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Introduction

Les écosystemes végétaux sont des entités complexes ol les interactions entre plantes,
microbes et environnement jouent un role fondamental dans la santé et la productivité
des plantes (Meshram et al., [2022)). Parmi ces interactions, le xyleme, tissu vasculaire
essentiel au transport de 1’eau et des nutriments, constitue une niche écologique
unique, abritant une diversité microbienne qui influence fortement la santé des plantes
(De La Fuente et al., 2022, Purcell et Hopkins, [1996). Cependant, cette niche peut
également devenir le théatre de 'activité de pathogenes destructeurs spécialistes du
xyleme, comme Xylella fastidiosa (XF) et Brenneria salicis (BS), responsables de
maladies dévastatrices chez de nombreuses especes végétales (De La Fuente et al.,
2022).

XF, bactérie xyleme-limitée, est a 'origine de maladies telles que la Pierce disease
of grapevine ou le Olive quick decline syndrome. Endémique au continent américain,
XF a été détectée en Europe pour la premiere fois en 2013 et représente une menace
majeure pour les cultures agricoles et les écosystemes naturels, avec des pertes
économiques estimées a plusieurs milliards d’euros (EFSA, 2023)). De son cdté, BS,
responsable de la Watermark disease sur les saules, pose également des problemes
dans les régions tempérées, affectant non seulement la biodiversité locale mais aussi

les industries forestieres (Pesenti, 2024)).

Le role important du microbiote xylémien dans la santé des plantes face a ces
pathogenes est indiscutable selon la communauté scientifique (Maes et al., 2009,
Anguita-Maeso et al., 2020). En effet, BS et XF peuvent se comporter de maniére
pathogene ou dormante au sein d'une méme plante hote. Les interactions complexes,
ol le microbiote peut a la fois faciliter ou entraver la progression des pathogenes,
restent encore mal comprises. Une compréhension approfondie de ces mécanismes
pourrait ouvrir la voie a des stratégies innovantes de gestion biologique, en exploitant
les communautés microbiennes pour limiter les impacts des pathogenes (Meshram
et al., 2022).

En parallele, les avancées en biotechnologie et en génomique, telles que les analyses
métagénomiques et les approches basées sur ’ARNr 16S, permettent aujourd’hui
de caractériser plus finement ces communautés microbiennes. Ces outils offrent un
apercu global des interactions entre microbiote et pathogenes, révélant les mécanismes
biologiques sous-jacents et leurs implications pour la santé des plantes (Fadeev et al.,
2021, Fatima et al., |2024).

Ce travail s’inscrit dans cette dynamique et vise a explorer les interactions entre les



communautés microbiennes xylémiennes et les pathogenes XF et BS, en mettant
I’accent sur les especes du genre Salix et Populus, essentielles aux écosystemes
européens. Par ce mémoire, nous espérons contribuer a une meilleure compréhension
des interactions plantes-microbes-pathogenes et fournir des bases solides pour le

développement de nouvelles méthodes de gestion durable des maladies des plantes.

Le premier objectif de ce travail est de tenter d’observer les interactions entre les
pathogenes XF et BS avec des endophytes sélectionnés pour leurs propriétés PGP et
antagonistes aux pathogenes in vitro isolés des genres Salix et Populus. Le second
objectif est de caractériser le microbiote xylémien des saules et peupliers. Cela en

s’essayant a l'analyse métagénomique et par une méthode culture-dépendante.

Ce travail commencera par le chapitre [1] comportant la description des pathogenes
XF et BS, une présentation de la famille des Salicaceae, puis des généralités sur le
xyléeme et ses microorganismes associés. Les objectifs détaillés de ce mémoire sont
traités dans le chapitre 2l Les dispositifs expérimentaux sont décrits dans le chapitre
Bl Enfin, les résultats obtenus seront présentés dans le chapitre [f] et discutés dans le
chapitre [5]



Chapitre 1

Etat de Dart

1.1 Le cas de Xylella fastidiosa et Brenneria sa-
licis

Les premiers signes de XF' sont observés en 1887 par Newton B. Pierce, qui a décrit
la Pierce disease of grapevine affectant les vignes en Californie. Pendant longtemps,
I’agent causal a été associé a un virus, jusqu’a ce que la bactérie soit isolée en 1978
et nommée Xylella fastidiosa. "Fastidiosa" car ’espece est fastidieuse a cultiver sur
milieux in vitro (Purcell et al., [1981)). Cette bactérie est responsable de nombreuses
maladies graves, comme la phony peach disease sur péchers aux Etats-Unis ou Citrus
variegated chlorosis au Brésil, qui a fortement impacté I'industrie des agrumes . Elle
cause également des dégits sur les arbres ornementaux (CABI, 2022b|; Purcell et al.,
1981]).

En Europe, XF a été détectée pour la premiere fois en Italie en 2013, ot elle a provoqué
le Olive quick decline syndrome, causant des pertes économiques catastrophiques.
Depuis, elle s’est rapidement propagée dans plusieurs pays européens, devenant 1'une

des principales menaces phytosanitaires pour 'agriculture en Europe (EFSA, [2023)).

BS est une bactérie phytopathogene responsable de la Watermark Disease, signalée
pour la premiere fois en 1921 en Angleterre (Dowson, |1937)). Cette maladie, consi-
dérée comme 'une des plus graves affectant les saules (Saliz spp.), se manifeste
par une accumulation anormale d’humidité dans le bois, liée a des perturbations de
la conductivité de I'eau (Hanneke et al., 2009). BS anciennement appelée Erwinia
salicis, réside également de manieére asymptomatique dans d’autres especes d’arbres,

comme les peupliers et les aulnes, mais seuls les saules développent des symptomes.



Le passage de BS de I’état endophyte a un état pathogene reste mal compris, tout
comme l'interaction complexe entre la plante et la bactérie. Il est admis que BS
peut pas causer la maladie seule, et qu'un ou plusieurs facteurs supplémentaires,

encore inconnus, sont nécessaires pour déclencher la pathogénicité (Maes et al., 2009).

XF et BS sont deux bactéries phytopathogenes du xyleme pour lesquelles aucun
traitement curatif applicable en culture n’existe a ce jour. Elles partagent des hotes

communs et peuvent toutes deux adopter un comportement dormant au sein de leur
hote (CABI, 2022b, CABI, 2022a, Maes et al., 2009).

1.1.1 Taxonomie

Ces dernieres années, les progres en génomique ont considérablement affiné la clas-
sification des microorganismes. Initialement, cette évolution a été soutenue par
'utilisation du gene Acide ribonucléique ribosomique (ARNr) 16S ainsi que par des
approches telles que I’analyse et le typage par séquences multilocus (MLSA et MLST).
La MLSA permet de différencier les especes au sein d’un genre et d’identifier des
sous-especes, tandis que la MLST est utilisée pour distinguer les sous-especes entre
elles. Plus récemment, ces approches ont été supplantées par des méthodes basées
sur la phylogénie génomique complete, offrant une précision accrue dans I’étude des
relations évolutives (Bakhshi et al., 2021). L’affinage de la taxonomie a conduit a
des avancées significatives dans le domaine de la phytopathologie et des interactions
entre microbes et plantes (Cregger et al., 2021, Gilbert et Parker, 2016)).

XF et BS appartiennent toutes deux au phylum des Pseudomonata et a la classe des
Gammaproteobacteria (Tab. [L.1)).

XF appartient a la famille des Xanthomonadaceae (Tab. , qui regroupe plus
de 20 genres, parmi lesquels Xanthomonas et Xylella sont particulierement bien
connus. Cette famille est majoritairement composée de bactéries phytopathogenes,
une spécificité attribuée, entre autres, a leur systeme de sécrétion de type III et a ses
effecteurs associés, capables de détourner les défenses immunitaires des plantes et de

perturber leurs processus cellulaires (Mhedbi-Hajri et al., 2011).

BS, initialement classée dans la famille des Enterobacteriaceae sur des bases phéno-
typiques, a été reclassée en 2016 dans la famille des Pectobacteriaceae suite a une
refonte de la classification basée sur la phylogénétique moléculaire (Adeolu et al.,
2016)). Cette famille, qui regroupe principalement des bactéries phytopathogenes,
comprend huit genres (Acerihabitans, Biostraticola, Brenneria, Dickeya, Lonsdalea,

Musicola, Pectobacterium et Sodalis) tous isolés a partir de matériel végétal ou d’eaux



Table 1.1 — Taxonomie de XF et BS (CABI, 2022b, CABI, |2022a)

Xylella fastidiosa Brenneria salicis
Regne Bactérie Bactérie
Phylum Pseudomonata Pseudomonata
Classe Gammaproteobacteria Gammaproteobactéria
Ordre Xanthomonadales Entérobactérale
Famille Xanthomonadaceae Pectobacteriaceae
Genre Xylella Brenneria
Espeéce Xylella fastidiosa Brenneria salicis

Sous-especes  pauca, multiplex, fastidiosa /

de surface (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2024).

Le genre Xylella inclut deux especes : X. taiwanensis et X. fastidiosa. La premiere,
isolée a Taiwan et responsable de la Pear leaf scorch disease, était initialement
considérée comme une sous-espece de XF mais a été reclassée en 2016 en raison de
différences significatives au niveau des genes utilisés pour la classification phylogéné-
tique (Su et al., [2016)). La seconde, XF, comprend actuellement trois sous-especes

officielles : pauca, multiplex, et fastidiosa.

Le genre Brenneria regroupe huit especes : B. alni, B. corticis, B. goodwinii, B.
nigrifluens, B. populi, B. roseae, B. rubrifaciens et BS. Ces especes sont divisées en
deux groupes : le groupe A et le groupe B. BS appartient au groupe B, aux cotés de
B. roseae et B. rubrifaciens (Bakhshi et al., [2021). B. roseae et B. rubrifaciens ont
respectivement été isolées de chénes présentant le Acute oak decline syndrome et de
noyers affectés par le Deep bark canker of walnut trees (McClean et Kluepfel, 2010,
Sapp et al., [2016)).

1.1.2 Biologie de XF et BS

XF et BS partagent des caractéristiques communes. Leur température de croissance
optimale est similaire (Tab. . Elles sont toutes deux des bactéries Gram négatives,
non sporulantes et dépourvues de flagelles (Tab. . Cependant, elles présentent une
motilité active. XF se déplace par twitching, un mode de déplacement qui s’effectue
sans flagelles grace a I'extension, 'attachement puis la rétraction de pili polaires de
type IV (Li et al., 2007). XF est aérobie stricte et se présente sous forme de batonnets
de 0,1 a 0,5 pm de large et de 1 a 5 pm de long (Tab. . BS, quant a elle, est
anaérobie facultative et se présente également sous forme de batonnets de 0,5 a 1
nm de large et de 1,3 a 3 um de long (Tab. .



Table 1.2 — Tableau comparatif entre XF et BS ou les lignes vertes correspondent
aux caractéristiques communes chez XF et BS

Xylella fastidiosa Brenneria salicis
Gram Gram- Gram-
Taille cellulaire 0,1-0,5 x 1-5 pm 0,5-1,0 x 1,3-3,0 pm
Flagelle Non Non
Sporulation Non Non
Métabolisme aérobie stricte anaérobie facultative
T° optimale de 26°C-28°C 26°C-28°C
croissance
Biofilm Oui /
Cycle de vie Xyléme-limitée Colonisatrice du xyléme

Transmission hori- Insectes piqueurs-suceurs aérienne et hydrique

zontale du xyleme

Transmission verti- boutures et graines boutures

cale

Maladies Pierce disease of grape- Watermark disease

vine, Phony peach disease,
Plum leaf scald, Citrus
variegated chlorosis, Olive
quick decline syndrome

XF est une bactérie xyleme-limitée capable de coloniser le xyleme primaire et secon-
daire (De La Fuente et al., 2022, Sun et al., 2013), c’est-a-dire qu’elle ne peut survivre
que dans le xyleme et dans une zone bien précise de son insecte vecteur. BS, quant
a elle, est une bactérie spécifique du xyléme, ce qui signifie qu’elle peut survivre
dans d’autres types de tissus avant d’atteindre et de coloniser le xyleme (CABI,
2022bl De La Fuente et al., 2022). Par conséquent, ces deux bactéries présentent des

mécanismes d’adaptation au xyleme différents (De La Fuente et al., [2022).

