with their interactions. Standard

errors are represented by vertical bars.
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Figure 1.3 Average percentage ofitkbgen inMedicago truncatulashoot and root. Average
percentage of Nitrogen in the shoot (A) and the root (B) depends on the developmental stage
(Fp, Pf, see text) and the condition of inoculation (Inoculated or not Megtudomonas
fluorescengC7R12).The percentage of N, measured during the second experiment replicate
only, was analysed by linear model with condition of inoculationp, C@hcentration and
developmental stage as fixed factors and with their interactions. Standard errors are
representedyovertical bars.
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CO, andP. fluorescen€7R12 effect on reproductive traitsif truncatula

For the first experimental replicate, the flowers appeared after 34 days and the pods after 35
days, in the ambient GOconcentration. In contrast, when plants were subjected to an
enrichment of the C@Qconcentration, flowering began at 28 days and the pod apparition at 32
days.

The number of flowers and pods were both significantly influenced bycG@xentration in
interaction with the developmental stage (Tall8A, B). Plants growing at high GO
concentratiorhad more flowers at stage Pf (ambient: 12.15 + 2.72 versus elevated: 16.47 £
2.09) and 3.5 times more pods at this stage. The preseriRefloiorescensC7R12 nger
influenced these two traits significantly, either alone or in interaction with another factor
(Table1.3A, B).
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Table 1.3 Linear models explaining the reproductive traits Médicago truncatulaas a
function of inoculation conditions (inoculated or not witekeudomonas fluoresce@G3R12),

CO, concentration (ambient, 365 ppm or enriched, 750 ppm) and the plant developmental
stage (Fp and Pf, see tex¢kcepting fothe pod mass (C) which was mseeed in the second

experimental replicate only.

Sum of

Source of variation df F Ratio P
Squares
(A) Number of flowers
Replicate 1 6.83 202.81 <0.0001
Inoculation [replicate’ 2 0.17 2.55 0.09
COs[ replicate] 2 2.72 40.43 <0.0001
Developmentalstage [replicate] 2 2.14 31.73 <0.0001
Inoculation*CQ [replicate] 2 0.06 0.82 0.45
Inoculation*Developmental stage [replica 2 0.21 3.07 0.05
CO,*Developmental stage [replicate] 2 0.63 9.36 0.0003
Inoculation*CG*Developmental stage [replicat 2 0.14 2.04 0.14
Error 60 2.02
(B) Number of pods
Replicate 1 0.53 8.09 0.0061
Inoculation [replicate 2 0.09 0.67 0.52
CO, [ replicate] 2 2.49 19.03 <0.0001
Developmental stage [replicate 2 0.97 7.39 0.0014
Inoculation*CQ [replicate] 2 0.26 2.02 0.14
Inoculation*Developmental stage [replica 2 0.14 1.05 0.36
CO,*Developmental stage [replicate] 2 4.72 36.05 <0.0001
Inoculation*CQ*Developmental stage [replicat 2 0.17 1.29 0.28
Error 60 3.93
(C) Mass of one pod
Inoculation 1 0.03 1.33 0.26
CO; 1 0.49 26.05 <0.0001
Developmental stage 1 5.81 306.18 <0.0001
Inoculation*CQ 1 0.06 2.96 0.10
Inoculation*Developmental stac 1 0.07 3.80 0.06
CO,*Developmental stag 1 0.00 0.25 0.62
Inoculation*CQ*Developmental stag 1 0.01 0.69 0.41
Error 37 6.92
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Total number of seeds per plant rose over time (Thdk, Figurel.4), and the condition of
inoculation influenced this dynamics in interaction with £&Oncentration. At stage Fp, the
plants interacting with bactergroduced 7.45 times more seeds at high, €@hcentration,

while plants without bacteria produced the same number of seeds whatever the CO
concentration. At stage Pf, this gduced increase in the number of seeds was still
observable. However, at thisage, the number of seeds was not significantly influenced by

the inoculation (Figuré.4).

Figure 1.4 Average number of seeds per plant. Average number of seeds per plant depends on
the CQ concentratior(ambient, 365 ppm or enriched, 750 ppthe condition of inoculation

(I: inoculated or NI: not witiPseudomonas fluoresce63R12 and the developmental stage

of Medicago truncatulaFp, Pf, see text). Data were lognsformed to achieve normality

and equal variances respectively tested bgp8oWilk and Bartlett tests. Number of seeds,
measured during the second experiment replicate only, was analysed by linear model with
condition of inoculation, C@concentration and developmental stage as fixed factors and with

their interactions. Stamad errors are represented by vertical bars.
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Table 1.4 Linear models explaining the quantitative (A) and qualitative (B,C,D) aspects of

seeds oMedicago truncatulas a function of inoculation conditions (inoculated or not with

Pseudomonas fluoresce@¥R12), CQ concentration (ambient, 365 ppm or enriched, 750

ppm) and the plant developmental stage (Fp and Pf, see text)

Source of variation df Sum of F Ratio P
Squares
(A) Number of seeds per plant
Inoculation 1 0.01 0.42 0.52
CO, 1 0.56 25.82 <0.0001
Developmental stage 1 4.42 202.25 <0.0001
Inoculation*CO, 1 0.63 28.81 <0.0001
Inoculation*Developmental stac 1 0.05 218 0.15
CO,*Developmental stag 1 0.02 0.93 0.34
Inoculation*CO ,*Developmental stage 1 0.34 15.53 0.0006
Error 25 0.55
(B) Mass of one seed
Inoculation 1 0.11 1.46 0.24
CO, 1 0.05 0.72 0.40
Developmental stage 1 5.28 72.20 <0.0001
Inoculation*CQ 1 0.02 0.33 0.57
Inoculation*Developmental stac 1 0.06 0.89 0.36
CO;*Developmental stag 1 0.02 0.22 0.64
Inoculation*CQ*Developmental stag 1 0.01 0.12 0.73
Error 32 7.26
(C) C/N Ratio in seeds
Inoculation 1 0.27 6.17 0.0162
CO, 1 0.19 4.33 0.0423
Developmental stage 1 0.62 14.38 0.0004
Inoculation*CQ 1 0.00 0.00 0.99
Inoculation*Developmental stac 1 0.00 0.01 0.93
CO,*Developmental stag 1 0.00 0.02 0.88
Inoculation*CGQ*Developmental stag 1 0.09 2.07 0.16
Error 52 295
(D) %N in seeds
Inoculation 1 0.37 5.91 0.0186
CO, 1 0.29 4.67 0.0353
Developmentalstage 1 541 87.30 <0.0001
Inoculation*CQ 1 0.04 0.67 0.42
Inoculation*Developmental stac 1 0.05 0.75 0.39
CO,*Developmental stag 1 0.06 1.00 0.32
Inoculation*CG*Developmental stag 1 0.06 1.04 0.31
Error 59 11.01
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The pod and seed masses showed a rise through developmental staged G@laled1.4B)

and the pod mass was higher under elevated Cible1.3C).

Finally, the C/N ratio of seeds (TalledC) was higher when the plant received elevated CO
concentrabn (Figure1.5A). This ratio was lower in the presence of the bacterial strain
(Figure1.5B) and over developmental stages (TahKC, data not shown) but no interaction
between these factomsas significant (Tablel.4C). This was due to a higher N content in

seeds with the bacterial strain (TalhldD).

Figure 1.5 CarbonNitrogen ratio ofMedicago truncatulsseeds. CarboeNitrogen ratio of

seeds depends on (A) the £ncentrationambient, 365 ppm or enricthe750 ppm)and

(B) the condition of inoculation (I: inoculated or NI: not wilseudomonas fluorescens
C7R12. Data were logransformed to achieve normality and equal variances respectively
tested by ShapirVilk and Bartlett tests. CarbeNitrogen ratio measured during the second
experiment replicate only, was analysed by linear model with condition of inoculatien, CO
concentration and developmental stage as fixed factors and with their interactions. Standard

errors are represented by vertical bars.
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CO, effect onP. fluorescen€£7R12 fitness
Preliminary tests confirmed the absence of differencé®.irfluorescensC7R12 densities
between the two CQreatments after 15 days of growth (0.21, P=0.65) and thus validate

the initial conditionsf our experiment.

The bacterial density in the rhizosphere soil compartment was influenced hy CO
concentration in interaction with the plant developmental stage (Td#@ At ambient CQ
concentration, the bacterial density was more or less conglemeas at enriched G@here

was a drop in bacterial density during the stage Fp (Figwa). There was a general
decrease in concentration of bacteria associated intimately with root (including bacteria
attached to the root surface (rhizoplane) andsgme in the roots (endophyte)) over
developmental stages (TablebB), and, again, the effect of GQ@oncentration led to a

bacterial density slightly lower under high €ncentration (Figuré&.6B).

Table 1.5 ANOVA explaining the density ofPseudomonas fluorescertd7R12 in the
rhizosphere soil (A) and the plant roots,(B$ a function of C@&concentration (ambient, 365
ppm or enriched, 750 ppm), the plant developmental stage (V, Fp and Pf, see tekf and t

experimental replicate (nested tiag.

Source of variation df Sum of F Ratio P
Squares
(A) Bacterial density in Rhizosphere
soil
Replicate 1 0.93 11.06 0.0017
CO, [ replicate] 2 0.62 3.66 0.0334
Developmental stage [replicat 4 3.74 11.12 <0.0001
CO,*Developmental stagpeplicate] 4 2.11 6.28 0.0004
Error 46 3.87
(B) Bacterial density in Root
Replicate 1 5.23 30.95 <0.0001
CO, [ replicate] 2 2.04 6.04 0.0047
Developmental stage [replicat 4 14.89 2201 <0.0001
CO,*Developmental stage [replicat 4 2.37 3.50 0.0141
Error 46 7.78
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Figure 1.6 Average density oPseudomonas fluoresce@3R12 over time. The density of the
bacterial strain was measured for the developmental stages cf\bsemgetative; Fp:
Flowers, some pods; Pf: Pods, some flowarsjompartments (A) rhizosphere soil and (B)
root. Data were logransformed to achieve normality and equal variances respectively tested
by ShapireWilk and Bartlett tests. The densities of microorganisms were analysed with
ANOVA using as explanatory fed factors the developmental stage and €anhcentration

and their interactions, nested within the replicate experiment faStandard errors are

represented by vertical bars.
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Discussion

CO, enrichment andP. fluorescen€€7R12interact positivelyon M. truncatuladevelopment

and growth
Carbon dioxide enrichment in the atmosphere usually leads to a faster shoot development and

positive effects on both shoot and root growth. These effects have been often demonstrated in
the literature [38,39]. They presiably result from an increase in the plant photosynthetic rate
due to the higher CQenrichment, the enhanced photosynthates production being invested in
plant biomass [16,18].

During the early periods of the growth cycle, the presence of the bacterpnoved shoot
growth. During this vegetative stage, plants release numerous carbon comjédinasade
available for bacteria, which promotes in turn root and shoot growth. As observed for shoot
biomass at vegetative stage, that of roots was also incredmedtheP. fluorescengand M.
truncatula interacted regardless to the developmental stage or thec@@entration. This
result confirms the effect d?. fluorescenC7R12 onroot growth and architecturen M.
truncatula[31, 33]. Moreover, when the plainteracts with the bacteria, its N content in
shoot and root parts was higher regardless theaBfcentration revealing a positive effect of

P. fluorescen€7R12 on nitrogen nutrition d&fl. truncatula If some N-fixing P. fluorescens
strains have been identified [40], there is no evidenceRhdluorescen<C7R12 has this
capacity. Another hypothesis is linked to the abilityrofluorescen€7R12 to increase plant

iron nutrition [41] which allows better photosynthetic functionid@][ and so an efficient

intake of CQ and probably of nutrients necessary for this process.

Interaction between CandP. fluorescen€7R12 on reproductive traits bf. truncatula

The increase in both plant biomass and the number of reproductive rtsugiserved in our

study throughout the growth cycle demonstrates that our specifically developed gnotobiotic
system did not perturb plant development and growth.

Under elevated C£ the higher biomass production impacted positively on the number of
repralductive organs, flowers and pods. These observations are consistent with other studies
[43,44] and can be explained by physiological changes when the plant receives a larger
amount of carbon.

The dynamics in seeds production differed according t@ €déhdtions and the plant
developmental stages during the interaction between the plant and the bacteria. In presence of

P. fluorescen<7R12, the plant produced a high number of seeds at the early reproductive
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stage under high COLater in the development,dhamount of seeds produced was similar
with and without the bacteria under elevated,CReaching faster (beginning of flowering
appeared 6 days before) a high reproductive capacity is likely to give a selective advantage to
the plant in natural environmen Early production of numerous offspring could provide a
competitive advantage for future germination, and/or compensate early plant mortality in an
unpredictable environment [45This phenomenon could also be interpreted in another way. It

is well known that living organisms can plastically invest in early reproduction when they
experience a stress such as parasitic pressurd4e,47]). Here, such a phenomenon could
appear paradoxical because it is observed in condiéiqersori favourable for the plant, i.e.

under high C@concentration and in presence of a mutualistic partner. However, the transient
decrease in bacterial density in the soil at this stage of plant development (see discussion
below) could induce a transient sgefor the plant, which could plastically adjust its
reproductive effort at that stage. In addition to this increased early reproductive effort, seeds
containedmore nitrogen when the plant interacted withfluorescen<7R12, an additional
advantagdecase nitrogen is fundamental in seeds development and in its q4a&ljtyT his

fits the prediction that the inoculation with fluorescen<C7R12 provides an advantage in

terms of plant reproduction under elevated, €C@ncentration.

CO, andM. truncatulaeffect onP. fluorescen€7R12

The hypothesis was that plants subjected to a high d@@centration, release more carbon
compounds, would support a higher bacterial density in the rhizosphere corresponding to an
increase in its carrying capacity [13]owever, our experimental results did not support this
hypothesis.Globally, bacteria did not increase in density and even had transiently a lower
fitness during the plant developmeAt.Fp stage, there was a decrease in bacterial density in
the rhizospher soil under higher C{condition. This transient drop in bacterial density may

be due to a tradeoff between fueling soil miorganisms and ensuring the reproductive
potential. As such, the decrease in density at Fp stage could therefore coincidetlwith bo
guantitative and qualitative changes [34] of carbon compounds released by plants in the
rhizosphere [49]Another explanation would be that competition occurred between the two
partners: the seed C/N ratio was lower in the presence of bacteria whictesudyfrom a

lower N allocation to the bacteriufi6]. Therefore, interpreting the impact of an increased
guantity of carbon made available forfluorescen€7R12 fitness is not straightforward.
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Changes in the cost/benefit balance due to increasenimspheric C©

Pseudomonas fluoresce@’R12 often provides an advantage in plant growth, during the
vegetative stages, independent of,G©nditions [50]. Although this growth advantage is
interesting in an agricultural context for yield enhancement, it is however more questionable
for the plant from an evolutionary point of view if it is not translated in an advantage in
producing more viale offspring. Bacteria provided a qualitative advantage to the plant
fitness, seeds containing more nitrogen. This advantage was associated with the presence of
the bacteria, whatever the g©onditions, which only marginally influenced the bacterial
densty in the final stage of our study. The above advantage is therefore not linked to bacterial
guantities.

In contrast with this qualitative advantage provided by the bacteria, one quantitative
advantage was CfOcondition dependent. Inoculated plants pril more seeds than
uninoculated ones at an early stage of reproduction, and under high concentratiop of CO
only. In this later case, however, it is worth noting that this transient increase in plant
reproductive capacity corresponded with the transieop aéh bacterial density under high

CO, condition. Paradoxically, the benefit fof. truncatulato interact withP. fluorescens
C7R12 was linked with a decrease in bacterial density. This could be due to an amplification
or modification of bacterial metabo activity [13,51], and the benefit for the plant could
result from a quantitative and/or qualitative change of the plant metabolites supplied by the
bacterium [13,52,53]. However, it could also mean that the plant could transiently benefit
from the decgase in bacterial density. Under such a hypothesis, interacting with too many
bacteria at the stage where reproduction begins would be more detrimental than beneficial for
the plant fitness. This would mean that the nature of the interaction changedhevi@iOt
increase. In that case, the plants would be the driver of changes in quantity and/or quality of
their metabolites leading to decreased bacterial density. Einzi [52] have shown that
under elevated atmospheric €@©ondition, rhizodeposits areneched in carbon while
depleted in nitrogen. Consequently these rhizodeposits could be more difficult to metabolize
for microorganisms lacking nitrogen [19]. Even if such a hypothesis remains to be tested, the
mutualistic relationship betweevi. truncatub andP. fluorescen€£7R12 therefore seems to

be transiently destabilized under elevated,Q@vealing that under nearly unlimited carbon,

supplying the mutualistic bacteria could be more costly than beneficial for the plant.
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Supporting Information

Figure 1.S1 Description and illustration of a gnotobiotic pot. Gnotobiotic pot (A) made for

the experiment allowing the growth Medicago truncatulan microbiologically controlled
conditions because of a glass pot (1) fixed to the cover with a plate (2) duringslatdbe
beginning of growth. After this datglass pot was removed and silicone was disposed around
the hypocotyl (B). The plant was watered through a 0.2 um filter (3). Air circulation is done
through two air filters (4,5). The water outlet was cotglmanually with a clamp (6).
Figures (C) and (D) show more advanced developmental stage, corresponding to 35 days

without and with the strain respectively, in £&nbient conditions.
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Conclusion du Chapitre |

Ce premier chapitre met en évidenCefH[LVWHQFH GX OLHQ WURSKLTXH TX
microorganismes rAiRVSKpULTXHV 'H SOXV FHWWH H[SpULPHQWDW
FRQVpPpTXHQFHV G T XLQatinosdhetigueé HouthiXa kaplante sur la bactérie avec
laquelle elle inteDJLW HW HQ UHWRXU OfHIIHW GDQV GH WHOO|
croissance, le développement et la reproduction de cette plante. Globalement, cette
augmentationdu COD SRXU FRQVpTXHQFH XQH GpVWDELOLVDWLRQ
M. truncatulaet P. fluorescenen défaveur de la bactérisependant cette interaction semble

rester positive pour la plante (Figur#).

Figure 1.7 %LODQ GHV % FRQVpPpTXHQFHV GTXQH KBPXVVH G
DWPRVSKpULTXH | SSP VXNkdico QufitatuéPseUdDRoNas R Q
fluorescenssoumise a une concentration ambiante e, @365 ppm. (1)Quand le CQ
atmosphérique apporté a la plante est augmente, (2) la croissance (fixation photosynthétique

du carbone et production de photosynthétats) et le développement de la plante sont stimulés ;

(3) il y aura donc un investissement dans la biomasse rao@taksecroissance deec
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FRPSDUWLPHQW DILQ GH SHUPHWWUH j OD SODQWH (
DpULHQQH OH EHVRLQ HQ; ®)tstddtimidaon du Mdlabofshé vegéral W U H
peut laisser penser que la plante va libérer davartagomposés carbonés dans le sol dont la
guantité et la composition pourront étre altérées. (6) Cependant, la densité bactérienne ne
FKDQJH SDV HQ ILQ GYTH[SpPULHQFH HW VXELW PrPH XQH GL
positif de la bactérie suriIS8ODQWH QH UpVXOWH GRQF SDV GTXQH PRG
bactérienne maisS U R E D E O H P eh@ngemeénht] X&) fonctionnalité des communautés
PLFURELHQQHYV (WDQW GRQQp TXH OYHDX HW OHV pOpP
pas des élémenlisnitants, alors la croissance racinaire puis aérienne de la @drngessible

GH PrPH TXH OYLQYHVWLVVHPHQW GDQV OHV VWDGHYV UHS!
plus précocement des fleurs dont le nombre final sera plus imppitHEdY il y aua par
conséquent davantage de gousses et (11) davantage de graines dont la qualité nutritionnelle

(teneur en azote) sera améliorée.