Pour coloniser le xyléme ou ses insectes vecteurs, XF est capable de passer par des
états d’adhérence ou planctoniques en formant des biofilms (Li et al., 2007)). Les bio-
films sont des agrégats multicellulaires organisés au sein d’une matrice généralement
auto-produite. Ils favorisent la signalisation, la communication et protegent les com-
munautés bactériennes des stress environnementaux. L’évolution de la colonisation est
régulée par un quorum sensing. Dans un premier temps, quelques bactéries pionnieres
se fixent au substrat grace a des adhésines et d’autres structures membranaires. Chez
XF, cette étape est assurée notamment par les pili de type I, essentiels a I'adhésion.
Les pili de type IV interviennent également (Li et al., 2007, De La Fuente et al., 2007)).

Pour fonctionner correctement, ces pili nécessitent notamment une concentration



suffisante en ions Ca™" (Cruz et al.,|2012)). Apres fixation, les bactéries se multiplient,
s’agregent et sécretent des polymeres extracellulaires tels que des protéines, des
polysaccharides, des lipides et des Acide désoxyribonucléique (ADN) extracellulaire
formant la matrice du biofilm. Enfin, le biofilm peut s’agrandir ou s’auto-détruire

pour permettre aux bactéries de repasser en phase exploratoire (Li et al., 2007).

1.1.2.1 Transmission

BS et XF peuvent toutes deux se transmettre de maniere horizontale et verticale. XF
peut se transmettre par le bouturage et les graines (chez le pacanier uniquement),
tandis que BS se transmet uniquement par le bouturage (Tab. (Cervantes et al.,
2022, CABI, 2022b, CABI, 2022al).

De maniere horizontale, BS peut se transmettre par voie aérienne ou hydrique a
travers des ouvertures naturelles (stomates) ou des blessures dans son hdte. Des
insectes vecteurs sont également considérés comme vecteurs de BS bien que cela
n’ai pas encore été prouvé (Pesenti, 2024)). BS peut survivre dans des tissus morts
pendant au moins 4 ans (Maes et al., 2009).

XF, quant a elle, nécessite des insectes piqueurs-suceurs du xyleme pour se transmettre
horizontalement (Tab. (Cervantes et al., 2022, CABI, 2022b, CABI, 2022a,
Chatterjee et al., [2008). XF étant incapable de survivre hors de ces insectes ou du
xyleme, ceux-ci ont un role essentiel au cycle de vie de XF. La majorité des insectes
vecteurs ou potentiellement vecteurs de XF appartiennent a 'ordre des Hémipteres,
notamment aux familles Cercopidae, Cicadellidae, Cicadidae et Machaerotidae. Ces
insectes, peu spécifiques, sont répartis sur la presque totalité des terres émergées. Ce
manque de spécificité des vecteurs accroit le risque d’introduction et d’établissement
durable de XF dans des zones ot elle est absente. La bactérie atteint 'insecte lorsqu’il
se nourrit sur une plante infectée. Une fois fixée, XF prolifere dans le précibarium
en formant des biofilms. Apres environ 8 heures, la densité bactérienne atteint son
pic, variant entre 50 000 et 100 000 bactéries selon I'insecte. XF ne colonise pas
I'insecte au-dela du précibarium, ce qui empéche son passage dans I’hémolymphe ou
les organes internes, faisant d’elle un pathogene transmis de maniere non circulative
et non persistante. La colonisation du précibarium est transitoire, car lors de la mue,
la cuticule ectodermique de celui-ci est renouvelée, éliminant ainsi le biofilm. Pour
redevenir vecteur, I'insecte doit se nourrir a nouveau sur une plante infectée apres

chaque mue (Cornara et al., 2019).

1.1.2.2 Plantes hotes

Les plantes hotes symptomatiques de BS sont exclusivement des especes du genre

Saliz, comme S. alba et S. fragilis (CABI, 2022a). BS colonise également les genres



Populus et Alnus, mais sans engendrer de symptdmes particuliers (Huvenne et al.,
2009).

XF, quant a elle, est beaucoup moins exclusive. Elle peut coloniser des genres
extrémement variés. Actuellement, elle a été isolée ou séquencée a partir de 451
especes végétales réparties dans 204 genres et 70 familles, incluant des herbacées et
des ligneuses. Parmi elles figurent des familles importantes comme les Salicaceae,
Oleaceae, Vitaceae, Rosaceae, Fabaceae, Brassicaceae et Poaceae (EFSA et al., |[2024)
CABI, [2022b)). Les estimations incluant les hotes potentiels de XF dépassent 700
especes appartenant a 89 familles différentes (EFSA et al., [2024)).

Il est important de noter que XF et BS partagent les genres Saliz et Populus comme

hotes potentiels.

1.1.2.3 Symptomes

Chez les hotes sensibles, une infection par BS dans le xyleme peut entrainer la
Watermark disease. Le délai entre la colonisation bactérienne et l'apparition des
symptomes liés a cette infection est treés variable. Les premiers signes incluent le
flétrissement des feuilles distales des branches au sommet de la cime. Ces feuilles,
passant du vert au rouge-brun, restent accrochées aux branches de printemps a
I'été. Ce symptdme, souvent discret, passe inapergu. Au fil des années, les branches
infectées dépérissent, et d’autres feuilles présentent les mémes symptomes. Une section
transversale des branches touchées révele des taches rougeatres a noiratres dans le
bois, normalement blanc, d’ou le nom Watermark. Ces taches peuvent apparaitre
sous forme de zones irrégulieres. A terme, un arbre infecté et symptomatique finit
par mourir (CABI, 2022a;, Maes et al., 2009).

Chez XF, les symptomes varient selon I’hdte et sont généralement liés a une occlusion
partielle des vaisseaux du xyléme. Les premiers signes peuvent étre confondus avec
des facteurs abiotiques ou d’autres agents biotiques. Le délai entre I'inoculation et
I’apparition des symptomes peut aller de quelques mois a plus d'un an, en fonction
de I'espece et de son age. Le symptome le plus caractéristique est une briilure foliaire
précédée par une chlorose en bordure des feuilles. Le dessechement s’étend ensuite,
entrainant le flétrissement et la chute du limbe, tout en laissant le pétiole attaché.
Les tiges malades mirissent de maniére irréguliere. Plus tard, les plantes infectées
montrent un retard de croissance, des feuilles chlorotiques plus petites et des branches
faibles. Les cultivars les plus sensibles survivent rarement au-dela de 2 a 3 ans apres
Iinfection. Chez les vignes, les jeunes plants succombent plus rapidement que les
plants plus agés (CABI, 2022b, EFSA et al., 2018)).



1.1.2.4 BS et XF comme endophytes

BS et XF peuvent adopter un comportement pathogene ou endophyte au sein
de leur hote, un phénomeéne partiellement attribué a l’absence d’un systeme de
sécrétion de type IIT (SST3) chez ces deux bactéries. Les SST3, essentiels chez
de nombreux phytopathogeénes, permettent 'injection d’effecteurs dans les cellules
végétales, bloquant ainsi les réponses immunitaires induites (Maes et al., [2009, Roper
et al., 2019).

BS présente méme des traits de bactéries promotrices de croissance des plantes
(PGP). Maes et al. ont montré qu’en faibles concentrations, BS favorise significative-
ment la production de chlorophylle chez les saules. La surpopulation de BS dans le
xyleme, responsable de symptomes, est influencée par des facteurs abiotiques comme
les saisons, les traces d’herbicides ou les niveaux d’azote dans le sol. Bien que la
fertilisation azotée stimule la croissance des saules, elle les rend plus sensibles a BS
(Hanneke et al., 2009).

Selon Roper et al. (2019), I'absence de SST3 chez XF pourrait refléter une évolution
dégénérative par rapport aux autres pathogenes de la méme famille. Ce mode de vie
aurait permis a XF de coloniser un large éventail d’especes végétales sans les affecter.
De plus, le quorum sensing de XF exprime parfois des comportements antivirulents,
tels que la limitation de sa dispersion ou la production de vésicules de membrane
externe (OMVs) qui réduisent son adhérence aux parois du xyleme (Roper et al.,
2019).

1.1.3 Importance économique, écologique et méthode de

luttes

1.1.3.1 Distribution géographique

XF est endémique au continent américain. Les sous-especes fastidiosa, multiplex
et pauca sont respectivement originaires d’Amérique centrale, d’Amérique du Nord
et d’Amérique du Sud (CABI, 2022b). Cependant, la mondialisation a récemment
permit a XF de se répandre sur d’autres continents comme 1’Asie et I’Europe .
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Figure 1.1 — Distribution géographique de XF. En jaune la bactérie est considérée
comme installée et en rose comme contenue (EPPO, 2024)).

La premiére détection et caractérisation de BS a été faite au début du 20°™° siecle
au Royaume-Uni. Aujourd’hui, la bactérie est recensée aux Pays-Bas, en Belgique,
en Autriche, en Hongrie, en Italie, en Iran et au Japon (CABI, [2022a)).

1.1.3.2 Impact économique

Les impacts économiques de XF sont majeurs. Les pertes les plus importantes
concernent les cultures de vigne, d’agrumes, d’amandes, d’olivier et de café. En
2023, I’ EFSA estime une perte potentielle de production annuelle de 5,5 milliards
d’euros, affectant 70 % de la production des oliviers de plus de 30 ans, 11 % des
agrumes, 13 % des amandes et 1 a 2 % de la production de raisins, dans un scénario

ou la propagation de XF serait totale a 1’échelle de I'Europe. Ces différents secteurs
représentent pres de 300 000 emplois en Europe (EFSA, 2023).

BS a eu un impact économique significatif dans les années 1930 sur 'industrie des
battes de cricket au Royaume-Uni, en décimant des plantations de saules (Hanneke
et al., . Aujourd’hui, il n’existe pas de chiffres précis concernant 'impact
économique actuel de cette bactérie. Les pertes de production de bois de saule liées

a BS se seraient stabilisées a partir de 1980 & environ 0,5 %, grace aux méthodes
prophylactiques développées (CABI, 2022a)).
1.1.3.3 Meéthodes de lutte

Aujourd’hui, aucun traitement applicable n’a été développé pour éliminer XF et
BS des plantes infectées. Néanmoins, différentes stratégies prophylactiques existent
contre ces bactéries (EFSA et al., 2019, Pesenti, 2024)). Pour les deux bactéries,
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le développement et 'utilisation de cultivars résistants a permettent de réduire la
pression exercée par ces pathogenes (EFSA et al., 2019, Pesenti, [2024). La surveillance
des plantations est essentielle pour repérer les premiers signes d’infection et contenir
rapidement la maladie (EFSA et al., 2019, Pesenti, 2024)). Les infections de BS
peuvent également étre gérées en élaguant les branches infectées. Les outils doivent
ensuite étre désinfectés entre chaque coupe pour éviter les contaminations croisées
(Pesenti, 2024)).

En Europe, afin de contenir au maximum la propagation de XF, cet organisme
a été classé comme organisme de quarantaine. Cela signifie que son introduction
dans un Etat membre est interdite. De plus, la législation concernant I'introduction
d’espéces hotes sur le territoire est trés stricte. Les Etats membres sont tenus de
mener des enquétes annuelles visant a déceler la présence ou non de l'organisme sur

leur territoire.

Les mesures a suivre par un Etat membre en cas d’infection par XF sont expliquées

par 'EFSA. Les plus importantes sont reprises ci-dessous de maniére non exhaustive.

1. L’Etat membre doit définir une zone délimitée composée d’une zone dite infectée
et d’une zone tampon pouvant s’étendre a une dizaine de kilometres autour de
la premiere. Ces zones sont établies notamment par un diagnostic rigoureux
qui comprend le recensement de tous les végétaux infectés, de ceux présentant

des symptomes, et des potentiels hotes a proximité des végétaux infectés.

2. Dans un rayon de 100 m autour de la zone infectée, ’Etat membre est tenu
de procéder a l'enlevement et a la destruction immédiate de tous les végétaux
infectés et des hotes, quel que soit leur statut.

En amont de cet enlevement, un traitement phytosanitaire approprié aux

vecteurs doit étre réalisé.
3. Une enquéte doit étre menée pour déterminer 'origine de I'infection.
4. Les zones tampons sont ensuite soumises a une enquéte quadrillée pour détecter

la présence ou 'absence de XF. Des enquétes annuelles doivent également étre
menées dans ces zones (EFSA, 2024).

1.2 Les Salicacées

Les Salicaceae (Salicacées) appartiennent au régne des plantes. Elles sont incluses
dans le sous-regne des trachéophytes, c’est-a-dire les plantes a tissus conducteurs
différenciés : le xyleme et le phloeme, assurant respectivement la circulation de la
seve xylémienne et phloémienne. Les Salicacées sont des angiospermes. Elles sont

donc affiliées a la classe des magnoliopsides. Enfin, elles font partie et représentent
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un huitieme de l'ordre des malpighiales (Catalogue of Life, 2023)).

1.2.1 Répartition, origines et anatomie

Les Salicacées comprennent des arbres ou arbustes répartis sur toutes les latitudes du
globe. Elles sont donc adaptées a un large spectre de climats. La grande majorité des
especes se trouve dans les régions tempérées et subtropicales de I’hémisphere Nord
(Eckenwalder et al., [1996]). Ces arbres ont un pool génétique commun remontant
a environ 68 millions d’années, situé du coté de I’Asie australe (Shuangxing et al.,
1985). Cette période correspond au passage de I'Eocene (-56 & -34 millions d’années)
a 'Oligocene (-34 a -23 millions d’années), marqué par une brusque baisse des tempé-
ratures sur Terre, ce qui a mené a une extinction de masse et, par conséquent, a un
renouvellement des flores dans les différentes régions du monde (Liu et al., 2022)). Avec
ce renouvellement, la spéciation de la famille des Salicaceae a commencé. Jusqu’a
aujourd’hui, en plus des inévitables spéciations sympatriques et parasympatriques,
les événements géologiques et climatiques tels que 1'élévation du plateau tibétain
(barriére physique), le pont de Béring (pont physique), et les variations successives
globales et locales des températures ont considérablement favorisé les spéciations

péri- et allopatriques des Salicacées (Liu et al., |2022).

Ce court historique de I’évolution des Salicacées permet d’expliquer certaines des
caractéristiques biologiques de cette famille ainsi que son importance écologique dans
I’hémisphere Nord. En effet, bien que cette famille se retrouve partout sur le globe,
la plupart des especes se situent dans ’hémisphere Nord et sont donc adaptées a
de nombreux biotopes de climats tempérés humides. Cela explique la croissance
généralement rapide des Salicacées, faisant d’elles des espéces pionnieres. La famille
des Salicacées a des feuilles caduques, pétiolées, simples et alternes. Dioiques ou
hermaphrodites, les inflorescences appelées chatons sont composées de petites fleurs
apétales et asépales (Simpson, 2010, Fisher, 1928).

Parmi la cinquantaine de genres appartenant aux Salicaceae, ce sont les genres Saliz
et Populus qui dominent dans I'hémisphere Nord. En effet, méme au sein de la
littérature scientifique, ceux-ci sont souvent cités comme étant les deux seuls genres
appartenant a la famille des Salicacées, alors qu’ils constituent ensemble 50% des
especes des Salicacées (Catalogue of Life, 2023 Fisher, |1928). Cela s’explique par
I’évolution des méthodes de classification phylogénétique récentes, mais également
par 'ubiquité des Salix et Populus dans 'hémisphére Nord, elle-méme induite par

leur grande adaptabilité aux différents biotopes et climats. Avant de se concentrer
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sur ces deux genres pour répondre a la question de recherche, par souci d’attention,
quelques genres peu recensés mais néanmoins importants des Salicacées sont énoncés

ci-dessous :

1. Le genre Casearia, adapté au climat tropical, se retrouve principalement en
Amérique du Sud et en Afrique. Ce genre représente environ 15% des especes

des Salicacées (Sleumer, [1971)).

2. Le genre Homalium, adapté au climat tropical, se retrouve principalement en
Amérique du Sud et en Afrique. Ce genre représente environ 10% des espéces
des Salicacées (Pais et al., [1973)).

3. Le genre Xylosma, adapté au climat tropical, est distribué en Asie, en Amérique
centrale et en Amérique du Sud. Ce genre représente un peu moins de 10% des
especes des Salicacées (G. Forst, 2023).

1.2.2 Salix et Populus

De par leur adaptation aux différents biotopes de I'hémispheére Nord, les saules
(Saliz spp.) et peupliers (Populus spp.) jouent un role essentiel dans les écosystémes
européens, tout en ayant une importance économique significative et une histoire
riche. Cultivés depuis des siecles, ces arbres se démarquent par leur polyvalence, leur
croissance rapide et leur adaptabilité. Aujourd’hui, ils continuent de contribuer a
divers secteurs économiques, notamment le bois, la bioénergie et 1’agroforesterie, tout

en étant au cceur de nombreux programmes de recherche.

1.2.2.1 Contexte historique en Europe

Les saules et peupliers sont utilisés en Europe depuis I’Antiquité. Au fil des siecles,
ils ont répondu aux besoins de nombreuses civilisations pour le bois de chauffage, la
construction et notamment la médecine (Isebrands et Richardson, |2014). En effet,
on retrouve dans la seve de saule plus de 300 métabolites secondaires. Parmi ceux-ci,
beaucoup ont des applications pharmacologiques variées. Les Grecs ’avaient bien
compris et utilisaient, par exemple, les feuilles de peuplier pour soulager certaines
douleurs. Cette pratique a mené, plus tard, a la découverte de la salicine, le précurseur
de I'aspirine moderne (Isebrands et Richardson, 2014, Andrei et al., 2024)). Avec la
montée des besoins en bois pendant ’ére industrielle, la culture de peupliers a gagné
en popularité en Europe (Isebrands et Richardson, 2014).

La demande en bois de peuplier a également influencé les politiques forestieres de
nombreux pays d’Europe aux 19° et 20° siecles, avec la mise en place de programmes

de sélection et de cultures intensifiées. Ces initiatives se sont accélérées lors de la
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création de la Commission Internationale des Peupliers en 1947 par I’Organisation
des Nations Unies pour 'alimentation et l'agriculture (FAO), afin de coordonner
les efforts de gestion durable des ressources en peupliers et saules en Europe et
ailleurs. Cette commission vise a coordonner les efforts de gestion durable des saules

et peupliers a travers le monde (Isebrands et Richardson, 2014).

1.2.2.2 Contexte économique en Europe

Les saules et peupliers sont économiquement précieux en Europe pour différents

secteurs :

1. Production de bois et contreplaqué : Les peupliers cultivés produisent du bois
léger et flexible, idéal pour la fabrication de contreplaqué, de panneaux de
fibres de densité moyenne (MDF).

2. Bioénergie : Le bois de peuplier est de plus en plus utilisé pour le chauffage en
Europe gréace a sa croissance rapide et a sa compétitivité avec le gaz naturel et

le pétrole.
3. Agronomie : Ils sont utile pour stabiliser les sols et lutter contre 1’érosion.

4. Phytoremédiation : Grace a leur capacité d’absorption de métaux lourds et de
polluants, les saules et peupliers sont plantés dans des sites contaminés pour

restaurer la qualité des sols.

1.2.2.3 Importance écologique

Au-dela de leur importance économique, les saules et peupliers jouent également un
role écologique crucial. Ils sont essentiels pour la régulation des cycles hydrologiques
des zones humides et des écosysteémes riverains et ripariens. Ils permettent de stabiliser
les sols et les berges contre 1’érosion (Isebrands et Richardson, [2014). Généralement,
les zones habitées par ce type d’arbre sont extrémement riches en biodiversité. En
effet, ils servent d’habitat ou de sources de nourriture pour de nombreuses especes
végétales, de petits mammiferes, d’oiseaux, d’insectes, de champignons et de lichens
(Isebrands et Richardson, 2014)).

1.2.2.4 Organismes modeles

Les peupliers et saules ont également une place centrale dans la recherche, notamment

dans les domaines de la génétique, de la biotechnologie et de 1’écologie.
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Leur génome relativement simple (environ 500 millions de paires de bases pour 19
paires de chromosomes), leur rapidité de croissance, la possibilité de les cloner par
bouturage, leur ubiquité, ainsi que leur intérét écologique et agronomique ont fait
de nombreuses especes de ces organismes des modeles pour la recherche en géno-
mique et en biologie végétale (Isebrands et Richardson, 2014, Tuskan et al., 2006,
Cregger et al., 2021)). En conséquence, Populus trichocarpa a été la premiere espece
arbustive séquencée, assemblée et annotée dans I’histoire. Aujourd’hui, les ressources
génomiques sont vastes dans la littérature. Actuellement, il existe des génomes de
référence annotés pour le genre Populus (P. trichocarpa, P. euphratica, P. pruinosa,
P. alba var. pyramidalis, P. alba, P. tremula et P. tremuloides). Concernant les saules,
seuls deux génomes annotés sont actuellement référencés en ligne (S. purpurea et
S. suchowensis), traduisant un léger retard (Wei et al., 2020). Cela signifie qu’a ce
jour, pres de 30% des especes de peupliers ont été séquencées et annotées, contre

seulement 0,5% pour les especes saules.

En raison des éléments évoqués ci-dessus, Saliz et Populus sont d’excellents modeles

pour étudier les interactions plantes-microbes (Cregger et al., [2021]).

1.2.2.5 Hotes potentiels pour XF et BS en Belgique

Il a été démontré que les especes Populus tremula, Populus canescens, Saliz alba et
Salix caprea sont bien implantées en Belgique. Elles ont également été identifiées
comme des hotes potentiels pour XF en Belgique, ainsi que pour certains de ses
insectes vecteurs (Casarin et al., 2023). Parmi ces espéces, S. caprea et S. alba sont

également des hotes naturels pour BS (Maes et al., [2009).

Ces différentes essences bordent majoritairement les cours d’eau en Belgique et
représentent ensemble 2 4 8% des foréts wallonnes, mais elles sont tout de méme
distribuées de maniére assez homogene sur I'ensemble du territoire. A titre de
comparaison, les frénes peuvent représenter jusqu’a 30% de certaines foréts wallonnes,
mais ne sont pas distribués de maniere aussi homogene sur le territoire. Par exemple,
ils sont presque absents du plateau ardennais (GIM et al., 2019)). La distribution
de ces espéces sur le territoire belge et leur lien avec des insectes vecteurs de XF
constitue donc un risque important quant a la rapidité de la propagation de la
bactérie (Casarin et al., 2023)).
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1.3 Généralités sur le xyleme et les microorga-

nismes associés

1.3.1 Structure et propriétés physicochimiques du xyléme

Le xyleme est constitué de cellules distinctes dotées de structures pariétales spé-
cialisées, permettant un transport efficace de ’eau et des solutés depuis les racines
jusqu’aux parties supérieures de la plante. En plus de ce role de transport, le xyleme
fournit a la plante une structure et un soutien physique solide a la plante. Son déve-
loppement se déroule en deux phases : le xyléme primaire, constitué de trachéides, et
le xyleme secondaire, composé d’éléments de vaisseaux lignifiés (Zimmermann, 2013,
Yadeta et J. Thomma, [2013)).