Ces effets a court termengendrent diverses questions quant aux meécanismes
impliqués. Il serait intéressant de quastifies exsudats racinaires libérés par la plante dans
les deux conditons de GODPELDQWH HW HQULFKLH HW GIDQDO\VHU
VL OYHIIHW QpJDWLI VXU OD GHQVLWp EDFWpPULHQQH HVW
gualité des exgdats racinaires. Il aurait également été intéressant de tester la capacité de
germination des graines obtenues en condition de @®ichi. Cela aurait permis de
confirmer, ou non, si la quantité plus importante de graines et leur meilleure qualitéen te
de teneur en azote, sont liées a un meilleur taux de germination et confére donc un réel
DYDQWDJH j OD SODQWH 'H SOXV DILQ GH FRPSUHQGUH
bénéfices fournis a la plante, il serait intéressant de quantifier etsandds métabolites
bactériens fournis a la plante afin de mettre en évidence une éventuelle augmentation de leur

guantité et/ou une meilleure qualité de ces métabolites.
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CHAPITRE I

Réduction de diversité dela communauté microbienne rhizosphérique:
croissance et succes reproducteur de trois espéces végétales et de leurs

symbiotes
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CHAPITRE Il

Reduction de diversité de la communauté microbiennehizosphérique: croissance et

succes reproducteur detrois espéces vegeétales et de Isgsymbiotes

Préambule

Le premier chapitre a présenté les interactions planieorganismes dans un cadre
VLPSOLILp HW HQ LQWHUYHQDQW VXU OYLQWHUDFWLRQ SDL
permet de complexifier les interactions plantegrobes en se rapprochant de conditions de

F KD P S -&dirkl ¥nitilisant une communauté microbienne dans son ensemble. De plus, la
GpVWDELOLVDWLRQ GH OTLQWHUDFWLR Q nhicpoMeth paf uheQW FHYV
dilution de la diversité de la communauté microbienne. En effet, comme pour la hausse du

CO; lors du premier chapitre, la perte de biodiversité est une conséquence des changements
globaux qui affectent nodcosystemesChapin et al 2000 Duffy 2003; Loreau et al 2002).

/I YTHQVHPEOH GH OD FRPPXQDXWp PLFURELHQQH UKL]RVSEK
VI\PELRWLTXHVY HW QRQ V\PELRWLTXHV YDQ GHU +HLMGHAQ
la nutrition végétale est connu (Wardleetal2 /YREMHFWLI HVW GRQF GH PH'
le r6le du reste de la communauté microbienne (hors symbiotes) sur la croissance et la
reproduction végétale. Pour cela, trois especes végétales dépendant plus ou moins de
VI\PELRWHYV RQW p WtpdeXWatic@go \trptt&tulaB@chydpbidm distachyoast

Arabidopsis thaliana Ces plantes ont été cultivées dans ttgpes de sokontenant une
communauté microbienne plus ou moins diluée. Les symbiotes ont été ajoutés afin que seul le
SDUDPgwWuUHOETUGWWHrWH OD FRPPXQDXWp VRLW PRGLILP
permet de mettre en évidence les éventuelles interactions entre les symbiotes et le niveau de
diversité de la communauté microbienne interagissant avec la plante. Les colts etsénéfice
pour chaque partenajra@ chaque niveau de diversité de la communauté microhiennhété

mesurés ainsi que la présence des symbiotes. Concernant les plantes, des traits liés a la
croissance et la reproduction ont été mesurés et pour les microorganismes, la densité et la
diversité de la communauté microbienne ont été prises en codmteeut supposer que le
gradientde diversité microbienne sepaioportionnel au gradient de croissance de la plante
(Brussaard et al 2007 /RUHD X HW TXTHQ SUpViteQkrestesdeVa V\PELR

communauté sera amoindri (Bever et al 200brgan et al 2005).
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Ce chapitre permettra de répondre aux questions suivantes

/AELa compositionde la communauté microbienne diluée selid des changemertes

/A La dilution de la diversité microbienne entrainant a priori un effet négatif pour la
croissape végétale se réperctitelle sur la reproduction végétate

AELa communauté microbiennet&lle un réle accessoire sur la croissance et la reproduction

végétale en présence des symbiBtes
Ce chapitre est destiné a étre publié dans la revue Ecology lezt@043 sous le titre

« Diversity decreasingf the rhizospheric microbial communitygrowth and fitness of three
plant species and their symbionts., O HVW GRQF SUpVH&tWea VRXV IRUPH Gf
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ABSTRACT

Biodiversity losses in ecosystems become a major concern becauge amportant
ecosystem servicggovidal. Plants sstain all ecosyiems throughprimary productionand
are directly threatened by diversity erosion and indirectly through their redaipswith soil
microorganisms. Plants are strongly linkeagether by trophic exchanges with telluric
microorganismswhich are decreasinop diversity because of global change. Although the
symbionts are essential for the growth of host plants our objdutirewas to identify the
roles of other parts ofthe microbial community and determirthe consequences of
rhizospheric microbial diveity dilution on the growth and fitness of three plant spemese
or less dependenton symbionts, Medicago truncatula Brachypodium distachyorand
Arabidopsis thalianaDiversity decreasingvas achieved by inoculatiray sterilizedsoil with
serial dilutions of a suspension from the same-stenlized soil. Microbial community
density, structure and composition were describedording to the diversity level.
Measurements of plant traits were ranged from growth until seed gewninglie results
showed that the impact of microbial diversitgcreasingn plants depends on theeliance
on symbionts.On the whole M. truncatulawas negatively affected kyiversity decreasing
B. distachyomwas positively affected and there was gngicant effect onA. thaliana These
resultsare of interesto predict the consequences of soil microbial diversity erosioeady

affecting our ecosystems, orop plants, according to their symbiotic interactions.

KEYWORDS

Biodiversity erosionglobal change, functional diversity, functional redundancy, ecological

insurance, plantmicrobes interaction, costenefits interaction, symbionts, plant fitness
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INTRODUCTION

The consequences of biodiversity losses on ecosystem functioningoardrequently
addressed in ecology and biological conservation reviegwgause of the importance of
ecosystem functioning in pviding goods and services to promote human Wwelhg

The commonly studied modeds the ecosystemiconsequences of biodiversibsses
are plantsbecause of their role in primary production which allecosystemsre basedTo
understand the effects on plants of a loss of species richness it is hecessary to examine the
interactions between plants and other organisms in the/steas particularly in relation to
trophic levels. When extinction occurs at one trophic level, this generally results in cascades
of extinctions at other trophic levelByer & Letourneau 2003

Most studiehave dealt wittihe diversity of plant consumeB\jffy 2003 ;Haddad et
al 2011 ; Worm et al 2002It is generally accepted thihie removal of insect herbivores leads
to an increase in plant biomad3yér & Letourneau 20Q3but a decrease in plant diversity
(Borer etal 2012).

However, relatively few studieshave focused on the unseen part of our ecosystem
which strongly interacts with plants, i.e. the rhizospheric soil microorganidme.gram of
soil isrecognized to contajron averageup to 10 billion bacteriaHornerDevine et aP003)
which represent 6000 to R0 bacterial specie€(rtis et al2002) and 200 meters of fungal
hyphae which represent 1000 speciesake et aR004). Soil microorganisms interact with
plants at the rhizosphere level. The rhizosphis the area of soil around roots which is
stronglyinfluenced by plant metabolism (Lynch & Whipps 1990).

The relatioship between plants and soil microbes is stronghpolved in ecosystem
services that regulate the functioningtefrestrialsystens. Soil microbes play a fundamental
role in biogeochemical cycles, either directly or indirectly via their interactions with plants.
$00 QXWULHQW F\FOHV 1LWURJHQ &DUERQ 3KRVSKRUXV«
For example, microbes are involvedthe decomposition, mineralization and immobilization
of organic matter which allows carbon recycli)uan et al 2012)Some bacteria carry out
the transformation of nitrogen through diverse processes such as nitrification and
denitrification which ende the nitrogen to circulate in the ecosystem and be used by
organisms Microbes are also responsible for sdikalth (Brussaard et al 2007). Some
microbes are able to accumulate and degrade dissolved heavy metals (cadmium, lead) present
in the soiland peventtoxicity for the plant Kuiper et al 2004 Morgan et al 2005).
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Plants and soil microorganisms are linked by trophic interactions (Lynch & Whipps 1990).
Plants providemicrobes with carbon compounds whereas microbes provide plaiits
nutrients thaeither theycannot get ortheir ownor in quantitieghat are too smatb satisfy

their requirementgvan der Heijden et al 2008The compounds exchanged are costly to
produce for each partner but these costs are balanced by the benefits of thiomtdrais
costbenefit balance results from a -ewolution between plants and their microbial
community Douglas 2008 L.ambers et al 2009).

Symbionts are microorganisms which maintain stronger links with plants. Symbionts
cannot live without plants andue to ceevolution of the two partners, have come to ensure
essential functions for plant growth. The other part of the microbial community is made up of
nonsymbiotic organisms able to grow in bulk soil. However, the proximity of plants which
represent source of nutrients is an advantage for th&linthese micr@rganisms play a key
role inplant development, growth and reproduction.

Symbiotic microorganisms establish specific structures in associatiotheiphant to
facilitate nutrient exchange3.hus, atmospheric nitrogen {Nis assimilated by the plant
because of its association with rhizobidese bacteria fix and transform Mto ammonium
(Young et al 2003jhus providing20 % to 80 % othe annualnitrogen supplyrequired by
legumes Denion & Kiers 2004a ;Hobbie & Hobbie 2006). In a somewhat similar
interaction, endomyaahizal fungi supply 75 % ofthe annualphosphorugequirements of
plants (van der Heidjen et al 2008).

Non-symbioticmicrobes decompose and mineral@rganic compoundsther present
in the sd or released by plants, therelnyendering them directly available for plant
assimilation (Loreau 2000). Thepnsurea better availability and distribution of nutrients (van
der Heijden et al 2008). Some microbes are able to staréents. The immobilization of
nitrogen withn the microbial biomass can limit losses of this element in the undengl
water and help maintaiits availabilityto plants (Brooks et al 1998Rue to he storage role
of microbesa pool of nutrientganaccumulaten autumn,at the time osenescence of some
plant speciesand be maintainedluring winter untilsuch nutrients can be used by plants in
the spring(Bardgett et al 2005).

Theseassociatios with symhbotic or norrsymbiotic microbeswill in turn affectthe
composition othe plant communitylndeed, nutrient competition is a major structuring factor
in plant communies (Ryabov & Blasius 2011). For this reason microbletermine plant
competitive aptitud€Scheublin et al 2007 \Wilson & Hartnet 1998 and modifyspecies

interactions The studyby Scheublin et al (20Q7on arbuscular mycorrhizal fungi shows that
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both legumes and grass benefit framsociation with the fungus when they grow separately.
Nevertheless, whetine twoplants are in competitiorthe fungi promote legume growth and
grass biomass is reduced by 38 %.

Plant productivity is higher when plants are more or less associated with mutualistic
microbes (Gera Hol et al 2010), bactenar( der Heijden et a&2006a)or fungi (van der
Heijden et al 2006b ; Vogelsang et 2006). Such beneficial interactions stimulate plant
defense mechanisms towards parasitesda et al 2003yan Loon et al 1998) and pathogens
(Whipps 2004)Telluric microorganisms can also prot@tants against diseases (Eparvier et
al 1991).

Moreover, microorganisms enhance plant diversity. For exawgeder Heidjen et al
(2006a) showed thahe diversity of plantsassociated with rhizobia waseaer (+34 %) than
in plants whichdid not interact withthesebacteria. Similarlyyvan der Heidjen et g1998)
noticed that arbuscular mycorrhizal fungcreasedlant diversity in grassland by increasing
the competitive ability of mycorhized species.

All these beneficial microbial fuations for plants can be dire¢hroughthe secretion
of enzymes or growth factgrior example (Dobbelaere et al 199Patten & Glick 1996), or
indirect via the interaction of microbedeading to facilitation (Simard et al 2012). For
examplePivato etal (2009) showed that some bacterdancehe interaction of plants with
their symbiotic fungi.

Through trophic interactions, soil microorganisms regulate the composition,
productivity and diversity of plant communities which repreghetplant traitsinvolved in
ecosystem functioning-hereforea diversity of functions is ensured by soil microorganisms,
which suggests a need for microbial diversity to allow these functions to be carried out

Species richness is an important point to consider becidusaflects the approximate
functional diversity Flynn et al 2009 ;Gamfeldt et al 2008) and allows some essential
functionsto be redundaniSchmera et al 2012\s sveral microorganismare able te@nsure
the same biological functiornhe function isnot disturbedby a decrease in species richness
(Fig 2.1). This was the case in the stuadyWertz et al (2006) which showed that a loss of 90
% of thebacterial species did not affect the function of degradation ensuteachgria ashis
function was highly redundant. Functional redundaneysoknown asecological insurange
provides resistance against ecosystem disturbances and resilienceghetemosystemis
disturbed therebycontributing to ecosystem stabilitAllison & Martiny 2008 ;Baho et al
2012).
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Figure 2.1 The effects of species richness (SR) loss on functions ensured by microbes for
plant growth and fitness (F), ia hypothetical community, with high dow functional
redundancy Gamfeldt et ak008). The dotted line represents the hypothetical optimal plant
growth and fitness (op). Withigh redundancywhen species richness decreadesre is
stagnationin the optimal level of functional diversity due to redundancytloé species
ensuring thee functions. With low redundanoyhen species richness decreases optimal

level of functional diversity falls rapidly becausiee species ensuringertainfunctionsare

few in numberandsome specieare lost sdhefunctions are not ensured.

Gera Hol et al (2010) demonstrated that the whole microbial community was
necessary for crop plant species and that some rare species were as essential as redundant
species. Although rare species were not redundant in the community and did not plagla cruci
role in plant nutrition, they indirectly contributed to plant health. Indeethaim study, some
rare microbial species weffeund to be involvedn aboveground and belowground plant
defence against shoot and root consumer insect®eye et al (2004showed thathe plant
community was more diversa the presence of athe microbesin a community andhat
without those microbethe plant community was dominated by grasses. However, Becker et
al (2012) showed that speciesh bacteral communitieslead to high competition and
antagonistic interactions that may reduce community functioning. Nannipieri et al (2003)
summarized the role of microbial diversity bypothesizinghat a large number of species is
essential for ecosystem functioning in chiaggenvironments anthat only some species are

requiredunder steady conditions.
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A declinein microbial diversity couldherefore have negative consequences on plant
communities and ecosystem functioning in our ecosystemh aresubject to globathange
(Brussaard et al 20QChapin et al 1997Eisenhauer et al 2032PCC 2007.

We thereforeinvestigate the interaction between microbial diversity and ecosystem
functioning by measuringthe effect of adilution of microbial diversity on microlail
composition and related this diversity to plant fithess andsroln thiscontext itwas first
essential to clarify wich part of the microbial community andherefore whichmicrobial
species richneswas necessary to ensure functional diversityd allow optimal ecosystem
functioning. The hypothesis tested was thatecrease in microbial species richneszild
affectprimary production antheplantfV FD S D FL W \idlIR offspriR@s XHese effects
could act directly or indirectlyy disturbingbeneficial interactiosbetweenthe plant and its
symbionts. To test this hypothesis, three model plant species were used according to their
gradient of dependencen symbiotic microorganismsMedicago truncatulais a legume
which shares large synteny wh severabtherlegumes Zhu et al2005),hasa small genome

size Blondon et al1994) andfor which thegenetic and genomic resources are known.
Brachypodium distachyors a model grass used in recent reseangtbioenergy andor

which thefull genomehas beensequencedHong et al2012). Arabidopsis thalianais a
member of theébrassicaceaand isused as a model system to identify genes and determine
their functions (Arabidopsis Genome Initiative 2000Metcalf & Mitchell-Olds 2009).
Medicago truncatulaneedstwo symbionts fooptimal growth, a rhizobacterium for nitrogen
supply and a myaohizal fungus for phosphorus suppBrachypodium distachyoneeds

only the presence of a myebizal fungus fophosphorus supplhArabidopsis thaliandives
without symbiotic interactions. A constructive approach was used to build a gradient of
microbial diversity by inoculating sterilizedsoil with serially diluted soil suspensions
prepared from the native so\fter recolonization of the empty niche in the stesial by the
microbial community and recovery of the microbial biomass, the above plants were grown in
these soilsThe same experiment was carried out but symbionts were added for the plants that
needed themM. truncatula and B. distachyoh This addition of symbionts permitted
highlighting of a possible interaction betwedhe microbial communityand the symbionts
Certain plant traitswhich reflected primary production and plant fithess were measured
namelyshoot and roobiomass(Duffy 2003) and total seednass and their germination rate,

respectively.
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Several hypotheses could be put forward to predict the consequences of loss of species
richness (i) the gradient of microbial diversity could be proportional to a gradient of plant
growth and(ii) the more the plant interacted with numerous symbithr@snoreplant growth
and fitnesswould decreaseapidly, the shorterthe stagnatiorin optimal plant growth and
fitness (Figure 2.1). Species los$rom the microbial community could lead tosses of
functions including the function of promotiragbeneficial association between the plant and

its symbionts essential for plant growth and fitness.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental design

The effect of micrbial diversitydilution on plantgrowth and fitnessvas assessed ihree
plant speciesM. truncatulg B. distachyorand A. thaliana These plants were subjected to
three diversity levels andwhen necessarytwo symbiotic treatmentginoculated with
symbionts or not inoculat¢dThere were nine replicates for each symbiotic treatment by
diversity leveli.e. 54 plants foM. truncatulg 54 plants foB. distachyorand 27 plants foA.

thaliana

Plants and growth conditions
Three plant speciediffering in their needfor symbiotc associations were useseeds oM.
truncatula Gaertn. cv. Jemalong line J5 were scarified, surface sterilizeejepm@nated
(Mougel et a2006) and vernalized by a passage at 4 °C for 10 days to acceleransebod
flowering (Moreau et ak007). The seeds were placed at 20 °C for 24 h in the deflore
being sown Seeds oB. distachyorline Bd213 were sterilized by shaking them in 70 %
ethanol for 5 minjn a5.25 % NaClO solution for 10 min, and ring for 5 min in sterile
demineralized watebetween each steprachypodium distachyoseeds were germinated on
wattman papermoistened with sterile demineralized water with a 16:8 h light:dark
photoperiod ané 25:15 °C light:dark thermoperiod for 12 days. SeedA.ahaliang wild-
type Col-0, were sterilized by shaking them in a mix of NaCIO (12.5 %, v/v), sterile
demineralized water (37.5 %, v/v) and 95 % ethanol (50 %, v/v) for 20 min anthy#stee
times with 95 % ethanol before drying in a flow chamBeabidopsis thalianasseeds were
geminated on 0.7 % (w/v) water agar plates at 4 °C for 48 h.

The sterilized seeds wetbensown in pots containing 10 g of sterdlay ballsat the
bottom and 850 g (favl. truncatulaandB. distachyohor 380 g (forA. thaliang of soil with
its more orlessdiversified microbial communitieéee below)Seeds were covered with the
inoculum of symbionts (see below) and 30 gstérilized Terragreen (OilIDWS special,
Mettmann, Germany).

All pots were watered with a nitrogen and phosphbmised nutrient solution
containing KNQ (8.0 x 10° g I'), Ko;HPO, (9.6 x 10° g '), Ca(NQ), + 4H,0 (1.2 x 10° g I
1), MgSQ,+ 7TH,0 (1.0 x 10 g I'"), CaCh (5.7 x 10° g I'Y), K.SOu (2.7 x 16° g I'Y), NaCl (1.0
x 10%g "), and 1.0 x 18 g I'* of a solution containing4sBos (1.92 x 16® mol '), MnSaq, +
7H,0 (1.06 x 1 mol 1Y), ZnSQ + 7H,0 (7 x 10 mol "), CuSa (3.2 x 10° mol I,
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NaMoO, + 2H,0 (1 x 10° mol ), CoCh + 6H,O0 (8.4 x 10" mol I'Y) and
Ci4H18FeNsNaO1 (5 x 10° mol ). The solution pH was 6. The reference weighthefpots
(45 % soil water holding capacity) was monitored by scales and maintained by automatic
watering.