Les trachéides forment un empilement vertical de cellules a extrémités biseautées sans
perforation. A maturité, le xyléme est composé de trois types cellulaires distincts
les éléments trachéaires (éléments de vaisseaux et trachéides), les fibres et les cellules
parenchymateuses. Les fibres assurent un role structurel et de soutien, tandis que les
cellules parenchymateuses, métaboliquement actives, participent au stockage et au

transport de I'eau (Zimmermann, 2013, Yadeta et J. Thomma, 2013).

Les éléments de vaisseaux du xyleme ressemblent a des tubes d’environ 100 pm de
diametre, de longueur variable (allant de plusieurs dizaines de centimétres a plusieurs
metres), disposés parallelement les uns aux autres. Les extrémités adjacentes des
vaisseaux sont pourvues de plaques de perforation ouvertes, facilitant leur connexion
(Zimmermann, [2013)). Ces vaisseaux sont également connectés latéralement par des
membranes criblées jouant un role de filtre, avec des ouvertures inférieures a 20 pm

(Zimmermann, 2013)).

Le transport de I'eau et des solutés dans le xyléme est rendu possible par le processus
de transpiration, qui génere des pressions hydrostatiques négatives influant sur le
potentiel hydrique. Ce mécanisme permet ainsi le transport de la séve dans les
vaisseaux du xyleme. La pression négative dans le xyleme résulte de I’évaporation de
I’eau au niveau des feuilles et de la diffusion de la vapeur d’eau a travers les stomates.
Les plantes vasculaires sont les seuls organismes capables de transporter 1’eau sous
pression négative tout en minimisant la formation de bulles de gaz. D’un point de
vue thermodynamique, I’eau devrait passer en phase gazeuse dans ces conditions
extrémes, une contradiction qui reste partiellement inexpliquée. La théorie de la
cohésion-tension, formulée au 19° siecle, offre une explication, mais elle demeure
débattue. Les détails structurels du xyleme, tels que les membranes criblées et les

forces capillaires, ainsi que certains lipides présents dans la seve et sur les surfaces des

16



vaisseaux, contribueraient a maintenir les bulles de gaz en dessous des seuils critiques
pouvant provoquer des embolies destructrices (Zimmermann, 2013, De La Fuente
et al., 2022).

1.3.2 Microbes et seve xylémienne

La séve xylémienne présente une faible teneur en composés organiques, minéraux
et protéiques par rapport aux autres tissus de la plante. Elle contient plus de 110
éléments différents (Lowe-Power et al., 2018a)), dont certains, essentiels a la survie des
bactéries, sont présents en concentrations tres faibles par rapport aux autres organes
de la plante. Cependant, des acides aminés comme la glutamine et ’asparagine y

sont retrouvés en plus grande concentration que dans les autres tissus.

La composition de la seve xylémienne varie selon plusieurs facteurs : le substrat sur
lequel pousse la plante, les saisons, les cycles journaliers, ainsi que les différences

inter- et intra-spécifiques.

Les organismes présents dans le xyleme doivent donc étre capables d’exploiter
efficacement les nutriments en solution pour assurer leur développement (Purcell
et Hopkins, [1996)). Les microbes xylémiens adoptent des stratégies chimiques ou
biologiques pour récupérer ces nutriments. Les stratégies chimiques consistent a
augmenter la biodisponibilité des nutriments grace a des sidérophores ou d’autres
chélateurs (De La Fuente et al., 2022, Purcell et Hopkins, 1996)). Les stratégies
biologiques, quant a elles, impliquent des mécanismes permettant de manipuler ou
dégrader les tissus de la plante afin de libérer ou produire des composés utiles aux
bactéries (Ingel et al., 2022, Lowe-Power et al., 2018b)).

1.3.2.1 Bactéries phytopathogénes du xyleme

Parmi les bactéries phytopathogenes du xyleme, deux groupes principaux peuvent

étre distingués : les bactéries xyleme-limitées et les bactéries colonisatrices du xyléme.

Les bactéries xyleme-limitées ne survivent pas dans d’autres tissus de la plante
et doivent étre transportées directement dans le xyleme. Elles sont exclusivement
transmises par inoculation mécanique directe dans le xyléeme par des insectes piqueurs-
suceurs (Purcell et Hopkins, 1996, De La Fuente et al., [2022). Les bactéries colo-
nisatrices du xyléme, quant a elles, peuvent passer une partie de leur cycle de vie
dans d’autres tissus végétaux avant d’atteindre le xyleme, ou leur virulence s’exerce

principalement (De La Fuente et al., [2022)).

Les bactéries phytopathogeénes du xyléme colonisent les vaisseaux xylémiens et/ou

17



les cellules du xyleme. Elles peuvent montrer une spécificité pour certains tissus ou
types cellulaires. Les symptomes apparaissent généralement lorsque ces bactéries

s’accumulent dans une zone spécifique (Purcell et Hopkins, |1996).

Leur virulence ne repose pas uniquement sur la production de toxines. Elle inclut
également 'occlusion des vaisseaux (via des biofilms ou par la réponse immunitaire
de I’hote), la production d’enzymes dégradant les parois cellulaires, ou encore la

modification de 'ionome de la seve xylémienne (De La Fuente et al., 2022).

1.3.2.2 Réponse du xyleme face aux agents phytopathogénes

En réponse aux agents pathogenes, différents mécanismes de défense associés au
xyleme se mettent en place. Ces mécanismes, qu’ils soient physiques ou chimiques,
permettent soit de contenir I'infection, soit d’éliminer les bactéries. Ils sont coordonnés
par les cellules parenchymateuses adjacentes aux éléments de vaisseaux colonisés et

varient selon les especes végétales (Gluck-Thaler et al., [2020).

Les défenses physiques incluent notamment la production et le dépdt de callose,
ainsi que la formation de tyloses. Les tyloses sont des excroissances des cellules
parenchymateuses du xyleme qui s’étendent dans les vaisseaux pour bloquer le
mouvement de l'eau. Ce phénomeéne peut entrainer des embolies d’air. Bien que
I’obstruction des vaisseaux limite la propagation des pathogenes, elle peut également
affecter la plante a long terme (Zimmermann, 2013, Gluck-Thaler et al., [2020, De La
Fuente et al., [2022]).

Les défenses chimiques se manifestent par ’accumulation ou la production de méta-
bolites secondaires antagonistes (par exemple, des peroxydes), de protéines (comme
les chitinases et les -1,3-glucanases), de composés phénoliques (comme ’oleuropéine

et le tyrosol), ou encore de composés soufrés (Gluck-Thaler et al., 2020).

1.3.3 L’endophytome

Le concept d’endophytome, redéfini par Lengrand et Pesenti (2024), s’inspire de la
définition du microbiome humain afin d’englober I’ensemble des micro-organismes
vivant a l'intérieur des tissus végétaux. Celui-ci se définit comme la communauté
d’endophytes (tous microbes confondus) habitant les plantes en tant qu’organismes
obligatoires ou facultatifs. Par conséquent, I’endophytome n’exclut aucun micro-
organisme en raison de ses relations avec son hote, pouvant étre associées au mutua-
lisme, au commensalisme, a la rhizophagie, a I’amensalisme, au parasitisme ou a la
compétition (Lengrand et Pesenti, 2024)). Un endophytome dit "sain" se réfere a la

présence d'un microbiome en 'absence de toute maladie et présente un large degré
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de diversité, pouvant étre faconné par la plante hote, son stade de développement et
son environnement. L’endophytome peut également étre caractérisé comme un noyau
fonctionnel ou un complément de fonctions métaboliques et moléculaires qu’il assure
au sein de la plante, ces fonctions n’étant pas nécessairement assurées par les mémes
organismes chez des espeéces ou individus différents (Lengrand et Pesenti, [2024)).

Il est prouvé qu'un endophytome sain est essentiel pour le développement des plantes,
leur santé ainsi que leur protection contre les stress biotiques et abiotiques (sécheresse,
pollution, pauvreté du sol, etc.) (Lengrand et Pesenti, [2024, Fatima et al., 2024]).

1.3.3.1 Etude de I’endophytome

La caractérisation de I’endophytome peut étre réalisée par différentes méthodes
complémentaires. Elle peut se concentrer au niveau des individus en caractérisant les

traits PGP ou au niveau de I’étude de I’ensemble de I’endophytome.

Généralement, les traits PGP étudiés concernent la production de métabolites utiles
pour la plante par les endophytes. La capacité a solubiliser le phosphate ou a produire
des sidérophores est souvent évaluée. Les traits caractérisant la capacité a atténuer
les stress abiotiques et biotiques incluent la production de phytohormones, telles que
I’auxine, ’acide gibbérellique, ’acide abscissique, la cytokinine, I'acide jasmonique,
I'éthylene et I'acide salicylique (Fatima et al., 2024)). L’activité antimicrobienne peut
également étre évaluée via des tests de confrontation avec des pathogenes, ou le taux
d’inhibition est mesuré. L’inhibition des pathogenes in vitro peut étre attribuée a la
production d’enzymes lytiques et d’antibiotiques. In vivo, les organismes peuvent,
en plus de leurs métabolites antagonistes aux bactéries phytopathogenes, moduler
I'expression des genes de la plante en induisant notamment la résistance systémique
de celle-ci (Fatima et al., [2024]).

Pendant longtemps, et encore aujourd’hui, la caractérisation des microbiomes a été
réalisée par une méthode dite "culture-dépendante"’. Celle-ci implique I'isolement et
la culture des individus récupérables via différents milieux de culture. Cependant,
selon Pace (2018)), seule une bactérie sur mille provenant d’échantillons environne-
mentaux peut étre cultivée de maniere traditionnelle (Medeiros Azevedo et al., 2021)).
L’utilisation de plusieurs milieux de culture différents permet d’élargir la sélectivité
de la méthode culture-dépendante. La métagénomique, qui consiste a analyser les
acides nucléiques d'un extrait de I'organe cible, s’émancipe de ces méthodes et ouvre
de nouvelles perspectives (Medeiros Azevedo et al., 2021)).

Quelques-uns des outils utilisés pour caractériser ’ensemble de ’endophytome in-
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cluent le séquencage métagénomique, le séquencage méta-transcriptomique et le

séquengage d’amplicons spécifiques (Fatima et al., [2024)).

Le séquencage métagénomique consiste a séquencer l'intégralité de ’ADN présent
dans un échantillon, qu’il soit microbien ou appartenant a I’hote. Les avantages de
cette méthode sont qu’elle permet de découvrir 'ensemble de la diversité génétique
d’un échantillon, y compris les micro-organismes non cultivables. Cette approche
permet également d’identifier les génes fonctionnels des micro-organismes présents
et d’avoir une vue d’ensemble de la communauté microbienne (Fatima et al., [2024).
Cependant, cette méthode présente des inconvénients : son cofit élevé et la quantité
massive de données générées. De plus, les séquences de 1’hote et les contaminants

potentiels rendent I’analyse complexe (Fatima et al., 2024).

Le séquengage méta-transcriptomique consiste a cibler tous les acides ribonucléiques
(ARN) présents dans un échantillon. Bien que cette méthode soit également cotiteuse,
elle fournit des informations sur 'activité fonctionnelle de I'endophytome en révélant
les génes exprimés a un moment donné, permettant ainsi de mieux comprendre
les interactions entre les microbes et la plante hote. Les limites de cette approche
concernent principalement la stabilité de ’ARN (moins stable que ’ADN) et I'aspect
temporel de la méthode. En effet, les résultats refletent uniquement 1’expression
des genes a un moment précis, sans tenir compte des variations temporelles ou

environnementales (Fatima et al., [2024)).