The pts were placed in a greenhouwsih a 14:10 h light:dark photoperiod aiad
22:18 °C ight:dark thermoperiod. The amount of photosyntladifcactive radiatioPAR) at
pot height was 17@mol m s* for A. thaliang 108 pmol n¥ s* for M. truncatulaand 156
pumol m? s* for B. distachyon Brachypodiumdistachyonalso received a brightness

compensationith a 20:4 Hight:dark photoperiod.

Establishment of microbial community with a diversity gradient and biomass recovery

6RLO ZzDV FROOHFWHG IURP ORQWSHOOLHU oib¥aGlf,PEHUW
clay soilpoor in mineral nitrogen and rich in organic matéerd rarbourssymbiotic microbes

(Offre et al2007). The main physicochemical characterisires12.7 % sand, 49.8 % silt, 37

% clay, pH 8.2624.3 g kg organic matterl4 g kg organic carbonl.25 g kg mineral

nitrogen and 0.03§ kg* phosphorus.

One part of this soil was stegéid in bagswith aninternal dose of 45 kGy gamma
irradiation (IONISOS, Meylan, France). A cascade of suspensiitutgons wasprepared
with freshnon-sterilizedsoil, by shaking 10 g of soil in 90 ml of sterile demineralized water
for 20 min with a flask shaker (Flask shaker SF1, Stuart Scientific, United Kingdom) at 800
oscillation miri*. This step was repeated to obt#ie amount required andl auspensions
were then mixed to form a homogeneous suspengiesignated thé®O0 dilution. This DO
dilution wasthen serially diluted 1old. Three dilutions, DO, D2 and D4 were chosenthar
experiment. Bags of sterilizezbil were inoculated witlthe DO, D2 and D4 suspensiots
obtain moisturecontentsof 45 % water holding capacity. The soils inoculated with
dilutions were then incubated at 20 °C for 44 days and regularly mixed.

The microbial biomass was monitored to determine the moafesiinilar biomass in
the three dilutiongMlicrobiological monitoring was carried out by measuring bacterial density
(in CFU, ColonyForming Units) intrypcase soy aganedium 1/10 and fungal density with
malt acid medium, using the medium compositions descitbkdpinay et al (2012).

Molecular analyses were also carriedt, in additionto microbiological monitoring

after the incubation pericaf 44 days and before the seeds being sown
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DNA was extracted from soil gsreviously described by Ranjard et al (2003). The
DNA extraction procedure was based on chemical and mechaadatiques For each
sample, the extraction buffer ratio w&d (v/w). Briefly, 2 g of dry soil were mixed with 8
mL of extraction buffer containg 100 mM Tris (pH 8.0), 100 mM EDTA (pH 8.0), 100 mM
NaCl and 2 % (wt/vol) sodium dodecyl phiate. Four g of silica bea@sl mmin diameter, 5
g of ceramic beadk.4 mmin diameter and 8 glass beatimmin diameter were added this
extraction bufér. The mixture was homogerit for 90 s at 4 ns” in a FastPrepmixer
(FastPrep 24, MP biomedicals, France). The samples were then incubated for 30 min at 70 °C
and centrifuged at 7000 g for 5 min at 20 °C. The collected supernatants were incubated for
10 min on ice with 1/10 volume of 3 M potassium acetate (pH 5.5) andfegatl at 14 000
g for 5 min at 4 °C. After precipitation in one volume of-gd isopropanol, the nucleic
acids were washed with 70 % ethanol. The crude DNA obtained was purified by
centrifugation through two types of minicolumaliquots (100 L) of crude DNA extract
were loaded ontoPVPP polyvinyl polypyrrolidong minicolumns (BIORAD, Marnela-
Coquette, France) and centrifuged at 100r 2 min at 10°C. The collected ehie was then
purified with the GenecleanTurbo kit (QBiogene, lllkirch, Frane) following the
recommendations of the manufacturer

DNA was quantified by bacterial and fungal sequnantitative PCRas described in
Plassart et a[2012). Semiquantitative PCR were performed using an ABlI PRISM 7900HT
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) with a SYBRGreen detection s)Btisthy,
DNA was amplified in a total reaction volume of 20 ml, containing 500 ng of T4 gene 32
protein (MP Biomedials, France) and 10 ml of SYBR Green PCR master mix (Applied
%LRV\VWHPVY )JUDQFH JRU EDFWHULDO TXDQWLILFDWLRC
CCTACGGGAGGCAGCAG 1 DQG  -ATTAGCGCGGCTGCTGGCA 1 DQG QJ
of template DNA were addetb the reaction mixire. The PCR was conducted under the
following conditions: 15 min at 95 °C, 35 cycles of 15 s at 95 °C, 30 s at 60 °C, 30 s at 72 °C
and 20 s at 80 °C. The 16S rRNA gene from a pure cultuPs@lidomonas aerugino®ai0
(INRA Dijon collection) was used agandard for the bacterial sequantitative PCR assay.
JRU IXQJDO TXDQWLILFDWLRQ -ARCARTCANAOEGGBAUNE FIHU )5
DQG )) -CGATAACGAACGAGACCT- 1 DQG QJ RI WHPSODtWH '13$ Z|
the reaction mixture. The PCR was conédctinder the following conditions: 10 min at 95
°C, 40 cycles of 15 s at 95 °C, 30 s at 50 °C and 60 s at 70 °C. Amplified DNA from a pure

cultureof Fusarium oxysporum?7 (INRA Dijon collection) was used as a fungal standard.
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After the incubation periodf 44 dayssoil chemical measurementgerealsodone to
see if the diversity gradient had affected the composition of the soil.

Moreover the diversitief the microbial communities for the three dilutions, DO, D2
and D4 were determined by pyrosequrgcd54,a molecular technique allowirttpe rapid
and massive production of targeted DNA sequenkksdn et al2011).For bacteria, a 16S
rRNA gene fragment was amplified using the primers F479 - (5
CAGCMGCYGCNGTAANAG3) and R888 (SCCGYCAATTCMTTTRAGT-3'). For
fungi, a 18S rRNA gene fragment was amplified using the primgs -1
AICCATTCAATCGGTAIT- fand)) -CGATAACGAACGAGACCT- T developed
by Vainio et Hantula (2000)Concerning bacteria, for each sample (root or rhizosphere solil),
5ng of DNA were used for a 25l PCR reaction conducted under the following conditions:
94°C for 2 min, 35 cycles of 30 s at 94f@naturation) 52°C for 30 g§annealing)and 72°C
for 1 min (extension) followed by 7 min at 72°C. Concerning funging of DNA were used
for a 25l PCR reaction conducted under the following conditions: 94°C for 3 min, 35 cycles
of 30 s at 94°C, 52°C forrhinand 72°C for 1 min, followed by 5 min at 72@CR products
were purified using a MinElute kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and quantified using the
PicoGreerkit (Molecular Probes, Paris, France). A second PCR of 9 cycles conducted under
similar PCRconditions was theperformedwith purified PCR products antén base pair
0," MOXOWL SO H)[wef@ lddgétl Lol thél pifhers afposition toidentify each sample
and avoid PCR biaseBinally, thePCR products were purified and quantified as presiyp
describedPyrosequencing was then carried out on a Genome seq@steleX 454 Titanium
(Roche diagnostics, Genoscreen).

The data obtained were subjected itmriformatic analyses as describedTierrat et al
(2011)following several step In summay, the quality of the sequences obtained was first
checkedfor the presence onot of unknown bases (ns). Tisequences werthen sorted
according to the MID sequence§o efficiently compare the datasets and avoid biased
community comparisonshoseraw catasets which had a large number of reads were reduced
by random selectioto be neathe lowest dataset. Raw reads were then filtered and deleted if
(a) the exact primer was not found at the beginning of the sequence, (b) sequences contained
any ambiguity (ns), or if (c) their length was below 350 bases for 16S rDNA and 300 bases
for 18S rDNA. A Perl program waapplied in astrict dereplication ste@imed tocompare
and detect identicalequences and meastine occurrence of each sequefice clustering of
strictly identical sequences). The dereplicated reads were then aligned and clustered into

molecular operational taxonomic units (MOTU). Another filtgristep was then applied to
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eliminate potential sources of errors in the number of MOTU (PGRerhs, sequencing
errors). ®quencewith only one or norclusteredsequencesknown assinglesingletons,
were checked by comparison with the databases tovemwoneous sequences whinight

lead tooverestimation of the number of MOTBinally, the obtainedhigh-quality sequences
were used for taxonordyased analyses. The Naive Bayesian classifan the RDP project

for bacterial sequencesnd Silva forfungal sequencesyere usedfor these analyses
(confidence threshold &0 %). Diversity indices were calculated as described by Terrat et al
(2011). The pbtal number of MOTUY, and the Shannon and Evenness indices were used as

indicators of microbial richess, diversity and stability, respectively.

Inoculation of symbionts

Two symbiontswere suppliedo the plantsafter the incubation periodnd after the seeds
being sown a bacterium Sinorhizobium medicastrain STM 5484 and a fungu&lomus
intraradicesBEG14Q

The S. medicastrainwas prepared from two successiw®-day precultures on liquid
yeast extraemannitol (YEM)medium (Vincent 1970) incubated at 28 °C and shaken at 120
rpm. The first preculture was formed by the strain in 10 ml of YEM medium. The second
consistedof 10 ml of the first preculire in 500 ml of YEM medium. Teml of the second
preculture wergéhencentrifuged at 6000 g for 15 min at 16. The supernatant was removed
and the pellet was washed twice wstierile demineralized watenderthe same conditions of
centrifugationas previously. The pellet was mixed with 5 ml sterile demineralized water
and the strain concentration was measured by spred@idgu of this suspension on solid
YEM medium to bring the straito a concentration of 1.f@FU g* of soil.

Glomus intraradices was provided as the commercial product Symbivit®
(INOCULUMplus, Dijon, France)which consistof a mix of sixmycorrhizal fungispecies
(Glomus intraradiceBEG140,G. mosseadBEG95, G. etunicatumBEG92, G. claroideum
BEG96,G. microaggregatunBEG56, ands. geosporunBEG199), clay carriers, ingredients
supporting mycorrhiza (humates, ground minerals, extracts from sea organisms) and granules
of a watefretaining gel. Symbivit®&vas inoculated so as to have 1000 fungal propagées
seed.

Both symbionts weresuppliedto the M. truncatula seedsbut only the fungusG.
intraradiceswassupplied taB. distachyon
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At the end of experiment, when plants were analyskd,nbdulation intensity which
reflected thantensity of colonization oM. truncatularoots by its symbiontS. medicaewas
measuredby counting the number of nodules attached to the roots.

The efficiency of the mycohizal association wittM. truncatulaand B. distachyon
wasalsodetermined by randomly sampling 30 root fragmehts cmin length, fromeach of
the 54 roots of the two plants. Tée root fragments d¥l. truncatulaandB. distachyorwere
stainedwith 1 % methyl blue byespective passagésr 40 and 20 min in 10 % potassium
hydroxide at 60 °C, thelny rapid passages in demralizd water, 26 methyl blue and three
washeswith 90 % lactic acid. The fragments were wiped between each step and finally
observed between microscope slides and cover slips in 90 % lactic acid. The intensity of root
mycarhizal colonization was det@ined as in Trouvelot et al (1986) using MYCOCALC
software (http://www2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocgicg/download.html) and expressed

as frequency (F %), intensity (M %) of colonization and arbuscular abundance (A %).

Measureof costs and benefits foplant growth and fitness

The reference point selected for the end of the experiment and the time of plant analysis was
the stage where the seeds were maflings reference point differed accordingthe plant

species and its developmental stages. Thasds ofM. truncatulg B. distachyonand A.
thalianawere mature and analyzed after 83, 114 and 76 dagsectively

The effecs of the diversity gradient on plant growtivere determined by measuring
both shoot and root biomass. Rk truncatulaandB. distachyonthe shoot dry biomass was
obtained by drying thehootsat 80 °C for 72 hForA. thaliang the rosette size was measured
instead of shoot biomass because seed productguits indestructionof the leavesThe
fresh root biomass was meeei for each of the three plants.

Plantfitnesswas assessed by determining the total mass of déedgtan idea of the
number of sees), and the germination rate of these seeds for each plant sp&bes.
germination rateswvere determined by growingeeds of each speciesmder the ame
conditionsasthe plants which producddem(see Plants and growth conditions) but without
the sterilzation steps. Germinated seeds were counted and removed after 7 days. Final

germination rates were determined aftérdays.
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Statistical analysis

Normality and equatly of variances were tested by Shapiblk and Bartlett tests
respectively When necessarythe data were logransformed to achieve normality. Data
expresseaspercentages (germination rates and parameters resutimghe mycorhization
analyss) were subjected taarcsine square rodtansformationand the nodulation intensity
data, being countswere subjectd to square roottransformation(Legendre & Legene
1998). Soil physicochemical characteristics #rereailts of quantitative PCR comparinige
three diversity levels were analysed with ANOVAs and Thkey-Kramer HSDa posteriori
test. The datafor symbionts,with the two conditions of addition (inoleded with symbionts

or not) were analysed separatéy M. truncatulaandB. distachyon with ANOVAs and the
Tukey-Kramer HSD a posterioriest. Medicago truncatulaand B. distachyondata were
analysed by linear models with diverslgvel, symbionts addition and their interactions as
factors. Ifthediversity level ortheinteraction between diversity level and symbionts addition
wassignificant, theTukey-Kramer HSDa posterioritest was performedyhereas &tudentf V
t-testwas peformedif only the symbionts addition was significant. Howevérere was no
symbionts addition factofor A. thalianaso the datawere analysed with ANOVAs and
Tukey-Kramer HSDa posteriori testDiversity indices and numbers of reads and OTUs were
compared between the three diversity dilutions with ANOVAs artukeyKramer HSDa
posteriori testAll values presented in the text are mears.e.m.The different groupsfeer a
posteriori testare indicated by different letters ithe tables. Theanalyses were performed

using the statistical software JMP 5.0.1. with an alpha level of 0.05.
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RESULTS

Diversity gradient and microbial community characteristics

Microbial densities wereompared fier incubationto ensure that the plants would be sawn
three soils diffeing in their microbial diversity butvith a similar microbial biomasgrable
2.1). This objective was reached for bacteria becéhsrumbes of 16S copieg™” soil were
nat significanty different, but for fungi the number of 18S copie@ soil decreased with the
dilution of diversity. There were significantfgwerfungi in D4 than in DOthe fungal density

in D2 beingintermediary.

Table 2.1 Bacterial and fungal densities (Number of 16988copes g™ soil) after 44 days

of incubation in diluted soils

For all parameters: n =3

After 44 days of incubation, the soil chemical propertieshefthree dilutions of
microbial diversity differed in the molecular forai the nitrogerpresent andh their pH. In
DO and D2 nitrogen was mainly in the form of nitrates andD4 as ammoniun§Table2.2).
The amount of nitrate wasuchsmaller in D4 and the amount of ammoniomchsmaller in
DO and D2. The pH showed a small but statistically significant decrease in D4 reflecting a
weak acidification in DO and D2. The amount of potassiuas slightly lower in D4 than in
DO and D2. However, the organic matter, organic carbon, total mineral mitrage

phosphorugontents did not differ between the sdilable2.2).
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Table 2.2 Soil chemical characteristics in diluted soils after 44 days of incubation

The effectiveness of our diversity dilutions was confirmed by the analysis of microbial
community composition (Tabl2.3). There was natatistically significant differencen the
number of reads fobacteria and fungbetweenthe three diversity dilutiondHowever, the
diversity of the bacterial and fungal communities was affecfBuis result was clear for
bacteria because tliecrease imumber of OTUswith dilution was statistically significant
(Table 2.3a). Nevertheless, thdifference innumber of fugal OTUsbetween the dilutions
wasnot statisticallysignificant(Table 2.3b). TheShannordiversity index,which was lover
in D4 and higher in DO, confirmed théte bacterial and fungal diversities were lower in D4
and higher in DOAIlthough thebacterid diversity was slightly lower inD2, it was not
distinguistable fromDO. Similarly, thebacterial and fungal Evennesglices were lower in
D4 and higher iD0.

Table 2.3 Number of reads, OTUs and diversity indices of the three diversity dilutionisefor

bacterial and fungal commuigs
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More preciselytaxonomic analyses at the genus leeskaledhat some gesra were
characteristiof the dilution considered (Supplemental data, Z&8). Some bacterial genera
were not present in DO buppeared in D2 or only in D4, such &yadobacterand
Chryseobacteriumespectively, for example. Some genera, Akihaeribacterdisappeared in
D4. Othes, suchas Pseudomonasnd Pedobacter were present irall three dilutions but
increased with the dilution of diversity. In contrast, unknown bacteria were increasingly
represented in DO. Finallyhe Devosiaand Massilia gererawere highly abundanh D2 and
less present in DO and Dfihe same trendsere appanet for unknown fungi that increased in
D0. Somefungal genera, such &dortierella and Chaetomiumweremost abundanin D4,
whereasthess, like Chalara, were no longer detected D4. There were some gemrg such
asPenicilliumor Rhizopusthat were albndant in D2 and decreased in DO and D4.

Effect of microbial diversity on symbiotic associations
Medicago truncatulaand B. distachyordependon their symbionts t@achievegood growth
and fitness, sahe consequeres of diversitydilution on the symbionts needed to be
consideredeforethe effect of microbial diversity orthe plantswas studiedTable2.4). The
effect of microbial diversitywas investigated by adding similar quantitiessgimbiontsto
each diversity level (Tabl@.4a,c). It is important taonote thatthe symbiotic parameters,
measured at the end thfe experimentreflect the colonization gblants by their symbionts,
and permitvisualization ofthe effect of microbial diversity on the efficiencytbk symbiotic
asso@tion with plants. Suchanalyses reflechow this association evolved in the three
different contexts of diversity.

Concerning mycohization, the frequency (F %) and arbuscular abundance (A %) of
mycorrhizal colonization were weakésr M. truncatulawith a low microbial diversity (Table
2 4a);theintensity of colonization (M %) was the only parameter not affected by the diversity
level. ForB. distachyonthe measured parameters were not affected by the diversity level
(Table 2.4c). A higher diversiy led, onthe whole, to a better interaction betwekh
truncatulaand its symbionts (Tablg.4a) contrary taB. distachyorwhich interactedn the
same waywith its mycarhizal symbiont regardless of the diversity tife microbial
community in the rhizodpere.

A similar trend was observddr the intensity of nodulationin M. truncatula(Table
2 4a) the intensitydiminishingwith the decrease in microbial diversity.

In conclusion M. truncatulaseemed t@xhibit a betternnteraction with its symbionjs

(S. medicaandGlomusspecies)when the diversity of the rhizospheric community was high
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The samesymbiotic parameters werexaminedat the end ofthe experimentto
determine theplantsymbiont interactionsvhen symbionts were not added bwere diluted
with the rest othemicrobial communityTable2.4b,d).

A strong decrease in all myebizal parametersvas consistentlyobservedfor M.
truncatula (Table 2.4b) andB. distachyon(Table 2.4d) with decreasg microbial diversity,
exceptfor arbusalar abundance (A %fjor B. distachyonwhere the decreas was not
statistically significant.

It is interesting to net that for M. truncatulg nodulation was the only parameter that
did not decrease according to diversity and thdtnot differ significantly with the level of
diversity(Table2.4b).

At the end of the experiment, when the symbionts were diluted with the rést of
microbial community, thebiomassof the mycorhizal partnerwas not restord and the
symbionts dilution was maintaéd. Howeverthe biomassof the bacterial partner responsible

for nodulationwasrecoveed,regardless of the diversity level.

Table 2.4 Measure of symbiotic associations figk. truncatulaand B. distachyonwith or

without symbionts addition
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Plant growth and fitness in interaction with the microbial diversity gradient
The known effects of symbionts on plant®re confirmed by determininthe effect of
symbiontsaloneon M. truncatulaandB. distachyor(Table2.5). Regardles®f the divesity
level, theshoot drybiomass and the total seed mas$oftruncatulawere greaterwhen the
plant interacted with its symbionts. Contrary @égpecations the symbiont alone had no
positiveeffecton B. distachyon

Whenthe impact of microbial diversity on growth parametees examinedTable
25a, b), the shoot dry biomassMf truncatulawas higher in D@han in theother dilutions
regardlessof symbiont addition (DO: 5.10 £ 0.11, D2: 453 + 0.12, D4: 4.40040).
However, the shoot dry biomassBf distachyorand the rosette size éf thalianawere not

significantly affected by microbial communitiversity.
Table 25 Effects of diversity level (DO, D2, D4), symbionts addition (inoculated or not

inoculated with symbionts) and their interaction on growth and fitneds. afuncatulg B.

distachyorandA. thaliana
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The oot fresh biomass of M. truncatulaand B. distachyonwere altered bythe
diversity level andby symbiont addition (Fig2.2a,b). When the symbionts were not
inoculated, and were thus diluted with the resthefmicrobial community, the root biomass
of M. truncatulawas not significantly different betweehe diversity levels (Fig2.2a). In the
same conditions of non inoculation, the root biomas8.oflistachyonincreased with the
decrease in microbial diversity (F&Rb). Different results were obtainedhen the gmbionts
were inoculated. With its symbionts, the root biomas$/oftruncatulaincreased withan
increase in microbial diversity (Fig.2a) and the root biomass & distachyonwith its
symbiontremainedrelatively constantvith diversitydilution (Fig 2.2b). The root biomass of

A. thalianawasnot affected by the diversity lev€Table 2.5b)

Figure 2.2 Root fresh biomass of (#1. truncatulaand (b)B. distachyormas afunction of

symbiont addition (I: inoculated with symbionts or Mot Inoculated with symbionts) and

diversity level (DO, D2, D4). Standard errors are represented by vertical bars. Groups
significantly different after a Tukey UDPHUfV +6' WHVW DUH LQGLFDWHG E
0.05).
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Concerning plantitness (Take 2.5c,d), the onlyappareneffectwas forM. truncatulawhich
had ahighertotal seed mass at DO thah theother diversity levels regardless of symbiont
addition (Table2.5c). The number of seeds was also countedMfotruncatula (data not
shown) andshowedthe same result withmore seeds at DO. Consequentyy, truncatula
produced more seedghenmicrobial diversity wasigh that wageflected bythe total seed
mass (DO: 0.32 = 0.02, D2: 0.22 £ 0.03, D4: 0.20.@3). Suchan effect would bean
advartage for the plant ithese seedhad abetter or similargermination rate. Herehe
germination rates dfl. truncatulaseedsdid not differsignificanty with microbial diversity
(Table2.5d). This beneficial effeabn M. truncatulafithess was not found fd8. distachyon
and A. thaliang for which neither diversity nor the symbiont (forB. distachyoh had any
effect on total seed mass or germination rate (T2bid).
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DISCUSSION

Consequence of theecolonization of a sterile soil on bacterial and fungal densities

Before the effect of microbial diversity dilutiorcan be investigated imn experiment
involving therecolonization of a sterile spthe rhizospheric nicheeeds tde entirely filled.

The potentiaimpacts ofthe microorganisms othe plants have to result from the dilution of
microbial diversity but nofrom thedilution of its biomassThe bacterial and fungal densities

in the inoculated soilsvere therefore checkedfter the incubation period. Bactemadtaired

the holding capacity of soil biis was not the case for fungihe fungaldensities decreased
consistently with the dilution of diversity. Neverthelesise fungal densities were also
measured over time ($plemental data, Fig.S1) andreached a zone of stagnatiordf and

D4, for which the densitieswverestatistically differentThey did not become similar evafter

a longerincubation time. In all ecosystems, bacteai® first to colonize the environnme
(Whitton & Potts 2012)whereas fungi need more time to become establiahddstabilize.

There are generally fewer fungi in soil than bacteria because it is less easy for fungi to
colonize an environment. Moreover, fungal hyphae are fragile and maybbanedamaged

by the shaking process used to prepare the soil suspensions, even though it was gentle. The
densities attained by fungi were therefore considered as their maximal densities at the holding
capacity in each dilution. The rhizospheric nichesenansidered as filled and the diversity

of the microbial community could then be examined

Effectiveness of microbial diversity dilution through changes in soil chemical properties

and microbial composition

The chemical properties that diverged fitrogen and pH seemed consistent with a dilution

of diversity. The nitrogen cycle depends on ammonifying bacteria which transform
mineralized soil organic matter into ammonium and nitrifying bacteria which transform
ammonium into nitrates (Vitousek et #997b). The chemical data obtained showed that
ammonifying bacteria were present and creating a pool of ammonium in all three dilutions. In
DO and D2 a large proportion of the ammonium was transformed into nitrate by the nitrogen
cycle. Nitrification is kown to acidify the medium (Phillipot et al 2007) which is thus
consistent with the slow reduction of the pH observed in DO and D2. However in D4, the
nitrogen remained in the form of an ammonium pool and only a small part of this pool was
transformed intonitrates. Consequently, some nitrifying bacteria were lost following the

dilution of diversity. The decreased potassiumD4 suggests that some of the microbes

151



responsible for soil potassium extraction were also lost. Such results showed that our
experimat of dilution of the microbial diversity seemed to be efficient

The absence of difference between the number of reads in the three diversity dilutions
for both bactéa and fungi indicated that the pyrosequencing technigag beenwell
performed withotitechnical biasMoreover, the decrease in number of OTUs for the bacterial
community confirmed the dilution of the bacterial diversity, which was not observed for the
fungal community. Nevertheless, the Shannon indices for bacteria and fungi showbeé that
diversity of both communities decreased with the dilutions. Examination of the number of
taxonomic groups at the genus level revealed a difference between theditbtems
(Supplemental data, Fig.S3) which could be explained by species gains @sés or by
species rearrangements. Some genera disappeared from the bacterial and fungal communities
in the D4 dilution. These genera were probably already scarce in the community and were
removed by dilution. The same trend was observed for the unknogtaribh and fungal
genera. The unknown groups, highly abundant in DO, decreased with diversity dilution. All
these genera were either underrepresented and disappeared, or were too few to compete and
survive with the remaining species. In contrast, somergebhecame more abundant as the
bacterial or fungal diversity was diluted and some bacterial genera only appeared in D4.
These genera benefited from the decreased diversity maybe because they were competing
with other genera in DO and were able to grow mtiese competitive genera were no longer
present in D4. Finally, some bacterial and fungal genera benefited when the diversity of the
community was intermediate. This phenomenon can be explained by the observed
rearrangements of species and competitim&slibetween specigSupplemental data, Fig
2.S3A2,B2). The bacterial and fungal Evenness indices waraller inD4 than inDO, which
is characteristic of a decrease in diversity. Indeed, this ntleatthere were more taxonomic
groups with few individualgn DO than in D4 where there were fevi@konomic groupseach
with many individuals (Hill 1973 Stirling & Wilsey 2001).

High microbial diversity favours plant-symbiont interactions only for M. truncatula

A high level of microbial diversitgnhanced both the frequency aruscular abundance of
the mycarhizal symbiontof M. truncatula Strangely althoughB. distachyorhad a similar
mycorhizal symbiontto that of M. truncatulg the associationof B. distachyonwith its
symbiotic fungiwas unaffected by microbial diversitBrachypodium distachyomteracted
strongly with its mycarhizal symbiont regardless of the diversity level tbé microbial

community. Two hypotheses could pepo®d. Firsthypothess: M. truncatulahadanother
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symbiont, S. medicagand themicrobial diversity enhanced its interaction withe plant
leading toa cascade responsigat includednodulation. ForM. truncatulg a high level of
microbial diversity would promote nodatlon which in turn would enhance mydazation.
In support of this hypothesis, Fréfett et al (2007) showed that some bacteria produced
growth factor that promoted thegermination of fungal sposeand mycelial growth.
Furthermore, a low diversity ahe microbial community which would lead todecrease
nodulation (i.e, provision of theplantwith nitroger), couldresult innitrogendeficiencyfor
theplant. This couldead tocompetition betweeM. truncatulaand its mycathizal symbiont
for this element (Veresoglou et al 201%econd hypothesigifferent microorganismsvould
promotethe interaction between plants and myb@al symbiontsn B. distachyorand M.
truncatula In this casehe dilution of microbial diversityvould specificallyinvolve a loss of
those microbesenhancing theinteraction betweenM. truncatula and its mycathizal
symbiont. Thusthe microbial species that promoted interactidmeweenB. distachyorand
its mycorhizal symbiontwould be more reduiant than thosef M. truncatula

When the symbionts were not inoculated but only diluted within the resthef
microbial communitythe mycarhizal parameters did not, on the whole, recover their high
levels of interaction withthe plantsin D2 and D4. This was consistent with the difficest
associatedwith fungal colonization. Noteworthy, the only symbiotic parametehnich
regainedthe level of interactiorexisting betweenM. truncatulaand S. medicaen DO, was
nodulation This result sugests thatS. medicaewas more competitivethan other
microorganisms andonfirmed the essential role of nodulation lkee@in the first hypothesis.
For M. truncatula this study confirms the well known positive effect of symbionts on plants.
The symbiontswere beneficial for shoot growth and fitness by allowing the plant to produce
more seeds regardless of thecrobial diversity level. For B. distachyonthere was no
advantage for the plant to interact with its symbionts, in terms of growth enhancement or
fitness, and regardless of the diversity level, even though there were strong interactions
between the two partners. Presumably the microbes responsible for these interactions were not
redundant. This does not support the second hypothesis. Indeed, sdiee showed that
essential microbial functions are generally redundant because they promote essential roles for
ecosystems functioningDuffy 2003). For example decomposers are highly redundant in
ecosystems because they are at the bottom of the trdpdirc(Blannipieriet al2003). Thus
the most likely hypothesis was the first, i.e., that the symbiotic bacted. ¢funcatula

promotd the establishment of myethizal symbionts Bonfante & Anca (2009) showed that
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many bacteria are able to assist in ¢éstablishment of mycorrhiza and often form a tripartite

association with plants and mycorrhizal fungi

Effect of microbial diversity on plant growth and fithess depends on plant species
The effects of microbial community diversity on growth parametengedaccording to the
plant considered. The high level of diversity in DO led to a higher shoot biomass. for
truncatulairrespective of whether the plant was inoculated with its symbionts or not. When
M. truncatula was inoculated, lowering the diversityeviel decreased the symbiotic
associations and shoot biomass. Whén truncatula was not inoculated, the level of
nodulation was low, whatever the dilution. This, added to the decrease in mycorrhizal
association in D2 and D4, presumably resulted in a cazbsifor the plant which decreased
its shoot biomass. Consequently, the interactiokl.afruncatulawith a diversified microbial
community always implies the presence of its symbionts. As previously described, symbionts
are not essential fdB. distachya and A. thaliang which could explain why there was no
effect on shoot biomass and rosette size, respectively, when the microbial diversity was
modified

The only plant trait that was affected by changes in microbial diversity was plant root
biomass. Tls trait reflects the exchange area between plants and soil microorganisms.
Without symbionts inoculatiorthe root biomass remained constant when both the microbial
diversity and the association bf. truncatulawith mycorrhiza decreased. This could be due
to the low level of nodulation, which remained constant throughout the different treatments.
Conversely, when symbionts were inoculated a positive interaction with a high level of
diversity was demonstrated, again expressing the essential role of synoony.
truncatula The clear absence of a beneficial effect of mycorrhizal symbiors distachyon
was apparent from the root biomass. WBewistachyorwas inoculated with its symbiont the
root biomass seemed to be regulated by the mycorrhizal sgtrdsid remained constant over
time regardless of the diversity level. However, when mycorrhization was very weak and the
microbial community little diversified, the root biomass was higfidre interaction with
fungi seemed to represent a cost Bordistichyon Thus, it is possible thaB. distachyon
produced more roots in order to search for nutrients in the medium and avoid the cost of
symbiosis with fungi. Another explanation is that there were a lot of microbes in DO and that
competition between these microbes reduced the benef. fdistachyorto interact with a

diversified communityBecker et al 2012)Thus, in D4, there would be less competition and
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only the redundant species needed to ensure essential functions for the plant would be present.
Roots ofA. thalianawere not affected by thedirsity of the microbial community

Finally, microbial diversity did not have gnmpact on the fitness d&. distachyorand
A. thaliana Regardless of the diversity leyall the microbial functions were ensured and the
total mass of seeds and their germinationsratere not affectedMedicagotruncatulais,
neverthelessstronglydependenon its symbiontss regardéitness. Throughinteracton with
a diversified microlal community M. truncatulawas able to producenore seedswhich
couldrepresenan evolutonaryadvantage.

This experiment showed th#te preseration of microbial diversity forecosystem
functioning dependson the plant considered. The more a plant interacts with several
symbionts the more it loses its capacity to ensure its own growth and fitness (Saikkonen et al
2004) and the more it depends on its symbiofités isthe case oM. truncatula Microbial
speies richness is thus of direct importance for the symbionts and of indirect importance for
the plant. However, the positive effect Glomusspecies has been demonstrated Bor
distachyon(Hong et al 2012) but in this study the interaction became cfistlthe plant.
Furthermoremicrobial species richnesdsoseemed to represent a cost BordistachyonDe
Deyn et al (2004) showed that in a sterilized soil the plant community was dominated by
grasses even without fertilization because they edéslver nutrients.Arabidospis thaliana
did not require a diversified microbial community. This plant can ensure its own growth and
fitness with few microbes and the few essentiérobial functionsremain inthe soil after
dilution of the microbiadiversity.

Therefore, the composition of hizospheric micrbial species remaining after a
diversity decreasingand the strength of microbial interactions with planeed to be
consideredvhen predicing the effects of a loss of microbial species richness on ecosystem

functioning.
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SUPPLEMENTAL DATA

Figure 2.51 Fungal density in soil during incubation period for the three diversity dilution
(DO, D2, D4). Standard errors are represented by vertical bars. * After 38 daysitadtion,
the fungal densities of DO and D2 were not significantly different but were significantly

different of D4 F,6= 10.3,P = 0.01).

Figure 2.S2 Bacterial density in soil during incubation period for the three diversity dilution
(DO, D2, D4). Standard errors are represented by vertical bars. ns: After 38 days of
incubation, the bacterial densities of DO, D2 and D4 were not significantly diffdtent(
0.09,P=0.91).
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Figure 2.S3 Difference between the three dilutioafier the incubation period of 44 days
based on taxonomic genus, visualised on a PCA, for (Al) bacterial and (B1l) fungal
community, and with barplots for (A2) bacteria and (B2) fungi. THvalpes on PCA resulted

for a Monte Carlo test performed (with A® permutations) to check if discrimination
observed between the three dilutions based ontdRkenomy at the genus level was
significant. The pvalues were below the threshold of significance of 5 % which meant a
significant difference between the thredutions. Principal component analysis and Monte
Carlo tests were performed using the ABEBoftware (Thioulouse et al 1997). Concerning
taxonomic barplots at the genus level, thare three barplots by dilution because three

experimental replicateserecarried out.
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Figure 2.54 Shoot dry biomass fdvledicago truncatulalepending on (a) the three diversity

dilutions (DO, D2, D4, see text) and (b) the symbiont addition (I: inoculated with symbionts or

NI: Not Inoculated with symbionts) and f@rachypodium distachyom function of (c)

symbiont addition (I or NI) and divsity level (DO, D2, D4). Standard errors are represented

by vertical bars. Groups significantly different after a Tukdy DPHUfV +6' WHVW RU 6V
WHVW I[IRU E DUH LQGLFDWHG E\ GLITHUHQW OHWWHUYV

difference between all the groups.
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Figure 2.S5Total mass of seeds ftedicago truncatulalepending on (a) the three diversity

dilutions (DO, D2, D4, see text) and (b) the symbiont addition (I: inoculated with symbionts or

NI: Not Inoculated with symbionts) and f@rachypodium distachyom function of (c)

symbiont addition (I or NI) and divsity level (DO, D2, D4). Standard errors are represented

by vertical bars. Groups significantly different after a Tukdy DPHUfV +6' WHVW RU 6V
WHVW I[IRU E DUH LQGLFDWHG E\ GLITHUHQW OHWWHUYV

difference between all the groups.
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Figure 2.56 Germination rate of seeds for (E)edicago truncatulaand (b)Brachypodium
distachyonin function of symbiont addition (I: inoculated with symbionts or NI: Not
Inoculated with symbionts) ardiversity level (DO, D2, D4). Standard errors are represented

by vertical bars. Groups significantly different aftera Tukdy DPHU YV +6' WHVW DUH L
E\ GLITHUHQW OHWWHUV . QV PHDQV WKHUH ZDV QF

groufs.
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Conclusion du Chapitre Il

Ce second chapitreonfirme le role fondamentades interactions symbiotiques dans le
fonctionnement direct dOD SODQWH FURLVVDQFH HW UHSURGXFWLR
reste de la communauté microbienne-#¥ LV GHV IRQFWLRQV V\PELRWLTX
végétale considérée (Figu2e). En diluant la diversité de la communauté microbienne, des
SHUWHV GIfHVSgFHVY TXHOTXHV JDLQV RX SOXV IUpTXHPPH
espéeces présentes dans lesstrdilutions mais les abondances varient sekrdilution

considérée) ont liel.a diversité microbienne qui conditionne le fonctionnement optimal des
HVSgFHV V\PELRWLTXHV PXWXDOLVWHY SRXU OD SODQWH
especes végées qui dépendent étroitement des microorganismes symbiotiques, teNe que
truncatula ChezM. truncatulg qui dépend fortement des symbiotes, la dilution de diversité
modifie de fagcon négative les interactions avec la plante et les interactions avec les symbiotes.

$ OTLQB.Histachyon TXL GpSHQG GH IDoRQ PRLQGUH GHV V\PEL
diminution de la diversité de la communauté microbienne. En revaAchbaliang qui ne
QpFHVVLWH DXFXQ V\PELRWH QYfHVW SDV DIIHFWpH SDU XQI

169



Figure 2.3 Bilan schématique des conséquen@§ XQH GLOXWLRQ GH GLYHUVLW,|
microbienne sur la croissance et la fitness de trois especes végeatiisaio truncatula
Brachypodium distachyort Arabidopsis thalianp Ces schémas représentent la tendance
générale a croitre et se repoir@® en comparaison a un optimum hypothétique de référence

(op), symbolisé par la ligne rouge en pointillées, lorsque la diversité microbienne de la

communauté rhizosphérique est décroissante (D4<D2<DO0).

Il seraitintéressantpour une étude plus approfond®, I XWLOLVHU GLILpUHQWYV
autrement dit GXWLOLVHU GHV GLYHUVLWpV GH FRPPXQDXW
géographiques différente€€n effet, le sol de Montpellier correspond a la région de
diversification deMedicagg on peut donc penser que des phénoménes-deotation entre
les microorganismes de ce soltdicagq privilégient cette espéce végétale par rapport aux
autres. Le fait deVpOHFWLRQQHU GDYDQWDJH GYHVSqFHV YpJpWD
symbiotes,permettrait aussi deonfirmer ou non les effets observés dans cette étude suite a
une dilution de laliversité de lacommunauté microbienne. De pluss stades végétatifs, au
cours du développement de la plante (précocité de production desgraspeces plus
compétitive, nombre de feuiles SUpGDWLRQ « VRQW GHV SDUDPgWUH

point de vue écologique pour une plante résidant dans un milieu naturel. Ainsi, afin de suivre
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le développement des plantes, en interaction aveccommunauté microbienne plus ou
moins diversifiée, il aurait été intéressant de faire un fienologiqueau cours du temps.