Le séquencage d’amplicons repose généralement sur 'amplification PCR de régions
V1 a V9, et principalement, sur les régions V3-V4 et/ou V4-V5, du géne ARNr16S
pour les bactéries et des genes ITS1 et ITS2 pour les champignons (Fadeev et al.,
2021, Fatima et al., 2024)). Cette méthode est peu coliteuse, rapide, et peut fournir
des informations sur les organismes présents en faible abondance. Cependant, une des
limites de cette approche réside dans la région amplifiée, qui n’offre pas toujours une
résolution taxonomique suffisante, ce qui peut entrainer des identifications incompleétes

ou incorrectes (Fatima et al., [2024)).

1.3.3.2 Interactions entre le Microbiote xylémien et BS et XF

BS et XF interagissent avec le microbiote xylémien de différentes manieres. Par
exemple, les arbres symptomatiques atteints de la Watermark disease suite a une
infection par BS présentent une concentration bactérienne environ 107 fois supérieure

a celle observée lorsque BS est présente sous une forme asymptomatique (Maes et al.,
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2009). Cela souligne I'importance du microbiote xylémien dans la modulation de la

pathogenese de BS.

Concernant XF, plusieurs études ont caractérisé la diversité du microbiote de cultures
infectées par cette bactérie, mettant en évidence des changements significatifs dans
le microbiote xylémien en réponse a 'infection (Landa et al., 2022). Par exemple, le
microbiote des vignes infectées par XF est dominé par des bactéries appartenant au
phylum des Proteobacteria et des champignons des Ascomycota (Landa et al., |[2022]).
Il a également été observé que 'augmentation des populations de Pseudomonas
fluorescens et de Achromobacter zylozidans réduit les populations de XF dans les
vignes asymptomatiques (Landa et al., [2022). Chez les agrumes, le développement
de la Citrus variegated chlorosis est corrélé a un déséquilibre entre les especes Me-
thylobacterium et Curtobacterium (Landa et al., 2022). Cependant, les mécanismes
par lesquels XF influence le microbiote de son héte restent mal documentés (Landa
et al., 2022).

En ce qui concerne I'influence positive des microbes xylémiens contre XF, les méca-
nismes de protection de I’hote peuvent étre associés a deux stratégies : les interactions
microbiennes et la stimulation de I'immunité végétale (Landa et al., |2022). Par
exemple, des especes des genres Methylobacterium et Curtobacterium inhibent XF
in vitro et empéchent 'apparition de symptomes chez Catharanthus roseus (Landa
et al., |2022)). Un exemple de stimulation de I'immunité végétale est fourni par la
bactérie Paraburkholderia phytofirmans PsJN, capable d’inhiber la colonisation de la

vigne par XF en activant les défenses immunitaires de la plante (Esmaeel et al., [2018)).

Au niveau du microbiote dans sa globalité, il a été démontré que les oliviers résistants
a I’ Olive quick decline syndrome présentent une richesse et une diversité microbienne
plus élevées que les oliviers sensibles (Landa et al.,|[2022). Chez des oliviers résistants
et infectés par XF, le microbiote xylémien est fortement enrichi en endophytes des
genres Sphingomonas, Methylobacterium, Micrococcus et Curtobacterium. Cependant,
seuls et in vitro, aucun de ces endophytes ne présentait d’activité antagoniste contre
XF (Zicca et al., 2020).

L’ensemble de ces études montre que le microbiote xylémien joue un role crucial
dans l'interaction entre des bactéries phytopathogenes comme XF et BS et leurs

hotes. Une meilleure compréhension de ces interactions pourrait ouvrir la voie a
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des stratégies de gestion innovantes exploitant les communautés microbiennes pour

protéger les plantes hotes.
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Chapitre 2

Objectifs

Ce mémoire vise a contribuer a ’avancement des connaissances sur les moyens de
lutte contre les pathogenes XF et BS au sein de leurs plantes hotes, notamment dans
la famille des Salicaceae (genres Saliz et Populus). 1’étude ambitionne également
de mieux comprendre les facteurs déterminant les comportements pathogenes ou
endophytes de ces bactéries. Enfin, ce travail entend fournir des données significatives
sur le microbiote xylémien de ces arbres, qui sont a la fois largement répandus dans

les régions tempérées et cruciaux pour la propagation de XF et BS.

Objectifs spécifiques
Pour répondre a ces ambitions, les objectifs spécifiques sont les suivants :

1. Observer les interactions entre les pathogeénes et les endophytes an-
tagonistes :
Etudier les interactions in vivo entre XF, BS et sept endophytes antagonistes po-
tentiels, en utilisant des plants de tabac comme systeme modele. Ces endophytes
seront génétiquement transformés pour exprimer des marqueurs fluorescents,
facilitant leur observation par microscopie confocale. Les plantes seront ensuite
co-inoculées avec les pathogenes et les endophytes afin d’observer leur compor-
tement interactif. L'un des enjeux de ce mémoire est également de réfléchir a
la maniere d’améliorer ces protocoles en cas de non-aboutissement de 1'un ou

plusieurs des objectifs énoncés plus haut.

2. Caractériser le microbiote xylémien des saules et peupliers :
Explorer le microbiote xylémien des Salicaceae par deux approches complémen-

taires :
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— Analyse métagénomique de la seéve xylémienne pour évaluer les communau-
tés microbiennes. Les essais préliminaires mettent en évidence des défis liés

a la faible quantité d’ADN, la présence d’inhibiteurs et de contaminants.

— Identification de plus de 400 endophytes précédemment isolés sur diffé-
rents milieux a partir de seéve xylémienne, permettant une caractérisation

détaillée et milieu-dépendante du microbiote xylémien.

Impact attendu

Les résultats de ce travail pourraient avoir des applications significatives dans les
domaines agronomiques et écologiques. Ils visent a minimiser les pertes économiques

liées a ces pathogenes et a promouvoir la santé des écosysteémes forestiers et adjacents.
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Chapitre 3

Matériels et méthodes

3.1 Souches étudiées

3.1.1 Brenneria salicis et Xylella fastidiosa

Dans ce mémoire, les souches de XF et BS ont été cultivées exclusivement dans un

laboratoire de type 2 de quarantaine (L2Q). Les souches utilisées sont :

1. X. fastidiosa subsp. fastidiosa KLN59.3 exprimant la green fluorescent protein
(GFP), transformée par Newman et al. (2003).

2. B. salicis LMG2698 WT

3. B. salicis LMG2698 : : Tn7 mNeon green exprimant la protéine fluorescente

mNeon Green transformée par L. Pesenti en 2022.

3.1.2 Endophytes étudiés

Au total, 467 endophytes ont été isolés par L. Pesenti a partir de la séve xylémienne
de six especes de la famille des Salicaceae : P. canescens, P. tremula, P. nigra, S. alba,
S. caprea et S. fragilis. La premiere fois, la seve a été étalée au rateau sur toute la
boite puis les colonies présentant un phénotype différents ont été isolées et purifiées
en utilisant trois repiquage successif avec la méthode du 4/4. Cette méthode a été

réalisée sur quatre milieux de culture distincts pour maximiser la sélectivité : BCYE,
LBA, PDA et TSA.

Les colonies isolées ont été stockées a -80 °C dans une solution composée a parts égales
de leur propre milieu de culture liquide et de glycérol (50 %). Les codes d’identification
des souches mentionnées dans ce mémoire suivent cette nomenclature : Boite de

rangement__numéro de souche. Par exemple : 3-6_1, 7-9 65, 11-12_ 23, etc.
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3.1.2.1 Endophytes d’intérét

Parmi les 467 souches, onze d’entre elles, détaillées dans le tableau [3.1], ont été
sélectionnées en raison de leurs propriétés PGP (Promotion de la Croissance des
Plantes) et/ou de leurs capacités antagonistes & XF et BS in vitro. Pour observer
les endophytes in vitro, les bactéries sont transformées pour exprimer la protéine
fluorescente mCherry excitée a des longueurs d’ondes allant de 540 a 590 nm et

émettant dans des longueurs d’ondes de 550 a 650 nm.

Espeéce Souche | Arbre
Bacillus haynesii 8_86 P. nigra
Bacillus pseudomycoides 8 70 P. tremula
Bacillus subtilis 9 137 P. tremula
Bacillus amyloliquefaciens 79 P. tremula
Bacillus amyloliquefaciens 353 S. fragilis
Bacillus velezensis 8 109 P. canescens
Pseudomonas coleopterorum | 8 74 P. tremula
Pseudomonas coleopterorum | 8 76 P. tremula
Pseudomonas coleopterorum | 9161 P. canescens
Pseudomonas coleopterorum | 9167 P. canescens
Pseudomonas graminis 9 109 P. canescens

Table 3.1 — Endophytes d’intérét : especes, souches correspondantes et espece de
I’arbre dont la souche a été isolée. ou les souches surlignées en rouges expriment déja
le gene mCherry

3.1.3 Milieux de culture

Les compositions des différents milieux de culture utilisés dans ce mémoire sont
détaillées dans les tableaux [3.4] [3.3] et [3.5] Ces milieux ont été employés sous
forme liquide ou solide en fonction des expériences. La composition des versions
liquides est similaire a celle des versions solides, a I'exception des composés surlignés

en bleu (agar), qui ne sont pas inclus dans les milieux liquides.

Les milieux LBA, PDA et TSA sont autoclavés pendant 15 minutes a 121°C apres
mélange des composés. Ils sont ensuite préts a I’'emploi.

3.1.3.1 Composition des milieux

La préparation du milieu BCYE comporte plusieurs étapes. Les composés sont ajoutés
dans 'ordre du tableau [3.5] Le pH de la solution est ajusté a 6,9 apres ajout du

charbon actif, a 'aide de KOH filtré. La solution est autoclavée pendant 15 minutes
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Table 3.2 — Composition de 400 mL
de milieu LBA (Bertani, [1951)

Table 3.3 — Composition de 400 mL

de milieu TSA (Atlas, 2004)

Produit Quantité
Extrait de levure g
Peptone 10 g
NaCl 10 g
Agar 15 g
Eau déminéralisée | 400 mL

Produit Quantité
Peptone 15¢g
Extrait de soja Dg
NaCl g
Agar 15¢g
Eau déminéralisée | 400 mL

Table 3.4 — Composition de 400 mL de milieu PDA

Produit Quantité
Dextrose 10 g
Extrait de pomme de terre 2g
Agar 7,58
Eau déminéralisée 400 mL

Table 3.5 — Composition de 400 mL de milieu BCYE (Wells et al., |1981))

Produit Quantité
Eau milliQ 376 mL

Aces buffer 4¢g

Extrait de levure 4g
Charbon actif 08 ¢g

KOH filtré (1 M) ~16 mL (pH = 6,9)
Agar 6,8 ¢g
Cystéine (80 mg/mL) 2 mL
Pyrophosphate ferrique (34 mg/mL) 6 mL

a 121 °C apres ajout de I'agar. Une fois la solution autoclavée, la cystéine et le

pyrophosphate ferrique sont ajoutés.

3.2 Meétagénomique

3.2.1 Extraction de seve xylémienne

L’extraction de seve xylémienne est réalisée sur des Salicaceae agées de 3 ans : P.
tremula, P. canescens, S. alba et S. caprea. L’entiereté de 'arbre est découpée en
segments de 1 a 2 centimetres de long dans des conditions stériles. Les segments sont
ensuite placés dans des tubes Eppendorf et centrifugés a 6000 RPM pendant une
minute. La seéve xylémienne est récupérée dans le culot du tube et le segment est
jeté. Pour chaque arbre, environ 1 a 2 mL de séve sont récupérés et stockés dans des
tubes Eppendorf.
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3.2.2 Extraction A’ADN du matériel végétal

3.2.2.1 Extraction de ’ADN bactérien dans les feuilles

Pour T'extraction d’ADN de feuille, 'ADN est extrait de la seve avec du Cetyltri-
methylammonium bromide (CTAB). Le CTAB est préparé selon les proportions du
tableau 3.6

Table 3.6 — Composition de 100 mL de CTAB (Lohdi et al., [1994])). Les solutions

surlignées en rouge sont préalablement autoclavées au minimum 15 minutes a 121°C.

Produit Quantité

Tris (1M ; pH 8) 10 mL
CTAB 2g

EDTA (0,5M; pH 8) 4 mL

NaCl (5M) 28 mL
PVP-40 lg

Eau distillée Compléter a 100 mL

Chaque millilitre de seve est mélangé avec 1 mL de solution CTAB dans des Ep-
pendorf de 2 mL. Ceux-ci sont ensuite chauffés a 65°C pendant 30 minutes, puis
centrifugés a 16 000 G pendant 5 minutes. Le surnageant est transféré sous hotte
dans un nouvel Eppendorf de 2 mL, auquel est ajouté 1 mL d’un mélange de chloro-
forme et d’alcool isoamylique (24 :1). Les tubes sont vortexés, puis centrifugés 10
minutes a 16 000 G. Ensuite, 700 pL de la phase supérieure sont transférés dans de
nouveaux Eppendorf de 1,5 mL contenant 450 pl. d’isopropanol a -20°C. Les tubes
sont retournés manuellement deux fois, puis stockés a -20°C pendant 20 minutes
avant d’étre centrifugés a 16 000 G pendant 20 minutes. Le surnageant est retiré,
puis 1 mL d’éthanol & 70 % est ajouté. Les tubes sont centrifugés 10 minutes a
16 000 G. Enfin, les échantillons sont séchés a l'air libre, puis réhydratés avec 30 pL
d’eau biomoléculaire ou de Tris-EDTA (TE). La concentration et la pureté de ’ADN
récupéré sont mesurées au spectrophotometre Nanodrop 2000 aux longueurs d’onde
suivantes : 230, 260 et 280 nm.

3.2.2.2 Extraction de séve

L’extraction de seve est réalisée avec le kit Promega Genomic DNA.
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3.2.3 Amplification PCR des régions V1 jusqu’a V9 du gene
ARNr 16S

Les échantillons ayant une concentration supérieure a 20 ng/pL ont été amplifiés par

PCR classique. Les séquences d’amorces utilisées ciblent les régions V1 a 29 du gene

de ’ARNTr 16S, comme indiqué dans le tableau [3.7] La composition du mélange PCR

est donnée dans le tableau [3.8]

Table 3.7 — Amorces d’amplification du gene de ’ARNr 16S (Center, 2019)).

Séquence sens 27F (5-3) Séquence anti-sens 1492R (5°’-3’)
AGAGTTTGATCATGGCTCA | TACGGTTACCTTGTTACGACTT

Table 3.8 — Composition pour 25 pl. d’'un mélange PCR. Les lignes surlignées en
bleu concernent les produits remplacés si la polymérase utilisée est la MM Phusion

Produit Quantité
Eau biomoléculaire 14,37 pL
Tampon ADN polymérase Taq 5 nL
MgCl, (10 mM) 2 pL
dNTPs (10 mM) 0,5 uL
Amorce 27F (10 mM) 0,5 nL
Amorce 1492R (10 mM) 0,5 nL
Taq polymérase (10 mM) 0,13 pL.
ADN a amplifier 2 nL

Une fois les composants mélangés dans des microtubes, ils sont placés dans un ther-
mocycleur BIORAD et suivent le cycle PCR décrit dans le tableau Chaque PCR
inclut un contrdle négatif, ou 'ajout d’ADN est remplacé par de ’eau biomoléculaire,
et un controle positif approprié. Généralement, ’ADN de B. salicis LMG2698_W'T
est utilisé comme controle positif.

Des essais ont également été réalisés avec une autre polymérase : la MM Phusion
dans laquelle sont compris les dNTPs, le tampon et le MgCly. L’intérét de cette
polymérase réside notamment dans son taux d’erreur 50 fois inférieur a celui de la
Taq polymérase et son extension rapide (15 a 30 s/kb)(International, 2024). Par
conséquent, les cycles PCR et Les proportions sont adaptés. Dans ce cas, 9,25 nLu
d’eau biomoléculaire, 12,5 nL. de MM Phusion et 0,625 nL. d’amorces 27F et 1492R.
D’autres essais ont également été réalisés avec la MM Phusion et des acides nucléiques
peptidiques (PNA) chloroplastiques (PNAc) et mitochondriaux (PNAm). Les PNA
sont des polymeres synthétiques semblable a I’ADN ou & I’ARN mais possédant un

squelette peptidique non chargé au lieu d'un glucose-phosphate. Cela leur permet
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de se lier spécifiquement a un brin d’ADN en empéchant I'action de la polymérase.
L’ajout de ces PNA modifie & nouveau les proportions du mix : 3,75 nL. de PNAc et
PNAm, 1,25 nL. d’amorce sens et anti-sens, 6,751l d’eau biomoléculaire et 6,25uL de

la polymérase MM Phusion. Le cycle adapté est disponible en annexe [A]

Table 3.9 — Cycle PCR 16S.

Etapes Température [°C| | Temps [mm :ss] | Cycles
Dénaturation initiale 95 05 :00 1
Dénaturation 95 01 :00 30
Appariement 61 00 :30 30
Elongation 72 01 :30 30
Elongation finale 72 10 :00 1
Conservation 4 / /

3.2.3.1 Gel d’électrophorese

Pour vérifier si 'amplification s’est déroulée correctement, 5 nL. de chaque produit
PCR sont déposés dans les puits d'un gel d’électrophorese (Tris-borate 89 mM,
agarose 1,2 %, acide borique 89 mM, EDTA 2 mM, GelRed 0,1 pg/mL). Des échelles
de poids moléculaire sont ajoutées aux extrémités du gel pour évaluer la taille des
amplicons. La migration dure environ une heure a une différence de potentiel de 90
a 130 V. Les amplicons sont visualisés grace a des UV dans un appareil BIORAD
(Molecular Imager®Gel Doc™XR).

3.3 Protocole de confrontation in vivo endophytes-
pathogeénes

Le test de confrontation in vivo consiste en la co-inoculation de BS et XF exprimant
la GFP, indépendamment I'une de l'autre, avec chacun des endophytes d’intérét
repris dans le tableau préalablement transformés ’exception des souches 3 53,
8 76,9 161 et 9 167. Les inoculations sont réalisées sur 35 plants de Nicotiana
tabacum var. Xanthi 4gés de deux mois selon le plan décrit dans le tableau [3.10] Les

plants sont numérotés de 1 a 35 suivant ’ordre du tableau.

Avant d’étre inoculés, une PCR sur chaque plant est réalisée pour établir I’absence
de BS et XF. Celle-ci est réalisée en prélevant la feuille de chaque plant. Le pétiole
et la nervure principale de la feuille sont découpés puis broyés dans un Eppendorf a
l’aide d’un micropillon et 1 mL de CTAB en conditions stériles. Ensuite de ’ADN
bactérien est extrait selon le protocole décrit dans la sous-section [3.2.2.1] Finalement,
une PCR puis un gel sont réalisés. Des amorces spécifiques a BS et XF sont utilisés
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Table 3.10 — Plan expérimental des inoculations sur N. tabacum var. Xanthi.

Pathogene Endophyte Répétition
Témoin négatif /
Témoin négatif inoculation | /
Témoin négatif

Bacillus pseudomycoides
Bacillus velezensis
Brenneria salicis Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis

Bacillus haynesii
Pseudomonas graminis
Pseudomonas coleopterorum
Témoin négatif

Bacillus pseudomycoides
Bacillus velezensis

Xylella fastidiosa Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis

Bacillus haynesii
Pseudomonas graminis
Pseudomonas coleopterorum

DN DN DNDNDDNDDNDDNDNDNDDNDDND N NN

voir tableau Si le gel ne montre pas d’amplification le plant est considéré comme
exempt de la bactérie avant inoculation.

Les plants sont inoculés le 23/11/2023 (T0) en serre de quarantaine et y restent
durant I’ensemble de 'expérience jusqu’a leur destruction. L’inoculation est réalisée
par la méthode d’inoculation "pinprick’ décrite dans la section [3.3.3] Apres 14 (T1)
et 21 (T2) jours apres inoculation, la feuille la plus proche au dessus du point
d’inoculation de chaque plant est prélevée. Le 22°™¢ jour (T3), la feuille la plus jeune
(la plus haute) est prélevée. Pour chacune des feuilles récoltées, une extraction d’ADN|
deux PCR et finalement un gel sont réalisés. La premiere PCR est réalisée avec les
amorces décrites dans le tableau pour évaluer la présence ou non du pathogene
a ce niveau de de la plante. La seconde PCR est réalisée a partir des amorces du

tableau pour évaluer la présence du pathogene a ce niveau de la plante.

Table 3.11 — Amorces d’amplifications spécifiques a Brenneria Salicis et Xylella
fastidiosa (Minsavage et al., 1994, Hauben et al., [1998)).

Séquence sens 27F (5-3) Séquence anti-sens 1492R (5’-3’)
BS CACCATTCGTATCCCGGTG CTAGCCTGTCAGTTTTGAATGCT
XF | GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC CACCATTCGTATCCCGGTG
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Table 3.12 — Séquences des amorces sens communes a toutes les bactéries et anti-sens
spécifiques a chaque bactérie.

Amorces Séquences 5’-3’

Sens Tn7 CACAGCATAACTGGACTGATTTC
Anti-sens B. amyloliquefaciens 79 | GCGAAGAGTGTGACTGTGGA
Anti-sens B. haynesii 8 86 TCTCATACTACGCAGCGCTG
Anti-sens B. pseudomycoides 8 70 | CGTTCTCTGCCTGTACTGCA
Anti-sens B. subtilis 9 137 GAAGTAAACCCAGCGCTTGC
Anti-sens B. velezensis 8 70 TCATCCTGCCGGAAGTCAAC
Anti-sens P. coleopterorum 9 167 | TACACCATTCCGTTGCAGCT
Anti-sens P. graminis 9 109 TTTCCATGCCCCACATCCTC

3.3.1 Détermination du lien entre la densité optique (DO)

et les "colony forming unit" (CFU)

Le lien entre la DO et les CFU a été établi pour documenter la quantité initiale de
bactéries inoculées. Cette relation a été déterminée pour les souches 9 137, 8 86,
8 109,7 9,9 109 et 9 167. En revanche, le lien DO-CFU n’a pas été réalisé pour
la souche 8 70 (Bacillus velezensis) en raison de la difficulté a compter les colonies

pour cette bactérie.

Le protocole suivi consiste a cultiver chaque bactérie, prélever une oese de la culture
bactérienne, et la plonger dans 3 mL de tampon phosphate salin (PBS), dont la
composition est détaillée dans le tableau [3.13]

Table 3.13 — Composition de 500 mL de tampon PBS (EPPO (2018)).

Produit Quantité
NaCl 4¢g

KCl1 0,1¢g
NagHPO4-12H20 1,45 g
KHQPO4 O,]. g

Eau déminéralisée | Compléter a 500 mL

Le mélange est vortexé pendant une minute, puis 1 mL de la suspension est transféré
dans une cuvette pour spectrophotometre. La DO est mesurée a 600 nm, d’abord
avec le PBS seul comme blanc, puis avec les échantillons. Une deuxiéme mesure est
effectuée apres avoir doublé la concentration initiale. Les valeurs de DO pour les

deux conditions sont notées.

Les suspensions sont ensuite diluées en série (facteur 1 :10), en transférant 100 pL
de la solution précédente dans 900 pL. de PBS dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL.
Les tubes sont vortexés entre chaque dilution. Pour chaque dilution, 100 pL sont
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étalés sur milieu LBA dans trois boites de Pétri. Les boites sont incubées pendant
24 a 48 h a 28 °C. Apres incubation, seules les dilutions présentant entre 30 et 300

colonies par réplique sont retenues pour établir la relation entre la DO et les CFU.