Une telle analyse pourrait permettre notamment de suivre la composition de la communauté
microbienne au cours du développement de la plante afin de comprendre au mieux les
interactions plantemicrobes dans un tel contexinfin, en vuede comprendre les effets des
FKDQJHPHQWY JOREDX][ V-kidrobe$ Lyt Bi®iRtevdssaqt d8 GemiedeH V
la dilution expérimentale de diversité par différentes intensités de travail du sol. De cette
facon, le gradient de diversité de ¢cammunauté microbienne aurait été produit par les
GLIlpUHQWY QLYHDX[ GIDQWKURSLVDWLRQ
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CHAPITRE I

Identification des communautés microbiennes actives au sein de la

rhizosphére deMedicago truncatula en symbioseou non

173



CHAPITRE 1l

Identification des communautés microbiennes actives au sein de la rhizosphere de

Medicago truncatula en symbiose ou non

Préambule

$SUQqQV DYRLU REVHUY pmzfHhed BhHntevéNAhL &1QivEaDI BeidevitdHavec

une hausse du GGatmosphérique (chapitrh et au niveau des microorganismes avec la

dilution de la diversité microbienne (chapittg; ce troisieme et dernier chapitre se focalise

sur le compartiment rhizosphérique de la légumin®liséicago truncatula /YTREMHFWLI HVW
distinguer la part active da communauté microbienne, autrement dit les microorganismes
utilisant les exsudats racinaires libérés par la plaMte truncatula interagit avec deux
microorganismes symbiotiques, unézdbactérie et un champignon mycorhizogene, dont on
VDLW TXTLOV XWLOLVHQW OHV FRPSRVpYoud &8@mUz003) SDU OD
/ITLQWpUrw VH SRUWH GRQF VXU OD SDUW DFWLYH GX UHV)
deux génotypesde M. truncatulaont été utilisés, lgénotype sauvage J5 interagissant avec

ses deux symbiotes et pQRW\SH PXWDQW 759 TXL QD SDV OI
GILOQWHUDFWLRQV \é\BRHBE2RW.E Tathdive fauBildplante au cours de sa
croissancea étémarqué avec un isotope stabe*C. Par conséquent, les composés carbonés

libérés par la plante et utilisés par les microorganismes rhizosphériques seront entithis en

ce qui permettra de les identifier. Une distinction entre la pad@naire et le sol
rhizosphériquea ét¢ IDLWH /ILGHQWLILFDWL R @téGddisédpace ARaRUJIJD QL
méthode DNA SigDNA-Stable isotope probingR@dajewski et al 2000Ce dernier chapitre
devraitrendreSRVVLEOH O9YLGHQW L Idnfeb WillsthQeseHsvidatd radinRiRrdJel D Q L

le r6le des symbiotes dans la composition de cetteaptive de la communauté. Ce chapitre
permettra de répondre aux questions suivantes

/A La part active de la communauté -eé importante par rapport aux nmoorganismes
QIXWLOLVDQW SDV @HV H[VXGDWV UDFLQDLUHV

/A La part active de la communauté microbienneedistidentique pour la racine et le sol
rhizosphériqu®

/A La part active de la communauté -elie identique pour les deugénotypes deM.

truncatula?
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Ce troisieme chapitrerédigé en francais servira de base a la rédactioc® 1 XQH
publication dans une revue scientifiqe@X GRPDLQH GH OYfpERORJLH PLFUREL
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RESUME

Les microorganismes du sol sont associés aux plantes par des liens trophiques qui reposent
SULQFLSDOHPHQW VXU O [Opdantesvédkident BR QorpobEs dalddiéy
utilisés par la communauté microbienne se situant dans une niche écologique partileuliere
UKL]RVSKqUH /D FRPPXQDXWp PLFURELHQQH UKL]JRVSKpUL
microorganismes dont une pfLH VHXOHPHQW LQWHUDJLW UpHOOHPHQ
part dite active Medicago truncatulaest une légumineusée DSDEOH GH VIDVVRFLHL
microbes symbiotiques qupour certains, ne peuvent pas se passer de la plante pour leur
survie etleur croissance. Les symbiotes sont étroiteniést au métabolisme végétal et
GpYHORSSHQW GHV VWUXFWXUHV VSpFLILTXHVY HQ DVVRFLL
pWDLW GLGHQWLILHU OD VWUXFWXUH GH OtDongigudsyy DFW L
dans la rhizosphere dd. truncatula 'H SOXV OfHIIHW GHV V\PELRWHV VX
étudié. Pour cela, deux génotypeshetruncatulaont été utilisés. Le génotype sauvage J5
(phénotype Myt Nod") et son mutant TRV25 (phénotype Mjgod GpSRXUYX GYDVVRF]
symbiotique ont été placés dans une atmosphére enrichie en isotop&®6tablette méthode

appelée, ADN SIP, a permis le marquage des composés carbonés produits lors de la
SKRWRV\QWKgVH HW O 9DQ D O\ Vihts Gifisant-lesPeRsxidad XadimavesP L F U R
PDUTXpV &HWWH PpWKRGH GH PDUTXDJH GX FDUERQH D p
des espaces intergéniques ribosomiques automatisée (ARISA) afin de caractériser la structure
génétique des communautés bactémsnet fongiques au sein de deux compartiments
rhizosphériques, la racine et le sol rhizosphérique. La présence des symbiotes influence la
structure de la communauté microbienne dans la racine uniqguement. De plus, la structure de la
part active de cette comXQDXWp UDFLQDLUH QTfHVW SDV VLJQLIL
compartiment sol rhizosphérique. Nos résultats mettent en avant le réle des symbiates vis

vis du reste de la communauté et donc les liens micioi@sbes qui résident au sein de la
rhizosphere Ces résultats devront étre complétés par des analyses de composition de la
communauté microbienne afin de comprendre concrétement la fagcon dont les symbiotes

influencent la diversité de la communauté microbienne rhizosphérique.
MOTS CLES

ADN SIP, ARISA, rhizosphére, Medicago truncatula symbiotes, communautés

microbiennes, carbone, rhizodéposition
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INTRODUCTION

Une plante ne peut pas étre dissociée, en termes de fonctionnement, du compartiment sol dans
lequel elle se trouve et grarticulier des microorganismes qui y résident (van der Heijden et
DO (Q HIITHW FHV GHUQLHUV VRQW ODUJHPHQW UHYV
nutriments de la plante, de facon directe (microorganismes symbiotiques) (Denison & Kiers
20044a; vander Heijden et al 2008Hobbie & Hobbie 2006) ou de fagcon indirecte en jouant
sur la disponibilité de ces nutriments (microorganismes non symbiotiques) (Bardgett et al
/IHV PLFURRUJDQLVPHYV GX VRO UpJXOHQW Diut®VL OTDE

des communautés végétal&akker et al 2007 Eparvier et al 1991 van der Heijen et al
2008; Verbruggen et al 2012). Les plantes maintiennent ces interactions avec les
microorganismes par la libération de molécules signal (Brencic & Winans; Z0/dBoyd et
al 2011) et de composés carbonés dans le sol (Lambers et al 2009). Les plantes régulent, par
FH ELDLV OYDERQGDQFH OD GLYHUVLWp HW OYDFWLYLWp
WURSKLTXHV UHOLHQW GRQF FHVWsysahX [et FdRRriBlzbt WAL P H Q W
fonctionnement de chacun (Nguyen 2003). Les plantes sont des organismes autotrophes qui
IRQW HQWUHU OH FDUERQH G D Q ¥tnmogppérigue Wale gpipeessl® dé& D S W D
SKRWRV\QWKqVH TXTHOOHYV e Ugp phothsynth@ds, ou HiotoSydtRéB L W V
serviront principalement a la croissance végétale et le reste sera stocké au niveau des racines.
Cependant, 1% de ces photosynthétats seront libérés dans le sol par les racines sous forme
de molécules carbonées pltksX PRLQV FRPSOH[HV TXL YLHQQHQW VIDMEF
OLEpUpHV SDU OD SODQWH FHOOXOHV PRUWHV PXFLODJH
UKLJRGpPSRVLWLRQ YD FRQWULEXHU j OD IRUPDWLRQ GTXQ
étre soWw OYLQIOXHQFH GX PpWDEROLVPH GH OD SODQWH F¥Y
seront ensuite utilisées par les microorganismes du sol qui se trouvent a proximité des racines,
au sein de la niche rhizosphérique. Comprendre le lien trophique quieassscideux
FRPSDUWLPHQWY SDVVH GRQF SDU OH VXLYL GH FHW pOpPt
telluriques.

Afin de comprendre ces liens trophiques, il faut étre capable de les quantifier et de
caractériser les microorganismes impligués dangpmasessus. Parmi ces microorganismes,
les symbiotes sont connus pour interagir avec la plante de facon étroite et utiliser les
FRPSRVpV FDUER Qtp V& H$HHQGEDH WR XIUHNINn@rEpsdeX &8 strudttheV R Q W
et la composition des communaut@grobiennes métabolisant lesngposés carbonés libérés

par la plante dans la rhizosphére. Ces microorganistoegespondent a la part des
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communautés microbiennes hétérotrophe interagissant réellement avec latptantedérée
comme la fraction active.

Différentes méthodes ont été développées pour identifier les communautés
microbiennes hétérotrophes activ€gs meéthodesont basées sur une identification indirecte
par le biais des produits de leur activité ou par la mise en évidence de processligugsl
régulés par ces microorganisme&E pFRPSRVLWLRQ Q Liétiddels pEMELRIQ « &
de cibler uniqguement quelques consortia microbiens car elles ciblensatileertains
processus biologiques.

Pour réaliser une identification plus largge SOXV SUpFLVH GH OD SDU
FRPPXQDXWp PLFURELHQQH KpWpURWURSKH XQH PpWKRGH
carbone par son tracage pigue. Dans cetbjectif, la méthode ADN SIP (ADN Stable
Isotope Probing) a été développée etiti€cdans quelques étudddunford & Neufeld 2010
Neufeld et al 2007a,p5DGDMHZVNL HW DO &HWWH PpWKRGH SH
PR\HQ GTXQ LVRWRSH VWD E O H*cabQiiffé@rs\¢aiparkirbevitsld® VD J
OfpFRV\VWgPH BWPRWIHHKWUVRO « FRPSRUWHQW QDWXUHO
cet isotope>C estimée en moyenne & 1,11d%carbone totgBoutton1991). Les plantes en
C3ontun deltd®c moyende A HW OHV SODQWHWR®WWRE

Dans notre #ide, du®*CO, a été utilisé pour marquer directement les composés
organiques de la plante lors de la photosynthése. Les molécules organiques mardi@es au
se retrouveront dans les rhizodépbts et seront minéralisées par la biomasse microbienne active
de OD UKL]RVSKqUH 6XLWH j OfDFWLYLWyneGatié delcEORRUJIJDQ
sera intégré dans la biomasse microbienne et une partie sera libérée sous fori@Oge
(Figure 3.1). Il est possible de détecter ce carbone marqué dans la biomasse microbienne en
HIWUD\DQW Of$'l PLFURELHQ GH OD UKL]J]RVSKgUH HW HQ C
SDUWLHB@IGH OD S D UAW tortespdirblahtespectivement la part active et la
SDUW QRQ DF#Mrickin™®CIHMW SOXV ORXUG TXHM™Of& §uiQRQ PD
SHUPHW GH OHV VpSDUHU VHORQ OHXU G Lddmridug@déhH GH G
sur un gradient de chorure de césium (CsCl) (Newdtell 2007a). Cette méthode, associée a
GHV RXWLOV GYIpFRSK\WWLRORJLH HW GfpFRORJLHIEPROPpPFX
processus de rhizodéposition, la minéralisation de ces compb¥é¢sO TLGHQWLWp WD[RC

la part active de la communautéanobienne (Cadisch et al 2005).
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Figure 31 5HSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GX SULQFLSH GH O
étude, et contribuant au marquage isotopique des composeés carbonés produits par la plante et
libérés dans la rhizphére puis potentiellement métabolisés par les microorganismes
rhizosphériquedJne partie dd*& VHUD LQWpJUpH GDQV 09%$'1 PLFURELHC
GYLGHQWLILHU OD SDUW DFWLYH GHV FRPPPQI@BHespV PLF
microorganismes qui utilisent les composés fournis par la plante. Ces microorganismes
LQWHUDJLVVHQW DYHF OD SODQWH HQ OXL IRXUQLVVDQW
services contribuant a la croissance et la santé &0aD Q W H I THIWUDFWLRQ GT3%$"']
la suite dans les compartiments racine et sol rhizosphérique, permet de distinguer deux pics ou
OD FRQFHQWUDWLRQ Gf%$'1 HVW SOXV IRUWH HW TXL UHSU
densité, enrichi eR°C, H: heavy) et la part inactive (ADN de densité plus faible, peu ou pas
enrichien®C / OLJKW &YHVW OD GLIIpUHQFH GH GHQVLWpP HQV

de caractériser la part active des communautés microbiennes.

/ITIDYDQWDJH GH HHMWWWH MWWHHKO@QWH XSHUPHW GH VIDIIU
microbiennes (Friedrich 2006) et de travailler dans des conditions se rapprochant de la réalité

autrement dit au niveau de la rhizosphé@adisch et al 2005). Celpermet notamment
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GILGHQWLILHU miorébrgah{sones, @dA Vcultivables en laboratoire, dans leur
environnement naturel. Cette méthode peut ainsi étre utilisée dans une mudkitodkéeux
naturels(Friedrich 2006).

&HWWH WHFKQLTXH $'1 6,3 D GpMj IDLW VHWM dUHXYHYV
microorganismes impliqués dans certains processus biologiques. Certaines études ont, par
exemple, marqués des polluants afin de voir quels microorganismes étaient impliqués dans
leur dégradationManefield et al 2004 Wackett 2004). Jia & Conrad (29) ont également
SX LGHQWLILHU OHV PLFURRUJDQLVPHV DXWRWURSKHV TXL
GID]RWH GDQV OHV VROV DJULFROHOO, quX leub & ¥é @ini@H X U D X
permis de les identifier. 1 D X W U H \ee\dbbt Eb¥alls¥g sur la rhizosphére afin de mettre en
évidence certains processus biologiques ayant lieu au sein de la niche rhizosphérique et
GILGHQWLILHU OHV PLF\DRJR 6tBD2D12M BeHeY al O ELD Hdichar\et al
(2008) ont ainsi cardérisé la structure des communautés bactériennes au sein de la
rhizosphere de uptre espéeces végétalds blé (Triticum aestivur)) le mais Zea mayy le
colza (Brassica napus et la luzerne (Medicago truncatula De parles différences de
structureso W HUYpHY OHV DXWHXUV RQW PRQWUp LQGLUHFWHPI
UKL]JRGpS{WV GRQW OHV GLIIpUHQFHV VRQW OLpHV | 0OfF
communautés bactériennes.

Cependant, cette méthode comporte aussi certains inconvénients. La partie
microbienne marquée atC est constituée de microorganismes actifs et en dormance (Werth
& Kuzyakov 2010). De plus, certains microorganismes sont marqués&uELHQ TX{LOV
QIXWQ®WLSDV OHV FRPSRVpV OLEpUpV SDU OD SODQWH )ULL
IDLW TXYLOV FRQVRPPHQW GHV PpWDEROLWHYVY PDUTXpV O
eux, ont utilisé les composés marqués libérés par la plante. Cet inconvéndéte
QpDQPRLQV OTDYDQWDJH GH SRXY R Lnicrotdés 0-patirlei2006).V L QW
De plus, cette méthode ne refléte pas forcément la dynamique des communautés microbiennes
FDU HOOH pWXGLH j XQ LQVWER posSirpthlamelig &' [a diutiBlJ RELH Q
isotopique du*& GDQV Of$'l Hui RehRIBELEHR@LPHU OfLQWHQVLWpP HV
GIXWLOLVDWLRQ GHV UKL]JRGpS{WV SDU OHV(Fferrelir XQD X W
2006). En effet, la composition des communautés microbiennes varie avec le temps selon la
variation temporelle dans la quantité et la composition des composés carbonés libérés par la
plante au cours de sa croissance (Moegel2006).

"4 D XsWisbtepes peuvent étre introduits dans le sol, comr&leu le*?O, afin de
FLEOHU G 9D XWHRietvichFREESNreM@ld et al 2007a)Une technique similaire
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FRQVLVWH j LQWURG XL UM, GaHs 18 $@ [®adiddh BtRUZD0GmbLE &

Hobbie 2006). Cette application de la méthode ADN SIP est moins sensible que
OTHQULFKLY¥HPBOQW SHUPHW OfLQGHQWLILFDWLRQ GHV SR
utilisant spécifiquement les substrats azotés (Cadisch et al 2005).

AlasuiteduPDUTXDJH LVRWRSLTXH DYHF OD PpWKRGH $'1 6
GILQWp&EGNLUH HFOWW'l TXL FRQVWLWXH OD SDUW DFWLYH GH
outils de biologie moléculaire peuvent étre utilisés (ARISA, séquencage massif1 HXIHO G
et al 2007 Schmeisser et al 200 es analysepermettent de déterminer la structure et la

composition de la communauté étudiée.

&HWWH pWXGH VILQWPpPUHVVH SOXVMeaidagy trimxatulagaemthP HQW |
cv. JemalongMedicagotruncatulaest une légumineuse modeéle en raison de ces associations
symbiotigues avec des bactéries, les rhizobia, qui engendrent la formation de structures
spécifiques, appelées nodosités, au niveau des racines de la@r@essociation confere a
laplanteOD FDSDFLWp GH FDSWHU O ®briddisitéldE&s WoRdsNES Woud T XH S
et al 2003). Medicago truncatula VIDVVRFLH pJDOHPHQW DYHF GH
endomycorhizogénes qui lui permettent une nutrition phoéplaitimale (Offre et al 20D7

Concernant le reste de la communauté microbienne rhizosphéridvde tdencatula
sa composition reste tres peu étudiée. Offre et al (20@AYentifié les principaux groupes
EDFWpULHQV DVVRFLpV j FHWWH SODQWH n EYidaNce @és GH OR
différences de structure de la communauté, en fonction du stade de développement d
M.truncatulaJ5, attribuées a des variations dans la quantité et la qualité des rhizodépbts au
cours de la croissance de la plantoilden et al 2008 Kuzyakov & Domanski 2000).
/ITLQWpPpUrw GIXQH pWXGH $'1 6,3 GDQV FHV FRQGLWLRQV
systeme en identifiant les grands groupes microbiens qui interagissenagvante. Des
études ont montrgue la présence des microorganismeslsgtigues mutualistesfluence la
structure génétique et la diversité des communautés microbiennes et quei ¢eflesncent
OfpWDEOLVVH P H (Dffte 6tHdl 2007, RivdRd=t & 2088009).

Afin de mettre en évidence les interactionsreres symbiotes et le reste de la
communauté microbienne, deux génotypesMietruncatulaont été utilisés. Le génotype
sauvage J5 (phénotype Mydod® HW OH PXWDQW 759 LQFDSDEOH GYp)
symbiotiques de type mycorhizes et nodosif@sfotype MycNod) (Sagan et al 1995).
&KH] OH PXWDQW 759 OHV JgQHV LPSOLTXpV GDQV OfLQ
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sont défectueux (Sagan et al 1995), cependant le fonctionnement de la plante en terme de
libération de composés carbonés gaHV UDFLQHY QYHVW SDV DIIHFWp

/I TREMHFWLI GH FHWWH pWXGH HVW GRQF GH VH SODF|
complet de type plante / microorganismes symbiotiques / microorganismes non symbiotiques,
et de mettre en évidence les liens trophiggeisunissent la plante et les microorganismes
mais également les interactions entre les différents types de microorganismes.