3.3.2 Insertion du plasmide Tn7-mCherry chez les Bacillus

Le plasmide Tn7-mCherry permet de transformer des bactéries en s’insérant sur
le site attTn7 au niveau du gene GlmS des bactéries (DeBoy et Craig, 2000)). Il
confere 'expression de la protéine fluorescente mCherry, ainsi qu'une résistance a la

spectinomycine.

Les Bacillus a transformer incluent Bacillus haynesii (8 86), Bacillus pseudomycoides
(8_70), Bacillus subtilis (9_137), Bacillus amyloliquefaciens (7_9), et Bacillus

velezensis (8_109). Ils ont été transformés le 9 novembre 2023.

Dans un premier temps, le plasmide Tn7-mCherry et le plasmide "helper" sont
récupérés depuis les cultures d’E. coli contenant ces plasmides. Les plasmides sont
purifiés a ’aide du kit QIAprep Spin Miniprep Kit, qui suit quatre étapes principales :
lyse bactérienne, neutralisation pour précipiter les débris, purification via une colonne,

et élution de 'ADN plasmidique.

Les bactéries cibles sont rendues compétentes de maniere naturelle. Cela est réalisé
en essayant de les récupérer lors de leur phase de croissance exponotielle. Elle sont
ainsi cultivées sur milieu LBA, puis incubées pendant 16 h dans 5 mL de LB liquide
a 37 °C sous agitation. La DO est mesurée et ajustée a 0,5. Dans des tubes Falcon de
15 mL, 40 pL. de plasmides sont ajoutés a 4 mL de solution bactérienne, puis incubés

a 37 °C sur roue agitatrice pendant 5 h jusqu’a atteindre une DO de 1,2.

Un volume de 2 mL est transféré dans des tubes Eppendorf de 2 mL, centrifugé a
3300 G pendant 2 minutes. Le surnageant est éliminé et 180 nL de LB ainsi que
20 pL de xylose a 20 % et 1 pL A’ADN plasmidique sont ajoutés. Apres incubation a
37 °C pendant 1 h sous agitation, 200 pl. du mélange sont étalés sur milieu LBA
contenant de 'ampicilline. Les bactéries transformées sont incubées a 28 °C pendant

2 a 3 jours.

3.3.2.1 Vérification

vérification au microscope confocal
Quelques jours apres la transformation, la vérification des bactéries transformées a été
réalisée au microscope confocal. Une colonie bactérienne est prélevée a I'aide d’une

oese et déposée sur une goutte de glycérol sur une lame de microscopie. L’observation
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de bactéries rouges se fait en émettant une lumiere entre 540-590 nm afin de confirmer

ou infirmer 'introduction du plasmide.

Vérification PCR

Plus tard, le 12 février 2024, une vérification a permis de vérifier que la bactérie avait
bien été transformée. Comme le plasmide s’insére au niveau du gene GlmS sur le
site attTn7 du génome des bactérie. Des amorces spécifiques au plasmide inséré ont
été développées (DeBoy et Craig, 2000)). Les amorces développées et utilisées sont

décrites dans le tableau [3.14] ci-dessous.

Table 3.14 — Amorces spécifiques au plasmide Tn7 mCherry.

Séquence sens(5’-3’) Séquence anti-sens(5’-3)
AGCTCGCCGCGTTGTTTCATCA | AGAACCTTGACCGAACGCAGCG

3.3.3 Inoculation " Pinprick"

Le protocole proposé par Almeida et al. (2005)) et Hill, Purcell et al. (1995]) consiste
a mimer 'action des insectes piqueurs-suceurs du xyleme pour introduire 1'inoculum
dans le xyléme.

Les bactéries a inoculer sont toutes repiquées en amont sur BCYE pour XF et LBA
pour les autres. De la creme bactérienne prélevée avec une oese est mélangée avec
15 mL de tampon succinate-citrate-phosphate (SCP) dont la composition est reprise
dans le tableau B.15

Table 3.15 — Composition de 400 mL de tampon SCP (EPPO (2018)).

Produit Quantité
NagC4H4O4 0,67 g
C6H5Na307 0,46 g
KQHPO4 0,6 g
KHQPO4 0,4 g
Eau déminéralisée | 400 mL

La DO est mesurée et ajustée a 0,3. En se référant aux résultats obtenus dans la
sous-section [4.2] cela porte I'ensemble des inocula & des concentrations comprises
entre 107 et 108 CFU. Chaque inoculation de pathogéne et d’endophyte se fait en
serre ou 3 gouttes de 10 pl. du mélange sont disposées autour de la section de la tige
2 cm au dela du collet. Ensuite, on pique a ce niveau a ’aide d’une seringue 3 fois par
goutte. Les plants sont finalement laissés en position horizontale pendant 15 minutes

en prenant soin de ne pas arroser les plantes les deux jours précédent 'inoculation.
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3.4 Etude milieu-dépendante du microbiote xylé-

mien des Salicaceae

3.4.1 Reécupération, amplification et purification de ’ADN

bactérien

La collection de bactéries isolées depuis la séve xylémienne de saules et peupliers
(voir sous-section [3.1.2)) est re-cultivé sur le milieu de culture correspondant a celui de
leur isolement (BCYE, LBA, PDA, TSA). Les souches sont étalées selon la méthode

des quatre quarts. Les bactéries poussent pendant 24 a 48 h a 28 °C.

3.4.1.1 Récupération de ’ADN bactérien

Une fois les bactéries cultivées, une colonie isolée par souche est prélevée a I’aide d'un
cure-dent stérile. Chaque colonie est placée dans un microtube Eppendorf contenant
30 pLL de tampon TE. Les microtubes sont ensuite placés dans un thermocycleur
BIORAD, ou la température est portée a 95 °C pendant 10 minutes, suivie d’une
phase de refroidissement a 4 °C pendant 5 minutes. Une fois les bactéries lysées, les
microtubes sont centrifugés brievement (10 secondes). La phase liquide contenant

I’ADN soluble est prélevée et transférée dans un nouveau microtube.

3.4.1.2 Amplification

Le gene ARNr 16s (région V1 a V9) de chaque ADN extrait est amplifié par PCR
selon les étapes décrites dans la sous-section [3.2.3] Une vérification par électrophorese
sur gel est ensuite réalisée, suivant les mémes procédures que celles présentées dans
la sous-section Si 'amplification n’a pas fonctionné, les régions V3-V4 ou
V1-V3 sont amplifiées.

3.4.1.3 Purification

Pour chacun des amplicons confirmés par électrophorese sur gel, une purification est
effectuée a 'aide du kit de purification SmartPure de Eurogentec. Apres purification,
la pureté et la concentration de ’ADN sont mesurées avec un spectrometre Nanodrop
2000. Si la concentration est comprise entre 12 ng/nL et 200 ng/pL, 'amplicon est
envoyé pour séquengage selon la méthode Sanger (dans les deux sens de ’ADN)
chez Microsynth. Pour les échantillons hors de cette plage de concentration, une
reconcentration sous flux laminaire ou une dilution est effectuée pour ajuster les

niveaux.
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3.4.2 Traitement des données

Une fois les séquences sens et anti-sens recues aux formats .abl et .fasta, elles sont

traitées sur Geneious Prime.

3.4.2.1 Nettoyage, alignement des séquences et comparaison

Les séquences antisens sont d’abord inversées en "reverse complement"' a l’aide de
I'outil correspondant. Ensuite, toutes les séquences sont nettoyées aux extrémités
avec l'outil "Trim Ends", en appliquant une probabilité d’erreur de 0,05. Une inspec-
tion et un nettoyage manuel complémentaires sont réalisés pour éviter les mauvais
alignements. Les séquences sens et antisens de chaque souche sont ensuite alignées
par paires, vérifiées, et ajustées manuellement en cas de discordance. L’alignement

par paires est réalisé avec "Geneious Alignement" avec les parametres suivants :
— Alignment type : Global alignement with free end gaps
— Cost Matrix : 65% similarity (5.0-4.0)
— Groupe externe : Archea 45632

Les séquences consensus obtenues sont comparées aux bases de données NCBI via

Geneious. avec les parametres suivants :
— Database : 16S ribosomal RNA
— Program : Blastn
— Result : Hit table
— Maximum hits : 1

avec 'aide ide de BLAST afin d’identifier le genre ou 1’espece correspondant a chaque

souche.

3.4.2.2 Post-traitement des données

Une fois les genres correspondants identifiés pour chaque souche, des arbres phylogé-
nétiques sont générés pour chaque espece des genres Saliz et Populus. Ces arbres sont
construits en alignant les séquences consensus des souches isolées pour chaque espece.
Les séquences sont tronquées pour obtenir une longueur uniforme avant de générer

les arbres a 'aide de I'outil "Geneious Tree Builder" avec les parametres suivants :
— Modele de distance génétique : Tamura-Nei
— Meéthode de construction de ’arbre : Neighbor-joining
— Groupe externe : Archea 45632

Les arbres sont ajustés visuellement a ’aide de I'outil ITOL. Les autres représentations

graphiques sont générées avec R.
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Chapitre 4

Résultats

4.0.1 Lien entre densité optique (DO) et CFU

Un lien entre la DO et les CFU a été établi pour chaque endophyte étudié. Ce lien

peut étre décrit par le modele y = ax + b, ou :

— x représente la densité optique (DO),

— 1y correspond au nombre de CFU,

— b est 'ordonnée a l'origine.

La relation est considérée comme linéaire dans un domaine de validité spécifique. En
particulier, lorsque le facteur b est différent de 0, la relation ne peut pas étre extrapolée
a x = 0. Dans ce cas, il est recommandé d’utiliser cette équation uniquement pour

des valeurs de z (DO) comprises entre 0,3 et 1,4.

Le tableau suivant résume les coefficients a et b obtenus pour chaque souche bacté-

rienne étudiée :

Table 4.1 — Coefficients a et b du modele y = ax + b pour le lien entre DO et CFU

pour chaque souche étudiée.

Souche | « (CFU/DO) | b (CFU)
9 137 5,5 x 108 1,0 x 107
8 86 9,3 x 107 5,0 x 107
8 109 3,34 x 10% 0

79 1,1x 108 9,7 x 107
9 109 1,2 x 10° —2,6 x 108
9 167 4,5 x 10% 5,0 x 107

Les résultats montrent des variations significatives dans les coefficients a et b, reflétant

des différences potentielles dans les caractéristiques de croissance et de colonisation
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des endophytes étudiés. Les droites sont représentées sur la figure en annexe [B]

4.1 Transformation des Bacillus

Si des colonies pour les différents Bacillus utilisés se sont développées sur les milieux
sélectifs LBA avec de la spectinomycine et qu’elles semblent fluorescer lors d’une
observation au microscope a épifluorescence, 'insertion du plasmide dans le génome
n’a pas pu étre démontré avec les PCR de détection. Plusieurs hypotheses peuvent étre
avancée pour expliquer la croissance de colonies sur les milieux : croissance de souches
naturellement résistantes mais pas transformées, croissance d’une contamination, trop
faible concentration en antibiotique dans les milieux, etc. Nous pouvons également
penser que d’autres constituants se trouvaient sur la lame lors de 1’observation
en microscopie ou qu’'un autre autofluorescence a été développée par les colonies

sélectionnées.

4.1.1 Vérification PCR

4.2 Confrontation in vivo endophytes-pathogenes

4.2.1 Résultat des inoculations

Avant I'inoculation, au TO0, tous les plants étaient exempts de Brenneria salicis (BS)

et Xylella fastidiosa (XF), comme illustré dans la figure [2| en annexe.

Pendant toute la durée de I'expérience, aucune différence notable n’a été observée
entre les plants témoins négatifs et positifs, a ’exception des plants numéros 23 et
29, qui sont morts suite a 'inoculation par "pinprick". Ces derniers présentaient une

tige trop endommagée, qui s’est pliée a cet endroit.