Ce travail contribue a décrire le fonctionnement des interactions plaatebes au
sein de la rhizosphere ddé. truncatula en répondant aux questions suivantef) les
microorganismes utilisant les composés carbonés délivrés par la gpakls les mémes
dans la racine et dans le sol rhizosphérique? (ii) dans quelle mesure la présence des symbiotes

influence la composition da communauté microbienrre
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MATERIELS ET METHODES

Condition de culture deMedicago truncatulaet marquage isotopique

Cing plants deM. truncatulaGaertn. cv. Jemalong lignée J5 (Myc+ Nod+) et cing plants de la
lignée TRV25 (Mye Nod) ont été cultives dans des chambres de cultures alimentées avec du
CO; ayant subi un marquage isotopique 3L

Les graines ont été scarifiées et désinfectées ppy dEDLQV VXFFHVVLIV GDQ
VXOIXULTXH j SHQGDQW PLQ GH OYfpWKDQRO j f St
sodiuma35 SHQGDQW PLQXWHYV 'HV ULQoDJHV j OfHDX RVP
chaque bain. Les graines sont etesmises a prgermer ar eau gélosée a 0,7 %, a 25 °@et
OTfREVFXULWp GXUDQW MR XUV

Le sol utilisé est un sol limono argileprovenant de MontpellierODV GY,PEHUW
Montpellier, )/ UDQFH FRQWHQDQW GYDUJLOH sable.CesGH OLP
principales caractéristiques physicochimiques sgutl 7,6, 23 g.kg matiére organique
totale, 12,18 ratio C/N, 2,6 mg.kdNOs, 0,42 mg.kg NH," et 0,03 g.kg P»Os.

/IHV SODQWHV VRQW DUURVpHV WRXV OH¥ butMeR XUV |
PDLQWHQLU OYfKXPLGLWpPp GX VRO j /ID TXDQWLWp GYHI
des pots et calcul du différentiel par rapport au poids de référence.

/ID FURLVVDQFH GHV SODQWHV VY{HVW GpURXOpH GDQ
pemettant de contréler la compositiades gaz atmosphériques fouraida plante et de
maintenir des conditions de croissances constantes (chambres de cultures développées et
gérées par le Groupe de Recherche Appliquées en Phytotechnologie, CEA Cadarache,
France). La photopériode était de 16/8 h (jour/nuit), la thermopériode de 25/21 °C (jour/nuit)
et la luminosié & hauteur du pot de 500 prmof.s® /fKXPLGLWp UHODWLYH pWEL
(jour/nuit). Les plantes ont ainsi été cultivées durant 71 jours.

Du *CO, pur (>99% atomes™C; CortecNet, Paris, France) a été injecté dans la
chambre de culture, par injections automatiques, de maniére a maintenir la concentration en
CO, dans la chambre de culture & 380 fudurant les 71 jours de croissance des pknt
ITH[FqVCGH été fixé & >80 G 1 D WRPddMnNt les 10 premiers jours puis >80
G 1 D WCPpIr\fa suite. Les teneurs ¥EO, et*CO, j OJLQWpPULHXU GHV FKDPEL
ont été continuellement suivies par spectroscopie proche infrarouge (IRGA Mahiak). La
teneur en®CO, a été maintenue aux valeurs fixées par piégeage dioBDpar de la chaux
sodée et injection concomitante €0, (99 % en carbone 13), de maniére & minimiser la

teneur erf’CO;isste de la respiration des sols.
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3UpOgQYHPHQW GHVY SODQWHV HW H[WUDFWLRQ G1%$'1

Les plantes ont été récoltées apres 71 jours de croissance. Les racines avec le sol adhérent (sol
rhizosphémue) sont récupérées. Les racines ont été nettoyées par immersion dans 50 ml
GYHDX RVPRVpH VWpULOH SXLV PLVHV VRXV DJLWDWLRQ
HQVXLWH SHVpHV SXLV LPPHUJpHV GDQVf&H/PHDXB®H @MDY D
des racines contenant le sol adhérent a été centrifugée a 9000 g pendant 10 min afin de
UpFXSpUHU OH VRO /H VRO UKL]J]RVSKpULTXH HVWS8HQVXLW |}
°C.

Les racines déM. truncatula RQW pWp EUR\pHV GiDeQ M @dtocQd D]RWH
GpFULW SDU ORXJHO HW DO D pWp XWLOLVp DILQ GYTH]I
UKL]RVSKpULTXH &H SURWRFROH UHSRVH VXU XQH H[WUD
partir de 2 g de matiere équivalent deour chaquéchantillon (racine ou sol rhizosphérique)

OH UDWLR GX WDPSR Q1 @/fn{ PWréddiiRréV2 drd® chluw éEhkintillon (racine

RX VRO UKL]JRVSKpULTXH RQW pWp PpODQJpV j P/ GIXQH
8,0), 100 mM EDTA (pH 8,0)100 mM NaCl et 2 % (m/v) de Dodécylsulfate de sodium. A

ces produits sont ajoutés 4 g de billes de silice de 0,1 mm de diamétre, 5 g de billes de
céramique de 1,4 mm de diametre et 8 billes de verre de 4 mm de didrmetrélange a été
homogénéisé dans wagitateur FastPrep (FastPrep 24, MP biomedicals, France), &'4 m.s
pendant 90 s. Les échantillons ont ensuite été incubés a 70 °C pendant 30 min puis centrifuges

a 7000 g pendant 5 min a 20 °C. Le surnageant collecté a été incubé pendant 10 min dans la
JODFH DYHF GX YROXPH GM [pH®B) DovitHceitifude R \WADOD\GL X P
SHQGDQW PLQj f& $SUqV OD SUpFLSLWOWLURQciROHQV Y
QXFOpPLTXHV VRQW ODYpV GDQNRQHHQWWWHBOQRIEGHS ' 1

bruts recueillis apres extraction a été déterminée, selon la descripfRaned et al (2003),

HQ XWLOLVDQW XQH FRXUEH VWDQGDUG GH WK\PXV GH YHL
SHUPLV GYHVW L midrobiénhie dek Brie®ar Mgl rhizosphérique.

,VR O HP HQ W G par@Ifr$-centrifugation

/ID FHQWULIXJDWLRQ GX JUDGLHQW GH GHQVLWpPp VITHIIHF\
(polyallomer UltraCrimp tubes, Sorvall, Langenselbold, Allemagne) et dans une
ultracentULIXJHXVH 7)7 .RQWURQ =XULFK 6XLVVH /1$'1 R
pl par tube de centrifugation) a été mélangé avec une solution de chlorure de E&sii)

GTIXQH GHQVimWp GH &V&0 GLVVRXW GDQV POJeGIDXQH VR
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mM Tris et 1 mM EDTA, pH 8)Ce mélangea été mis a centrifuger pendant 72 h 20@0
rpm et 20 °C.

Une fois centrifugé, le gradient de densftgmé a été fractionné en prélevant
GpOLFDWHPHQW j OfDLGH GYfXQH VIRPPMHIXHK X WX DR WDR/Q X
3RXU OHV IUDFWLRQV GH FKDTXH pFKDQWLOORQ GTf$'1
VXLWH DX JUDGLHQW GH &V&0O OD FRQFHQWUDWLRQ GT1¥%
(Molecular Probes, Paris, France). Pour cela, eBYY&LRQV G1$'1 RQW pWp GpSRYV
puits (2ul par puit) disposés sur des plaques (Fast Optical 96w plates barcoded, Applied
Biosystems, France) qui ont été analysées au StepOne (StepOnePlisiReRCR System,
$SSOLHG %LRV\VWHPV )& mélangé®s48 pj d& RE/1X et 50 pl de
picogreen.

/IHV FRQFHQWUDWLRQV G1%$'1 DLQVL REWHQXHV VXLWH D?
IUDFWLRQV Re OD FRQFHQWUDWLRQ GY7%$'1 pWDLW"™GOXV LPS
deux pics ont été mien évidence LOV FRUUHVSRQG KQWHWO I $ § $0Ip IHRIX U
**& /YHQVHPEOH GHV IUDFWLRQV FRQVWLWXDQW OHV SLF

afin de créer une seule fraction appelée respectivement, légere (L) ou lourde (H)3Rpure

Figure 3.2 ([HP S OH gfadietiQde centrifugation ayant permis de séparer les fractions
GY%$'1 OpJqUHV / $'1 GH IDLEOH GHU&0)leourdSHHX ABMN d8 DV HQ L
forte densité, enrichi erC).
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Purification et dosage isotopiqueGHYV |UD FW L Rggnés 6tfobitdes

/ID SXULILFDWLRQ GH OYHQVHPEOH GHV IUDF#uRisaM GT1$'1 /
le kit Geneclean(Geneclean Turbo kit, ®iogene, France) selon le protocole décrit par
Bernard et al (2007).

Un dosag isotopique du>C dans les fractions légéres et lourdes a été effectué. Les
analyses isotopiques ddC ont été réalisées en utilisant un analyseur élémentaire (Vario,
Elementar, Allemagne) couplé a un spectrometre de masse isotope ratio (Isoprime, Elementar,

8. HQ PRGH IOX[ FRQWLQX /D SUpFLVLRQ LQWHUQH pWDLW
uniVRWRSH VWDQGDUG GY86*6 ' $($ 91 GODI DAYMF XQH Y
0,042). Chaque échantillon a été mesuré 3 fois et le résultat est une moyenne de ces 3
réplicas. Pour éviter les "effets de taille", le poids des échantillons a été adaptoptenir

a peu prés la méme quantité de carbone. PourdielBE (Tris 0,1 M + EDTA 0,01 M) a été
DMRXWp HQ TXDQWLWp QpFHVVD ILesHenjicRissenieXts! éfCrdamsQ W L O O F
OHV pFKDQWL'Go\R QWR®W$'ED O F X O p \atibhGuiXate OLVD QW OfpTX

13Cona (%) = [**Crix X (Cona + Cre) #(**Cre x Cre)] / Cona

Dans cette équation-Cpix HVW OfHQULFKLVVHPHQW LVRWRSLTXH
GT1$'1 HW GH WDP-ER®), Thna (Nd/ulY et Ge (ng/ul) sont les teneurs en
FDUERQH GH OD IUDFWLRQ GT1%$'1 HIWUDLWH GHV pFKDQWLO
teneur en carbone du tampon TE, respectivement. Efffihe HVW OYHQULFKLVYV
isotopique du tampon TE.

Structure de la communauté microbienne rhizosphérique

La structure génétique de la communauté bactérienne et fongique a été analysée grace a la
méthode ARISA (automated ribosomal intergenic spacer analysis), B et F respectivement.
&HWWH PpWKRGH UHSR YV HrpXidhi¢ de {obgDddiCdey bspacés BifergériRes

(IGS) entre la petite soumité (16S pour les bactéries et 18S pour les champignons) et la
grande sousinité (23S pour les bactéries et 28S pour les champignons) des génes codant pour
O1%$51 UL ERMR IES haxtdriens et fongiques ont été amplifiés avec les amoides S
Bact1522b-S-20/L-D-Bact132a-A-18 et ITS1F/3126T, respectivement, et selon les
conditions de PCR décrites pRanjard et al (2003). Pour les PCR B eARISA, 5 ul a 2,5

ng.utetlOpl &2 ngpu* GI1$'T UHVSHFWLYHPHQW RQW pWp DMRXWp)

de 25 pl.En vie des analyses de structures, bactériennes et fongiques, des amorces marquées
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par fluorescence ont été utilisées dans les PCR BARIBA. Le fluorochrome IRD 800
(MWG SA Biotech, Ebersbherg, Allemagne) a ainsi été utilisé afin de le détecter dans le
séquenceur ADN Licor6FLHQFH7HF /HV 80OLV )UDQFH $X FRXUV G
des amorceS-D-Bact1522b-S-20 et 3126T sont marquées avec le fluorochrome.

Les produits PCR ont été purifies avec le kit MinEIU@IAGEN, Courtaboeuf,
France) et quantifiésn utilisant une courbe standard de thymus de veau. Une quantité de 2 pl
de produit PCR purifié est ajoata 1 pl de formamide. Le mélange est placé a 90€t@ant

PLQ SRXU GpQDWXUHU Of$'21 /HV IUDJPHQWV G1$'1 VRQ

polyacrylamide a 3,7 % et séparés grace a une migration, sur le gel, en conditions
dénaturantes pendant 16 h a 1500 V/80 W dans un séquenceur ADN Licor (ScienesTec, L
Ulis, France).

Les données sont analysées avec le logicielStdn GcienceTec) qui convertit les
données de fluorescence en électrophorégrammes dans lesquels les pics représentent les
fragments PCR. La hauteur des pics a été calculée avec l'optidiitrelemédian et
l'intégration Gaussienne dans le logiciel-$Ban. Cette hauteur représente la proportion
relative des fragments dans les produits de PCR totaux. Les longueurs (en paire de base) ont
été calculées en utilisant un standard de taille avedderdes allarde 200 a 1659 pkCe
standard a été fapar amplification par PCR de fragments de tailles différentes du phage
M13mpl18 (Promega, Charbonniéeres, France).

Analyses statistiques

Les pourcentages d€& DLQVL TXH OHI onhDésHospdrés phr /des modéles
OLQpDLUHV SUHQDQW HQ FRPSWH OH JpQRW\SH OH FRPS
(Iégere: L ou lourde: H). Les groupes significativement différents ont été détectés avec des
tests HSD de Tukel{ramer et indiquégar différentes lettres. Ces analyses ont été réalisées
avec le logiciel statistique JMP 5.0.1. avec un seuil de 0,05. Les données ARISA de structure
des communautés bactériennes et fongiques obtenues avec le logigeari@nt été
analysées comme décritans Ranjard et al (2003). Les structures génétiques de ces
communautés ont été comparées par des analyses en composantes principales (ACP). Des
tests de Monte Carlo (avec 1000 répétitions) ont permis de vérifier si la différence observée
entre les struares génétiquedtait significative. Les ellipses, regroupant chaque ensemble de
réplicas, correspondent a un intervalle de confiance d&9Qes ACP ainsi que les tesis

Monte Carlo ont été réalis@avec le package ade(Thioulouse et al 1997) sous logiciel R

2.9.2. Les valeurs présentées dans le texte correspondent aux moyennes * erreurs types.
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RESULTATS

Statut symbiotique et croissance des génotypes J5 et TRV25Metruncatula
Le statut symbiotique du génotype J5 a été vérifié paobeervation des nodosités formées
par la rhizobactérie symbiotique au niveau des racines. En raison des contraintes techniques
OLpHV j OD SURGXFWLRQ GH PDWpULHO YpJpWDO OD SUpV
pas été vérifié car elle impose ladestruction du systeme racinaif@ependant, &s travaux
précédents, réalisés avec le mémeaajentconfirmé que le génotype J5 est bien nodulé et
mycorhizé dans ce set que le génotype TRV25 ne développe pas de symbioses avec ces
deux partenairefOffre et al 2007, Zancarini et al 2012Nous avons donéPLV O TK\SRWKqV
gue les deux génotypes utilisés correspondaient aux deux phénotypes prévus.

Les biomasses végétales ont révélge faible croissance végétale pour le génotype
mutant TRV25, dépourvule symbiotes, en comparaison au génotypeed5jnteraction
symbiotique avec les bactéries du geBimorhizobiumet les champignons du gertedomus
Les biomasses aériennes et racinaires, pour J5 et TRV25, sont respectivement de 5,1 g
(£ 0,141), 11,2 g£ 0,554), 0,1 g (+ 0,005) et 0,4 g (+ 0,060).

Répartition des parts actives et inactives des communautés microbiennes dans la
rhizosphere et abondances isotopiques

/THQULFKLV Y, REsiN artidler la part active de la communauté microbienne
rhizosphérique dans les compartiments racine et sol rhizosphérique a été mis en évidence et
TXDQWLILp SDU XQ GRVDJH LVRWRSLT%@(ED a Akhsiléfe WieskdréL VR W R
pour chaque fraction. Le tampon TE, ayant servi de témoin négatifmimmieen*C, a un

C de- A - 3RXU - OHV IUDFWLRQV GY%$'1 OpJgUHV H
VRO UKL]JRVSKpULTX¥CHW UDFLQH REOW XQ HW A -

A - UHVSHFWLYHPHQW WARQW 7G9$'1 AHV qIWHDW¥F HW C
FRPSDUWLPHQWY VRO UKL]RNCSIpUKRTXH HWAUDFLQHHWQW XQ
A - - A - UHVSHFWLYHPHQW /H PRGqOH GQpDLUH
permet de mettre en évidence effet du génotype (ko= 30,9; p<0,0001) et un effet
GILOQWHUDFWLRQ HQWUH OH FRPSDU{ELPBQENpWRAWNLRYV SKpUL
$LQVL OfHOQULEKEY Heu QM6 é@é dans le compartiment racinaire par
rapport au sol riaosphérique. De plus, dans le sol rhizosphérique, pour le génotype J5, il y a
davantage d&¥’C dans la fraction H par rapport & L et pour le génotype TRV25 il y a autant de

3C dans les deux fractions, soit une quantité trés faible et se rapprochamtoitu iégatif.
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En revanche, dans le compartiment racindaevaleur de/~C est plus importanteams la
fraction L que dans la fraction H et celaelque soite génotype.

Le fait de mettre les teneurs E€ en pourcentage pondées teneurs par rapport & la
teneur en carbone totale. Ces pourcentagédeonfirment la distinction évidente entre les
deux compartiments de la rhizosphere étudiés, entre les fractions légeres et lourdes et entre les
deux génotypes (Figure 3.3). La ¢em en™*C est plus importante dans la racine que dans le
sol rhizosphérique. La fraction L contient toujours une certaine quantit€ deependant, au
sein de chaque génotype, la fraction H contient davantadiCdgue la fraction L. Enfin, le
génotypelJ5, quedke que soit la fraction ou le compartiment rhizosphérique, a une teneur
moyenne en®& VXSpULHXUH DX JpQRW\SH PXWDQW GpSRXUYX
TRV25 (Figure 3.3).

Figure 3.3Quantité moyenne d€C (%) contenu dans les fractions légéres (L) et lourdes (H)
extraites des compartiments racine et sol rhizosphériqiéedieago truncatulan condition
enrichie en>C pour les génotypes J5 et TRV25. Les err¢ypss sont représentées par des
barres veitales. Les groupes significativement différents aprés un test HSD de-Tukey

Kramer sont indiqués par différentes lettres: (0.05).
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Structure génétique des communautés microbiennes actives, dans les compartiments
racines et sol rhizosphérique, des génotypes J5 et TRV25Metruncatula

La structure génétique des communautés bactériennes et fongiques a été déterminée par la
technique ARSA. Les analyses statistiques en composantes principales ont été réalisées en
distinguant pour chague communauté (bactéries ou champignons), le génotype (J5 ou
TRV25), le compartiment (RacineR ou Sol RhizosphériqueS) et la fraction considérée
(Légee: L ou Lourde: H) (Figure 3.4). Des tests de Mov@arlo ont permis de démontrer

des différences significatives dans la structure génétique des communautés bactériennes et
fongiques.

Pour J5, quét que soit la communauté considérée (bactéries ou migaons), la
fraction L du sol rhizosphérique se distingue toujours des fractions L et H du compartiment
UDFLQDLUH &HWWH GLVWLQFWLRQ VH IDLW VXU OYD[H TX
pour les communautés bactériennes et fongiquesectgement (Figure 3.4A, B).

Chez TRV25, un résultat similaire est observé, principalement pour la communauté
EDFWpULHQQH DYHF XQH GLVWLQFWLRQ GH OD IUDFWLR:
expliqgue 60 % de variabilité (Figure 3.4C). Conceind&a communauté fongique, cette
distinction est plus lIégére mais tout de méme significatisHetI DLW SDU UDSSRUW j C
explique 18 % de variabilité (Figure 3.4D).

En revanche, la fraction H du sol rhizosphérique a une structure génétiqu§ HW W
pas significativement différente des fractions L et H de la racine, pour les communautés
bactériennes et fongiques du génotype J5 (Figure 3.4A et B respectivement) et pour la
communauté fongique du génotype TRV25 (Figure 3.4D). La seule différencercerie
génotype TRV25. En effet, pour la structure de la communauté bactérienne du génotype
TRV25 (Figure 3.4C), la fraction H du sol rhizosphérique est différente de la fraction H de la
racine (vérifié par un test de Monte Carley&ue = 0,020).

Il est intéressant de noter que la fraction H du sol rhizosphérique a une structure
génétigue intermédiaire entla fraction L du sol rhizosphérique et les fractions L et H du
compartiment racinaire (Figure 3.4A a D).

Enfin, la structure génétique des commautés bactériennes des fractions L et H, du
sol rhizosphérique, est significativement différente aqued soit le génotype (confirmé par
des tests de Monte Carlo, JB-value =0,005 et TRV25 P-value = 0,001) (Figure 3.4A, C).
$ OTLQYHUVH de&d bonvWHads ibXdihgtes, dans le sol rhizosphérique, pour les

fractions L et H ne change pas significativement, quelsoit le génotype (Figure 3.4B, D).
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Figure 3.4 Analyse en composantes principales de la structure génétique bactérienne (A,C) et
IRQJLTXH % ' SRXU OHV IUDFWLRQV GYT%$'1 OpJqUHV |/ HW
(R) et sol rhizosphérique (S) pour les deux génotypelietticago truncatulaJ5 @,B) et

TRV25 (C,D), en condition enrichie eliC. Les ellipses entourant chaque ensemble de
réplicas correspondent a un intervalle de confiance dé®@Qes Pvalue correspondent au

tess de MonteCarlo au seuil de significativité ded%.
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Effet du statut symbiotique sur la structure génétique des communautés microbiennes
actives cheaM. truncatula
Dans le compartiment racine, la structure de la communauté bactérienne, chez le mutant
759 GpSRXUYX GH V\PELRWHV QYHVWer®Ms Wdctlapd ILleFDW LY
+ )JLJIJXUH $ 3RXU OH JpQRW\SH - FYHVW XQLTXHPHQW C
des communautés bactériennes, de la racine, qui se distingue des fractions L et H de TRV25.
&HWWH GLVWLQFW L R Qxpldtie |32 08\le VaX/ariaDift® |LH fraction LL dtez J5
présente une structure génétique intermédiaire entre la fraction H de J5 et les fractions L et H
de TRV25 (Figure 3.5A).

Concernant les champignoris, structure génétique des communautés fongiques se
différencie significativement en fonction du génotype de plahtéeU O D[ H TXL H[SOLT.
de variabilité (Figure 3.5B)&HSHQGDQW LO QY\ D SDV GH GLVFULPLQD

H, quelque soit le génotype considéré (Figure 3.5B).

Dans le capartiment sol rhizosphérique, la structure des communautés bactériennes varie

entre les fractions L et H du génotype TRV25, de méme que pour les fractions L et H de J5.

&HWWH GLVFULPLQDWLRQ VH IDLW VXU OfD[H )TDeL H[SOL"

SOXV OD VWUXFWXUH GH OD FRPPXQDXWp EDFWpPULHQQH C

IDLW TXYLO VYDJLVVH GH OD FRPPXQDXWp DFWLYH + RX QR
Enfin, concernant les champignoraycune différence significative {Rlue = 0,147)

Q Tée observée pour la structure génétique des communautés fongiquegiajselit le

génotype ou la fraction considérée (Figure 3.5D).
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Figure 3.5Analyse en composantes principales de la structure génétique bactérienne (A,C) et
fongique (B,D) pour esUDFWLRQV GT$'1l OpJgqUHV / HW ORXUGHV +
de Medicago truncatula J5 (J) et TRV25 (T) des compartiments racine (A,B) et sol
rhizosphérique (C,D), en condition enrichie’&@. Les ellipses entourant chaque ensemble de
réplicas correspondent a un intervalle de confiance dé®@Qes Pvalue correspondent au

tess de MonteCarlo au seuil de significativité ded%.
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Le fait de cibler uniquement la part active (H) de la communauté microbienne, autrement dit

les microorganismegui utilisent les composés carbonés fournis par la plante, permet de
FRQILUPHU O THI M wWindgaxRimA StHic@rel des communautés bactériennes et
fongiques dans la racine (Données supplémentaires, Figure 3.S1). Cet effet est davantage
marqlé chez les champignons puisque la structure fongique entre les deux génotypes se
GLIIpUHQFLH VXU OYD[H TXL H[SOLTXH GH YDULDELOLW
différencie les deux structures bactériennes explique seulement 34 % dtditéarl@ans le
FRPSDUWLPHQW VRO UKL]RVSKpULT KHificative cahfiernant DV GH
structure de la communauté bactérienne active des deux génotypes. Il en est de méme pour la
structure de la communauté fongique. Cette absence deedd&rest particulierement
PDUTXpH SRXU OHV EDFWpULHV VXU OfD[H TXL H[SOLTXH

structures sont tres similaires (Données supplémentaires, Figure 3.S1).
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DISCUSSION

Existence du lien trophique entre lescommunautés microbiennes et la plante et mise en

evidence des parts actives et inactives

/IHV GRVDJHV LVRWRSLTXHV UpDOLYVpYC BésEbmpamiteny O HQ
UKL]RVSKpULTXHV HW GRQF OYH[LVWHQFH GX @auQ WUR S
microbienne du sol.

Cependant, ce lien semble plus important pour le génotype sauvage J5 que pour son
mutant TRV25 dépourvu de symbiotes racinaires. En effet, les valeurS@esont plus
importantes chez J5, quelie soit le compartiment oufi@ction Concernant le compartiment
UDFLQDLUH FHFL SHXW VJ{H[SOLTXHU HQ PDMHXW# SDUWL
VRO FRPSDUp j 759 déarierirel Obrg Bt@I\V{2007). Or, comme la biomasse de
la racine marquée diC est priseHQ FRPSWH GDQV OD SDUW GYf$'1 PDUTX
TXYHOOH VRLW SOXV LPSRUWDQWH FKH] - (Q UHYDQFKH
les valeurs dé"*& FRQILUPHQW OfLPSRUWDQFH GX OLHQ WURSKLT

La différence majeure entre ces ®egénotypes est une mutation sur un géne qui
HQWUDVQH OTpWDEOLVVHPHQW G S$hyarvatRmEL9BSBaHMNez &TaW R L U D
2005).Cette mutation ne semble donc pas affeleteomposition des rhizodépots libérés par
TRV25 (communication pe RQQHOOH 2Q SHXW FHSHQGDQW VXS
GILOQWHUDFWLRQV V\PELRWLTXHY OfLPSRUWDQFH GX I0X]
soit réduit, la plante limitant alors ces pertes en carbone (Nguyen 2008).la plus forte
guantité de cmposés carbonés potentiellement libérés dans le sol chez J5, en comparaison a
TRV25, attirerait davantage de microorganismes utilisant ces composeés.

,O FRQYLHQGUDLW FHSHQGDQW GH FRXSOHU FHV p!
communautés actives a des @sidcophysiologiques permettant de quantifier et caractériser
les flux de carbone de la plante. La mise en relation de ces données permettrait de mieux
comprendre les interactions génotype de planteommunautés microbiennes dans la
rhizosphere (Zancarimit al 2012, 2013).

La mise en évidence du lien trophique, par cette technique ADN SIP, permet de distinguer les
parts actives et inactives des communautés microbiehizesphériques

En effet, la quantité plus forte d& dans la fraction lourde dghaque compartiment
FRQILUPH OfH[LVWHQFH GH OD SDUW DFWLYH ugideddOpH SDU
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VWUDWPJILH $'1 6,3 DSSOLTXpH j OTpWXGH GH OYfpFRORJLH
rhizosphére (Haichar et al 2008).

/H DLWy @iXdul'C dans la fraction légére des compartiments racine et sol
rhizosphérique peut étre expliqué par différentes hypothéses. Dans la fraction L de la racine,
OY%$'1 PDUTXp GH OD SODQWH pWDQW PDMRULWDIedH LO S
ADN marqués ou nodes communautés microbiennesH SO XV O ftaink midrobies] U
qui ont utiliséles composés marqués plus tét au cours de la croissance de la plante, méme
VILOV QH OHV XWLOLVHQW SOXV FRQVHUN, Haible@entv UDoDJt

marqué se retrouvera donc dans la fraction L.

Localisation dans la rhizosphéere deM. truncatula et effet sur la structure des
communautés microbiennes actives et inactives

Un des paramétres les plus importants pour expliquer la structgrecalamunautés
PLFURELHQQHY HVW OfYHIIHW VSDWLDO GplLQL SDU OD C
rhizosphére.

Il y a davantage d€C dans la racine par rapport au sol rhizosphériquelequet soit
la fraction. CeUpVXOWDW HVW FRKpGH @YY HKXKIOFRUUHVSRQG TX
j GH O071%$'1l GHV WLVVXV UDFLQDLUHY GH OD SODQWH DGC
microbiennes endophytes (symbiotes et microorganismes endspbytadhéraré la surface
des tissus racinair€ehizoplan)

Dans leurpWXGH +DLFKDU HWWDSDV |UDFWLYRDQQpP O71%$'1l GX F
racinaire et avait analysé la structure génétiqgue des communautés bactériennes sur cet ADN
total. Nos résultats démontrent que, globalement, les deux fractions ract@irespondant
théoriquementaux communautés microbiennes actives et non actives ont une structure
génétique similaire. Ce résultat suggére que le fractionnement réalisé ne différencie pas deux
communautéd”C et’*& PDLV FRUUHVSRQG G R¥éngeWementiCjayarid O1$'1
des propriétés de densité différentes (ADN génomeyant degeneurs en C différentes,
$'1 GH SODQWH GpJUDGp ORUV GH OfH[WUDFWLRQ TXL JpQqg
GH IDLEOH WHQHXDant ¢ BorRfatitkiWw« OJYHQVHPEOH GHV FR
microbiennesontessentiellement actige

Des différences nettes ressortent, cependant, entre les compartiments rhizosphériques.
Dans notre étude, la structure génétigue des communautés microbiennes inactives du sol
rhizophérique se distingue significativement des communautés actives ou inactives de la
racine, quebue soit le génotype& HOD SHXW VYH[SOLTXHU SDU OH IDLW T
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compartiment racinaire, interagissant plus ou moins intimement avec la, mlaattoppent

XQH VWUXFWXUH GH FRPPXQDXWp GLIITpUHQWH GHV PLFURR
la planteGXUDQW OD SpULRGH G(Ydn@&¥ Hejderat/dl ROQ3/NarI@ ¥tlaG p U p H
20049).

$ OTLQY H UutvaktiveQlD s& DPhizosph@ue a une structure de communauté
bactérienne et fongique trés proche de celles du compartiment racipate que soit la
fraction. Les microorganismes actifs présents dans le sol ont une structure de communauté
proche des microorgasmes racinaireayant développéine interaction spécifique avec la
plante ou étant simplement installés au niveau des racines. En effet, certains groupes
microbiens, utilisant les rhizodépéts au niveau de la racine, sont également présents dans le
sol. ChezM. truncatulg par exemple, la bactérie mutualisRseudomonas fluorescerss la
FDSDFLWp GH VIpWDEOLU GDle@pinay ltval QM X [udieRifeDeUMW L P HQ W
2002; Sanchez et al 2004). De plus, Haichar et al (2008) muninge plusieurs groupes
bactériensont capables de dégradeadois le carbone frais fourmiu niveau des racines et
le carbone plus ancien libéré dans le sol.

Les communautés activell sol rhizosphérique présentent une structure génétique
intermédiaire entre les communauifactives et les communautéactivesou inactives de la
racine. Ce résultat suggere un continuum entre la racine et les fractions actives puis inactives
GX VRO UKL]JRVSKpPULTXH ,0 \ D GRQF ELHQ XQ JUDGLHQW
plante.

Comme ela a été décrit précédemment, les microorganismes présarsda racine
(endophytes) et fixés sur la racine (rhizoplaoht les premiers a bénéficier des composés
marqués libérés par la plante et se développent principalement grace a cette source de
nutriment. Dans un second temps, les microorganismes du sol rhizosphérique recoivent les
FRPSRVpV TXL QTRQW SDV pWp XWLOLVpV SDU OHV PLFURR
de moins dé*C (Lynch & Whipgps 1990). Autrement diles microorganismes tfs de la
rhizosphere se situent au plus prés de leur ressource en nutriments. La part active de la
communauté microbienne se situe donc logiguement, en majorité, au niveau des racines

1JIX\HQ &HOD FRQILUPH OHV GRQQ pmMundydtodale pHV |
(Mougel et al 2006).

Ainsi, concernant les bactéries du sol rhizosphérique, la structure de la communauté
DFWLYH HVW GLIIpUHQWH GH OD FRPPXQDXWp LQDFWLYH F
sol ou les microorganismes sont nwien contact avec la plante ce sont des bactéries trés

précises qui, de par leur utilisation des exsudats racinaires marqués, vont développer une

199



structurespécifique(Flynn et al 2009 Gamfeldt et al 2008). En revanche, concernant les

champignons, lefaV  GfXWLOLVHU RX QRQ OHV H[VXGDWV UDFLQDL!
QIDIIHFWH SDV OD VWUXFWXUH JpQpWLTXH J/TK\SRWKqgVH
GIK\SKHV IRQJLTXHV TXfLOV GpYHORSSHQW ODUJHPHQW D

permet pas de différencier génétiguement une structure active et inactive dans le sol.

Structure de la communauté microbienne active et inactive au sein de la rhizosphere de
M. truncatula en présence ou non des symbiotes
(Q FH TXL FRQFHUQH OYHIIHW GX V\PELRWH VXU OD VWUXF)
prendre en compte le compartiment rhizosphérique et le type de microorganismes.

Ainsi, dans la racine, la structure de la communauté fongique est influencke par
génotype. Lorsque la plante interagit avec les symbiotes, la structure de la communauté
FKDQJH /fHIIHW OLp j OD SUpVHQFH GHV V\P&duRWHe/ SULPH
la part active de la communauté. En revanche, la structure denfawwuté bactérienne est
influencée par la présence des symbiotes, uniquement concernant la part active de la
communauté.

&H UpVXOWDW UHMRLQW OHV FRQVWDWDWLRQV IDLWF
montre que chekl. truncatulg certains groupebactériens sont préférentiellement associés
aux racines lorsque le symbiote mycorhizien est présent. Il constateddmscson étude
TXY{HQ SUpVHQFH GHV V\PELRWHYV JpQRW\SH - OD VWUXF
spécifique, et differe du géngite mutant TRV25 dépourvu de symbiotes.

&HOD VI{DMRXWH DX IDLW TXH FRQFHUQDQW OH JpQRMW
symbiotes, la structure de sa communauté bactérienne activeadatinkest différente de
celle de son sol rhizosphériqugnehypothése possible est donc que, pour J5, la modification
de structure apportée par les symbiotes au niveau des racines entraine une similitude avec la
structure bactérienne du compartiment sol.

Or, certains travaux ont montrés que les champignons hiy@Ens de types
arbusculaires (AME) comme le sont les champignons symbiotiques du g&lomus
IRUPHQW XQ UpVHDX GYfK\SKHV TXL IDYRULVH OYLPSODQ\
bactériesBianciotto & Bonfante 2002Bonfante & Anca 2009).

Ainsi, les symbiotes d#. truncatuladu genreGlomus peuvent favoriser la migration
HW OfLPSODQWDWLRQ GH EDFWpULHV LQLWLDOHPHQW VL
FRPSDUWLPHQW UDFLQDLUH &HOD G&IR préléy@&mew esHaB®,L TXHU T

apres 71 jours de croissance, la structure de la communauté bactérienne soit identique entre la
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UDFLQH HW OH VRO UKL]J]RVSKpULTXH 'H SOXV SRXU 759
écologique favorable aux bactéries du sol. En conséquerstaydéure de la part active de la
communauté bactérienne est différente entre le sol et la racine.

,O IDXW WRXW GH PrPH QRWHU TXBCrd¢ R dornmthestdl GTHQ!
microbienne, via la plante, seuls sont ciblés les microorganismes qui utilisent les composés
FDUERQpV PDUTXpV IRXUQLY SDU OD SODQWH DX PRPHQ\
composition des communautés microbiennes du sol varienfoection du stade de
développement de la plante (Mougel et al 2006). Ce ne sont pas toujours les mémes
microorganismes qui utilisent les composés au cours de la croissance de la plante,
principalement en raison des variations dans la composition desaexsacinaires. Le stade
de croissance et de développement végétal influence la quantité et la nature des composés
libérés par la plante (Kuzyakov & Domanski 2Qa0/nch & Whipps 199Q Yu et al 2012).

Les analyses ADNSIP ne prennent donc pas en compts Inicrobes qui dnutilisé les
composés marqueés plus toét au cours du développement de la plante. De plus, le fait que ce soit
XQ PDUTXDJH LVRWRSLTXH ORQJ VXU MRXUV HQWUDvV
microbien marqué (Haichar et al 2008). Ajnsi des microorganismes consomment des
métabolites marqués &tC, qui ont été produits par des microbes ayant utilisés les composés
marqué libérés par la plante, alors ces microbes seront comptabilisé comme marqués. Ces
GHUQLHUV QD XU Retayit dBdeteroevt v@dNa Slanie dt @eont pasepdetila

part active de la communaugé interaction directe avec la planant donné la forte densité

et diversité microbienne du sdaCyrtis et al 2002 HornerDevine et al 2003), aucune étude

Q feermis de quantifier cette part de la communauté microbienne utilisant les métabolites
secondaires.

Globalement, les microbes qui utilisent les composés carbonés libérés par la plante, et
gui se situent dans la racine, voient la structure de leur comméumadifiée par la présence
des symbiotes. Cette influence est plus forte pour les champignons.

'DQV OH VRO UKL]J]RVSKpULTXH FHSHQGDQW OD SUpVl
structure des communautés microbiennes. La structure de la communautirbectést
influencée uniquement par le fait que les microorganismes utilisent ou non les exsudats
racinaires. Enfin, la structure de la communauté fongique ne varie pas significativement quel
TXH VRLW OH JpQRW\SH RX OfLP S Gfioh D&y tdmosésHiberésLparlU R E H V
OD SODQWH &HOD SHXW VIJH[SOLTXHU SDU OYfpORLJQHPHQ
DX[ VIPELRWHYV TXL IDLW TXH FHVY GHUQLHUV QYLQIOXHQFH

ce compartiment sol.
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En résumé, a merique les microbes se rapprochent de la plante (racine) ou interagissent
DYHF HOOH SDUW DFWLYH + OfLQIOXHQFH GHV V\PELRWH
importante. Les champignons (Verbruggen et al 2012) et bactéries (van der Heijden et a
2006a) symbiotiques connus pour leurs effets bénéfiques sur la productivité et la diversité des
especes végétales semblent donc agir directement sur la plante mais €galement indirectement,
via leur réle sur le reste de la communauté microbienne (vanedielen et al 2008).

Le fait de coupler des analyses ARISA de structure de communauté avec un marquage
isotopique en utilisania méthode ADN SIPD SHUPLV GTREVHUYHU OHV HIIHW
dans la rhizosphére et de la présence des symbiotedadpag active de la communauté
microbienne.

(Q FRQFOXVLRQ ORUVTX{LO VYDJLW GH OfLQIOXHQFH
de la part active de la communauté, cell@épend du génotype. Pour le génotype J5, la
structuregénétique desommunautébactérienne et fongique activelans la racineQfHVW SDV
significativement différentedu sol rhizosphérique. Il en est de méme ptarstructure
génétigue de la communauté fongique activgéhotype TRV25En revanchechez TRV25,
la structuregénétigie de la communautiactériennective, dans la racindjffere de celle du
sol rhizosphérique

Les résultats de cette étude montrent également quédance de symbiotes impacte
la structure des communautés bactériennes et fongiques dans le compartiment racinaire. La
structure de la part active des communautés bactériennes et fongiques est donc différente
entre les deux génotypes dans ce compartiment, mais identique dans letintenpasol

rhizosphérique.

Il serait intéressant, pour mieux comprendre ces différences ou similitudes de structure de
coupler ces analyses ADN SIP avec une étude de composition des communautés
microbiennesNlaron et al 2011 Neufeld et al 2007a,pUhlik et al 2009). Un suivi au cours

GX WHPSV GH OfpYROXWLRQ GH OD VWUXFWXUH HW FRP
permettrait de comprendre au mieux les interactions au cours du temps entre les symbiotes et

le reste de la communauté. Butler et al @0@ontret dansleur étude que les différences
temporellesdans la composition de la communauté microbienegrésentent un facteur de

variation plus important que les différences spatiales. Une telle cinétigue permettrait,
QRWDPPHQW G Y p Nk VduH bharQueigé &g et de voir comment évolue la

communauté microbienne au cours de la croissanbé tfencatula
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DONNEES SUPPLEMENTAIRES

Figure 3.S1Analyse en composantes principales de la structure génétique bactérienne (A,C)
et fongique (B,D) de la part active de la communauté microbienne rhizosphérique (fraction
GT1%$'1l ORXUMgrHicagd Hruncatula pour les génotypes J5 (J) et TRV25 (T), des
compatiments racine (A,B) et sol rhizosphérique (C,D), en condition enrichi@nLes
ellipses entourant chaque ensemble de réplaarespondent a un intervalle de confiance de

90 %.
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Conclusion du Chapitre 1l

Ce dernier chapitre permet de précigsr interactions entre la plante et les microorganismes
telluriques et de cibler les microbes qui sont impliqués. Le lien trophique entre les deux
SDUWHQDLUHY HVW PLV HQ pYLGHQFH SDU OH VXLYL GH
marquage isotopique aiC a permis de montrefT X{DX VHLQ GH, O PpalheL]RV SKq
organisatiorspatialedes communauté microbienns qui se fatSDU UDSSRUW j OD SOD
part. En effet, une partie seulement de cette communauté interagit avec la plante.

/1L QW H esbpily/ biRroins forte selon la localisation des microbes dans la rhizosphére

car, cellec,b FRQGLWLRQQH OD SUR[LPLWp DYHF OD SODQWH 'YD
fonction des interactions entre les microorganismesgémxes. Au sein deette communauté
microbienne qui utilise les composés carbonés libérés par la plante, les symbiotes qui
VIDVVRFLHQW GH IDoRQ MWrURAtW hfluBncentUD SttuQude/ deGlad

communauté microbienne située dans la racine (Figure 3.6).
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Figure 3.6 %LODQ GH OYDQDO\VH $'1 Y&, 3effeCivéel Bu Qiffgad® P HQ W
OfLQWHUDFWLRQ HQMedichgGtHiXcatulpll 8 WR\RHB, ét Ieud communauté
PLFURELHQQH UKL]JRVSKpULTXH /H JpQRW\SHGVDMKYDXHLO
interagit avec des rhizobactéries et des champignons mycorhizogénes et le génotype TRV25
est son mutant dépourvu de symbiotes (Myad-). Pour chaque compartiment, racine (R) ou

sol rhizosphérigue (SR), des deux génotypes, trois données sont représentées: a) les courbes
GYIDERQGDQFHV PLFURELHQQHYVY GLVWLQJXDQW OHV IUDFWL
données du”*C moyen (+ eeur type) (sans distinction des fractions L et H) ainsi que le
pourcentage dé*C dans chacune des fractions L et H, et enfin c) une représentation
schématique de la structure des communautés bacté&ienriengiques. Globalement, la
biomasse microbiennée /°C et le pourcentage d€C augmentent avec la proximité a la

racine et lorsque la plante interagit avec des symbiotes. Concernant la structure génétique des
communautés bactériennes et fongiques, les symbiotes jouent un réle dans le compartiment
radnaire uniquement. En présence des symbiotes (pour J5), la structure de la part active de la
FRPPXQDXWp EDFWpPULHQQH HW IRQJLTXH QH YDULH SDV
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GILOQOWHUDFWLRQV V\PELRWLTXHV SRXU 759 e @D FRPP)
différente. Cependant, dans le sol rhizosphérique, la structure de la communauté bactérienne
active est la méme que pour le génotype J5 et la structure de la communauté fongique est trés
SURFKH pJDOHPHQW (Q OYDEVHQFH iguél d&/ P eomRiividiné OD V
bactérienne differe entre les compartiments racine et sol rhizosphédgpendant la

structure fongique est trés proche.

Bien que cette étude apporte des éléments de compréhension sur le fonctionnement de
la part active de la eomunauté microbienne, les informations obtenues concernent la
structure génétique. Afin de préciser ces observations, des analyses de composition, telles que
celles réalisées suite au pyroséquencage 454, pereeWaiG {LGHQWLILHU OHV JURX
interagissant avec la plandénsi que leur abondance relativde méme que ceux influencés

par les symbiotes.
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CONCLUSION GENERALE DE LA THESE

Ce travail de thése visait & mieux comprendre les interactions entre deux compartiments,
essentiels au fonctionnement des écosystemes, les plantes et les microorganismes telluriques.
Ces interactions, fondamentales a la réalisation de nombreux servisgdé&iques, sont
EDVpHVY VXU GHV OLHQV WURSKLTXHVY PHWWDQW SULQFLSD
cesdonnéesontextudes, largement reconms dande domainescientifique, que ce soit dans

OHV GRPDLQHV GH O9YDJUR pF RInnidtibh, ud firdtQryle expe@mehtd HQW R
a été mis en place. Le principe étaitabmceptualiserOfLQWHUDFWLRQ HQWUH SOI
SDU GHV FREWV HW EpQplLFHVY SRXU FKDTXH SDUWHQDLUH
desfacteurs de modulatiopour chacunCe protocole a été inspiré par le contexte mondial

actuel qui est celui des changements globaux qui affectent nos écosystémes. Ainsi, les
YDULDWLRQV PLVHV HQ °XYUH VRQW XQH KDXVVH JJH OD FI
atmosphériquetaine réduction de la diversité des microorganismes du sol. Les gaz a effets de
VHUUHYVY pPLV HQ JUDQGH TXDQWLWp GDQY, pOsebuePRVSK(!
nombreux problemes écosyfté TXHV 'H PrPH OHV DSSOLFDWL&®&QV GH S
les systemes intensifs de culture souvent pratiqués conduisent a une réduction de la diversité

microbienne.

Le choix du systeme plantesicrobes est donc justifié par les enjeux mondiaux actuels. En

effet, ces préoccupations peuvent se résumer eprodaction alimentaire plus importante et

de bonne qualité afin de répondre aux besoins croissants de la population mondiale, et cela en
UHVSHFWDQW OfHQYLURQQHPHQW GRQF HQ RSWDQW SRXL
GYDIJULFXOWXUHGGXWIEOAONDLDWERRHEIHWY PLFUREHV GX VRO S
OD VDQWp GHV SODQWHV 3$LQVL SRXU PLHX[ JpUHU FH

comment fonctionnent les plantes, les microbes telluriques et leurs interactions.

&HWWH pWaséa Hprincihalamant Bur la Iégumineuse modiéddicago truncatulala

luzerne tronquée. Cette plante se rapproche génétiquement de la plupart des légumineuses
XWLOLVpHY GDQV OTDOLPHQWDWLRQ KXPDLQH SRLV VI
agroécologiqueElle est aussi bien connue pour ces interactions avec des microorganismes
VIPELRWLTXHV XQH EDFW p &lnkhorizohiid \WtU LfF Hcha@idhoiR W H

endomycorhizogéne a arbusaitiel genreGlomus
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Concernant le partenaire microbien, les interactions ont été peu a peu complexifiées afin de se
rapprocher de conditions naturelles. Dans un premier telpssuncatulaa été mise en

interaction avec un seul microorganisme (Chapitre 1), la bactérie nstey@on symbiotique,
Pseudomonas fluorescerSnsuite, une communauté microbienne dans son ensemble a été
XWLOLVpH &HOD D SHUPLV HQWUH DXWUH GMcr@ie© XUH GI
un aspect non pris en compte dans le premier chapttrpourtant essentiel dans le
fonctionnement de cette relatioles interactions entre microorganismes -eudmes. La
GLYHUVLWp GH PLFUREHV SUpVHQWYV GDQV OH VRO QH S|
interactions, les microorganismes les plus coretuss plus importants vivis de la plante

ont été utilisés les symbiotes. Ainsi, les interactions microbgisrobes ont consistén
OfpWXGH GHV LQWHUDFWLRQV HQWUH PLFURRUJDQLVPHYV
., HW HQ O pWxsGynhbted/siH ld Biyciire génétique des microorganismes non
symbiotiques (Chapitre IlI).

La synthese bibliographique a permis de définir le cadre scientifique correspondant au
IRQFWLRQQHPHQW GH FHV LQWHUDFWLR &Mtan$ &tQl¥ son O p Y L (
importance vix YLV GH OfYpFRV\VWqgPH PDLVY DXVVL OH U{OH
indépendamment les plantes et les microbes du sol ont pu étre explicités. Cette partie avait
SRXU EXW GH IDLUH FRPSUHQGUH <ef leQdltitsLhebés<aifigs WoXrG L H U

les étudier.

Dans un premier temps, il a donc été entrepris de partir sur une base simple en étudiant une
LQWHUDFWLRQ GH W\SH JpQRW\SH SODQWH [ JpQRW\SH PL
des systemes si simp#B du fait de la difficulté de contréler microbiologiqguement le sol

durant la croissance de la plante. Un systeme simplifié, bien que loin de la réalité, permet
néanmoins de contréler tous les parametres hormis ceux dont on veut voir les effets. Les
systenes microbiologiquement controlés spécialement développés pour cette
expérimentation, ont permis une telle étude. Il a alors été possible de mesurer les variations de
FREWYV HW EpQplLFHV SRXU FKDTXH SDUWHQDLUHtiohDQV XQ
de la concentration en GODWPRVSKpULTXH VXU OfYpTXLOLEUH GHV F
OfLOQOWHUDFWLRQ RQW pWp VXLYLV DX FRXUV GH OD FURLYV
SDV IRUFpPHQW FHOOH DWW H Q Gisatibn eOfaveliHde V& pRivgpadgiée T X 1 X C
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remarquée. Cette conséquence négative pour la baetdtiorescensQ D FHSHQGDQW pW
WUDQVLWRLUH /YfpTXLOLEUH VIHVW SDU OD VXLWH UpWDEC

Ce premier chapitre a donc permis de constatefegplantebénéfige d I X Qadsse du
CO, de parla production accrue de graines et leur meilleure qualitétionnelle La bactérie
a rencontré, en revanche, une période défavorable avec une réduction de biomasse. Ces
résultats posent la question du maintien ou non de cédtaction beéfique a la plante étant
donné OD FDSDFLWp GYfpYROXWLRQ UDSLGH GHV PLFURRU
GTHQULFKLV Vratd<phgrigde) la8b2actérie pourrait, a plus long terme et dans des
FRQGLWLRQV GH FRPSpWLW (R Qili@atkrell; fidptud/roaihiéniP tetd) R E H
interaction.

Il a, parla suite été envisagé de mener la méme expérimentation en diminuant la
concentration en CQOatmosphérique afin de confirmer, par la situation opposée, le résultat
obtenu. Ce type de galation atmosphérigue du GAHVW SOXV FRPSOH[H j PHWWU
ELHQ TXH SRWHQWLHOOHPHQW LQWpPUHVVDQWH V{pORLJIQF
PLFUREHYVY DXUDLHQW SX rWUH DMRXWpV PDLVY OH PDLQWLF
de colts et bénéfices auraient été plus complexes. En conséquence, il a été choisi de

privilégier le rapprochement avec un systéme naturel.

/ITXWLOLVDWLRQ GYXQH FRPPXQDXWp PLFURELHQQH GDQV
de la communauté micradine du sol de Montpellier (Chapitre 11). Ce sol est riche en matiere
organique et microorganismes symbiotiques et contient donc une microflore abondante. La
YDULDWLRQ DSSRUWpH DX[ LQWHUDFWLRQV VYHVW IDLWH
expérimetation. Un des facteurs du changement global, la menace de la biodiversité, a été

pris en considération en diluant la diversité de la communauté microbienne de facon a créer
XQ JUDGLHQW GH GLYHUVLWp 'H SOXV Ofpiégtéeidu@itdv L QW
GH OLPSOLFDWLRQ GHV V\PELRWHVY 3RXU FHOD,e®&HX|[ DXV
plus de M. truncatulg dont on sat TX{HOOH SRVVgGH GIHX][ VY DREMR VGH
Brachypodium distachygnnteragissant seulement avec le syrnimycohizien Glomus et

Arabidopsis thaliana QpWDEOLVVDQW DXFXQH LQWH bk @ILRQ V\PE
JUDGLHQW GH GLYHUVLWp PLFURELHQQH HW GYfXQ JUDGLHC
de colts et bénéfices pour les plantes et leurs symbiotes ont été mesurées. Concernant les
microorganismes, la composition de la communauté microbienne nohictigue a été

analysée, grace a la techniqgue de pyroséquencage, pour chaque nivieersie. Cette

étude a révélecGHV SRLQWYVY LQWpUHVVDQWY TXL VRQW OfTLQWpUI
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croissance symbiotique et également pour les plantea #&lo dépendance vésvis des

symbiotes. Autrement dit, plus une plante est dépendante des symbiotes pour sa croissance, sa
VXUYLH HW VD UHSURGXFW MRt@ncdiRaPe? pluf-dllel $oiffreOde [E DYV GH
dilution de diversité.

Ce deuxieme dmpitre a donc confirmé le réle des symb®et la dépendance qui se
crééeentre les plantes et leur symbiotes. Cependant, les codlts liés a la symbiose sont mis en
avant du fait queB. distachyon TXL QD EHVRLQ TXMa EBEfiefier \deP&E L R W H
diminution de densité de celui. Ce travail a permis de mettre en avant un point plutot
LQDWWHQGX OH IDLW TXIXQH IRUWH GLYHUVLWp PLFURE
especes vegeétales.

Les conclusions obtenues au terme de ce secompitrehantsoulevéla question de la
compositionet de la provenanode cette communauté microbienne non symbiotique plus ou
moins importante pour la plante et en interaction avec les symbiotes. Il serait intéressant de
voir, dans un premier temps, comment est firée cette communauté et quels sont les

microbes qui jouent réellement un role et utilisent les composés carbonés libérés par la plante.

Pour répondre a cette question, une expérimentati@mt la méthodeADN SIP a été
entreprise. Cette méthode a corésiatfournir du CQ DWPRVSKpULTXH PDUTXp DYl
3¢ | OD SODQWH SXLV j FLEOHU GDQV OD UXQ, petkedegUH O ¢
dit correspondant aux microorganismes ayant utilisé les composés marqués libérés par la
plante. Afin de conser HU GDQV OIYDQDO\VH OHV LQWHUDFWLRQV
communauté, deugénotypes dé. truncatulaont été utilisés J5, legénotype sauvage avec
ces deux symbiotes et TRV25,dp QRW\SH PXWDQW G p Ssyndbiovidess FDVV RF LI
dissociantle compartiment racine du sol rhizosphérique, cette étude met en avant une
influence des symbiotes sur la structure de la communauté microbienne de la racine. De plus,
OH IDLW TXTHQ SUpVHQFH GX V\PELRWH OD VWUXFWXUH
microbienne soit trés proche entre la racine et le sol rhizosphérique soutient les observations
faites dans le second chapitre de la thése. En effetMhieancatulg les symbiotes semblent
employer le reste de la communauté microbienne du sol afin de lgurerdle envers la
plante.

Ce dernier chapitre met concrétement en évidence le role des symbiotes sur le reste de
la communauté. De méme, au sein de la diversité microbienne importantd.goumcatulg

(Chapitre 11) plusieurs groupes peuvent élisingués en fonction de la position des microbes
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GDQV OD UKL]RVSKgUH PDLV pJDOHPHQW HQ IRQFWLRQ GX
de cette communauté interagit réellement avec la plante (Chapitre III).

Ces trois Chapitres de these et le liatreles différentes expérimentations sont réesumés dans

le schéma edessous (Figuré.l).
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Figure 4.1 Bilan schématique des expérimentations conduites dans les chapitres I, Il et I,

afin de mieux comprendre les interactions plamé@sobes et microbesiicrobes. 1) La
SUHPLgQUH H[SpPULHQFH YLVH jMpidagG trishthtulxdt PWibhidbisF W LR Q |
fluorescensen condition de CQaugmenté. Le principal résultat est la déstabilisation des
LOQWHUDFWLRQV HQ IDYHXU GH OD SODQWH ,, /D GHX[LqgP!
trois espéces veégétaldsl. truncatulg Brachypodium distachyort Arabidopsis thaliana

avec une communauté microbienne rhizosphérique dont la diversité des microorganismes non
VI\PELRWLTXHYVY D pWp GLOXpH /YHIIHW GH OD GLOXWLRC
reproduction végétale dépend du type de plante et dépsmdance vig-vis des symbiotes.

1) Enfin, la troisiéme expérience a entraileémarquage isotopique, atC, des composés
FDUERQpPV IRXUQLY j OD FRPPXQDXWp PLFURELHQQH UKL
structure. Cette expérience a également pgrmt6 H FRPSUHQGUH OfJLQIOXHQFH

le reste de la communauté.
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PERSPECTIVES

Cetravail de thése complete les études réalisées dans le but de comprendre le fonctionnement
des interactions entre les microorganismes telluriques et les plantes. De nombreuses études
RQW DLQVL IDLW OfpWDW Gicvobierinel ¥njzoepHén@ BeteR BtPaK Q D X W p
2012; Brussaard et al 20Q#an der Heijden et al 20D&t ce sont notammefdcalisées sur
lessymbiotes Denison & Kiers 2004a,bvan der Heijden et al 2006a,b ; Rudgers et al 2004

Smith & Smith 2011 'IDXWUHV WUDY D Xpmpéptlve & HE RécypterHe
IRQFWLRQQHPHQW GH OD SODQWH HW OH U{leherieR GDPHQ\
1993; Luo 2007; Lynch & Whipps 1990 Nguyen 2003 Ziska & Bunce 2006 Sur la base

des connaissances acquises sur chaque paeteded études, reliant les deux compartiments,

se sont développées. GénéraleméaHV pWXGHV HQWUDVQHQW XQH YDULL
OYDXWUH GHVY SDUWHQDLUHYV HW PHVXUHQW OHV FRQVpPTXL!
(Drigo et al 2008 Eiserhauer et al 2012Finzi et al 2006 Grace & Zhang 2006Griffiths et

al 2000; He et al 2012 Kuzyakov et al 200/

Ce travail de these a, cependant, voulu apporter une vision complete du systéme en observant
les effets de variations environnementleV XU FKDTXH SDUWHQDLUH GH OfLC
sur la force des liens trophiques qui assaodes deux comptiments, cette étude a apporté
qguelques éléments de réporma le fonctionnement de ces relations plamésobes et
microbesmicrobes,ayant lieu au sein de la rhizosphére. Ainsi, le comportement de ces
interactions face a certains parametres du changement global (hausse eturétiDction de

la biodiversité) a été mis en évidence. Les conséquences pour les plantes et les
microorganismegnt été mesurées avec une vision de biologie évolutive, prenant en compte,
notamment, la croissance microbienne et la reproduction végétale. Des études de biologie
moléculaire ont également apporté des éléments de répdns® QW j OTRUJIJDQLVD\

compariment rhizosphérique eturéle des symbiotes.

8Q DVSHFW PDQTXDQW GH OTLQWHUDFWLRQ WURSKLTXH DX
de compléter cette vision des interactionsOfDMRXW GHV DQDO\WVHV GH |
rhizodépots produits par |g@ante. Cependant, de telles analyses sont complexes a mettre en

°XYUH FDU HOOHV QpFHVVLWHQW GH GLVWLQJXHU GDQV

produits par les plantes et les microorganismes. De nouvelles techniques de biologie
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moléculaires émeent, telles que des analyses de métagénomiques ou métaprotéomiques
(Delmont et al 2011 Fierer et al 2012 Keiblinger et al 2012 Maron et al 2011 Simon &

Daniel 2011; Terrat et al 2011)et ouvrent des pistes de recherches qui apporteraient une
vision plus complete des interactions rhizosphériques. Mieux comprendre le fonctionnement

du systeme plantePLFURRUJDQLVPHY SHUPHWWUDLW GH QRXYHO
dans les domainegydcole, alimentaire et environnementdbnt la pérennisatiodépend de

ces interactions.
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