Au T1, les prélevements de feuilles ont été réalisés a une distance moyenne de 1 cm
au-dessus du point d’inoculation. Au T2, les prélevements ont été effectués a une
distance moyenne de 3 cm. Les résultats des tests PCR aux temps T1 et T2 sont
présentés dans le tableau ci-dessous.
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Table 4.2 — Résultats des tests PCR effectués sur les plants de tabac inoculés avec
différents pathogenes et endophytes.

La colonne N° indique le numéro des plants analysés. La colonne Patho spécifie les pathogenes inoculés : BS
correspond & Brenneria salicis, XF a Xylella fastidiosa, T- au témoin négatif, et T- PI aux témoins ayant subi une
inoculation mécanique par "pinprick" sans bactéries. La colonne Endo renseigne sur les endophytes inoculés : B. p., B.
v., B. a., B. s., B. h., P. g. et P. c. désignent respectivement B. pseudomycoides, B. velezensis, B. amyloliquefaciens,
B. subtilis, B. haynesii, P. graminis et P. coleopterorum. Les colonnes XF T1, 12 et BS T1, T2 indiquent
respectivement les résultats des tests PCR pour détecter XF ou BS, ou 1 correspond & une détection positive et 0 a
une détection négative. Les colonnes PCR E T1 et PCR E T2 concernent les tests PCR réalisés pour détecter les
endophytes inoculés, avec la méme codification (1 pour une détection positive, 0 pour une négative). Les cellules
contenant "/" indiquent que les tests PCR n’ont pas pu étre réalisées. Les lignes surlignées en rouge mettent en
évidence les plants morts. Les lignes surlignées en bleu mettent en évidence les plants positifs & XF au T3. Les cases
surlignées en vert indiquent la confirmation de la présence de ’endophyte ou du pathogéne au temps correspondant.

N° | Patho | Endo | XF T1 | BST1 | ET1 | XF T2 | BS T2 | E T2
1 T- 0 0 / 0 0 /
2 | T-PI 0 0 / 0 0 /
3 | T-PI 1 0 / 1 0 /
4 BS T- 0 1 / 0 1 /
5 BS T- 0 1 / 0 0 /
6 BS | B.p. 0 1 / 0 1 /
7 | BS | B.p 0 0 / 0 0 /
8 BS | B.w. 0 1 / 0 1 /
9 BS | B.wv. 0 1 / 0 0 /
10| BS | B.a 0 0 / 0 1 /
11| BS | B.a 0 0 / 0 1 /
12| BS | B.s 0 0 / 0 0 /
13| BS | B.s 0 1 / 0 1 /
14 | BS | B.h 0 1 / 0 1 /
15| BS | B.h 0 1 / 0 1 /
16 | BS | P.g 0 1 0 0 1 1
17| BS | Pg 0 1 1 0 0 0
18| BS | P 0 1 0 0 0 0
19| BS | P 0 1 1 0 0 0
20 | XF T- 1 0 / 1 0 /
21 | XF T- 1 0 / 1 0 /
22 | XF | B.p. 1 0 / 1 0 /
23 | XF | B.p. 0 0 / 0 0 /
24 | XF | B.v. 0 0 / 0 0 /
25 | XF | B.v. 0 0 / 0 0 /
26 | XF | B.a. 0 0 / 1 0 /
27 | XF | B.a 1 0 / 1 0 /
28 | XF | B.s 1 0 / 1 0 /
29 | XF | B.s. 1 0 / 0 0 /
30 | XF | B.h 1 0 / 1 0 /
31| XF | B.h 1 0 / 1 0 /
32 XF | P g 1 0 1 1 0 0
33| XF | P.g 1 0 1 1 0 0
3| XF | Pe 1 0 1 1 0 1
35 | XF | Pc 1 0 1 1 0 1
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Au T3, les prélevements de la derniere feuille ont été réalisés a des hauteurs variables
selon la taille des plants. Aucun plant n’a été testé positif a BS ou aux endophytes
testés (P. graminis et P. coleopterorum). Seule XF a été détectée dans les plants 3,

20, 21, 24 et 34, a une distance moyenne de 28,75 cm au-dessus du point d’inoculation.

Dans I’ensemble des plants témoins et dans deux plants co-inoculés avec P. graminis
et B. velezensis, XF a atteint les feuilles apicales des plants en trois semaines. Ce
phénomene suggere un ralentissement de la colonisation verticale de XF en présence
des endophytes (exceptés P. graminis et B. velezensis). Cette interprétation pourrait

étre appuyée et confirmée par un réisolement des endophytes indétectables par PCR.

Il est difficile de tirer des conclusions solides concernant la colonisation de BS et ses

interactions avec les endophytes inoculés.

4.3 Amplification de seve

Les concentrations en ADN de seve purifiée sont relativement faibles et varient entre
1 ng/pL et 10 ng/pL. Les amplifications manquées pourraient donc s’expliquer par
des concentrations trop faibles mais pas seulement. En effet, la premiere PCR 16S
effectuée avec la Taq polymérase n’a amplifié aucun ADN. Cela pourrait s’expliquer
par une trop faible concentration en ADN bactérien dans la seve. Un essai avec un
mélange aux proportions 1 :1 d’ADN bactérien avec de la seve xylémienne brute a
aussi ét¢ aucune amplification n’a été observée sur gel (voir figure en annexe. Cela

suggere la présence d’inhibiteurs a la Taq polymérase dans la séve xylémienne.

La seconde PCR, effectuée avec la polymérase MM Phusion, n’a pas amplifié I'en-
semble des échantillons de seve. Seuls cing échantillons sont amplifiés, mais a chaque
fois deux bandes de tailles différentes sont été observés (voir figure |3 en annexe).
Cela suggere que la polymérase MM Phusion est capable d’amplifier les échantillons
de seve et qu’il ne s’agit pas exclusivement d’ADN bactérien. Une hypothese est que
des résidus d’ADN mitochondrial et chloroplastique subsistent dans les échantillons

de seve. L’utilisation de PNAm et PNAc pourrait confirmer cette hypothese.

Les échantillons amplifiés lors de la précédente PCR ont donc été réanalysés par
PCR avec des amorces PNA. Cette derniere PCR montre également deux amplicons

sur gel (voir figurgd.lf). Cela suggere que le probleme ne résidait pas uniquement
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dans des résidus d’ADN mitochondriaux ou chloroplastiques.

Figure 4.1 — Gel PCR de cinq échantillons de seve amplifiés avec la polymérase MM
Phusion, des PNAm et des PNAc. Les amplicons 1, 2 et 5 montrent chacun deux
amplifications d’ADN de longueurs différentes de 1500 paires de bases et 2500 paires
de bases. L’échelle utilisée a gauche, est le marqueur de poids moléculaire (1 kb,
Promega).

4.4 Etude milieu-dépendante du microbiote xylé-

mien de Salicaceae

4.4.1 Amplification et caractérisation

Sur les 467 bactéries isolées, 361 ont pu étre amplifiées et caractérisées. Ces isolats
sont tous répertoriés dans le tableau [3] de ’annexe [C] Les régions V1 & V9 ont pu
étre amplifiées et alignées avec BLAST pour 333 souches, les régions V3-V4 pour 27
souches, et les régions V1-V3 pour une souche unique. Parmi celles-ci, 'identification a

pu étre menée jusqu’a l'espece pour 321 souches et jusqu’au genre pour 40 d’entre elles.
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Figure 4.2 — Représentation graphique des especes bactériennes détectées plusieurs
fois avec BLAST par famille bactérienne.

La figure 1.2 met en évidence 'occurrence relative des bactéries identifiées plus d’une
fois par rapport & d’autres. Les valeurs précises de la figure [£.2] sont reprises dans le
tableau en annexe [2} Cette figure suggere également la présence de clones parmi les
bactéries isolées. Cependant, en le recoupant avec le tableau [3 de 'annexe [C] il est
notable que des souches apparentées a la méme espece ont correspondu a différents
numéros d’accession. Par exemple, dans le cas de Bacillus velezensis, 12 numéros
d’accession distincts sont répertoriés. De plus, pour un méme numéro d’accession, le

pourcentage d’identité par paires n’est pas toujours constant.

4.4.2 Diversité taxonomique des microbiotes xylémiens

4.4.2.1 Diversité chez les Salix et Populus

Parmi les souches caractérisées, 185 ont été isolées d’especes du genre Salix et 175
d’especes du genre Populus. Cependant, un nombre significativement plus élevé
d’especes et de genres bactériens différents a été répertorié chez les Populus (voir
figure [£.3). Dans ensemble des Salicaceae étudiés, 18 familles bactériennes (Burkhol-

deriaceae, Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Staphylococcaceae, Bacillaceae,
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Enterobacteriaceae, Sphingomonadaceae, Microbacteriaceae, Acetobacteraceae, Mi-
crococcaceae, Methylobacteriaceae, Nocardiaceae Paenibacillaceae, Caulobacteraceae,
Caryophanaceae, Sphingobacteriaceae, Nocardioidaceae et Streptomycetaceae appar-
tenant a 4 phyla (Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et Bacteroidetes) ont
été identifiées. Chez les Salix, 41 especes différentes réparties dans 18 genres ont été
identifiées, tandis que chez les Populus, 62 especes appartenant a 25 genres ont été

recensées.

Figure 4.3 — Diagramme de Venn illustrant les especes bactériennes communes isolées
chez Salix et Populus. Les abréviations sont les suivantes : "B." pour le genre Bacillus,
"PB." pour le genre Peribacillus, "P." pour le genre Pseudomonas, "R." pour le genre
Rickettsia, et "S." pour le genre Staphylococcus.

Saliz et Populus partagent 9 genres bactériens : Ralstonia, Pseudomonas, Staphylo-
coccus, Bacillus, Priesta, Lysinibacillus, Brevibacillus et méthylobacterium. La figure
[4.3] montre que les deux genres partagent une quinzaine d’espéces bactériennes,
réparties dans six genres et quatre familles différentes (Rickettsiaceae, Bacillaceae,
Pseudomonadaceae et Staphylococcaceae). La figure met en évidence I'ensemble
des familles bactériennes et leur occurrence respective au sein de chaque genre d’arbre.
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Figure 4.4 — Répartition taxonomique en pourcentage des différentes familles bacté-
riennes isolées chez les genres Saliz et Populus.
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Figure 4.5 — Répartition taxonomique en pourcentage des différents genres bactériens
isolés chez les genres Saliz et Populus.

La figure met en évidence la diversité des genres bactériens et leur occurrence
respective au sein des genres Salix et Populus.

Les figures[.4 et [4.5| montrent que les Populus présentent une diversité plus importante
au niveau des genres bactériens que les Saliz. Cependant, la niche occupée par le
genre Bacillus reste dominante dans les deux cas, atteignant plus de 75 % chez les
Saliz et environ 50 % chez les Populus.
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4.4.2.2 Diversité taxonomique au sein des genres Salix et Populus

Deux genres genres sont partagés entre tous les Saliz : Pseudomonas et Bacillus.
Trois genres sont partagés entre I’ensemble des Populus : Bacillus, Neobacillus et
Priesta. La figure illustre la diversité bactérienne au sein des xylemes des trois
especes du genre Saliz étudiées. Seules cing espéces bactériennes sont communes

entre S. caprea, S. alba et S. fragilis.

S. caprea

7

B. wiedmannii count
B. thuringiensis 10.0
5
B. tequilensis 75
B. cereus
B. subtilis 5.0
25
0.0

6

S. fragilis

Figure 4.6 — Diagramme de Venn illustrant les especes bactériennes communes isolées
chez S. caprea, S. alba et S. fragilis.L’abréviations "B." désigne le genre Bacillus.

De méme, la figure présente la diversité bactérienne chez trois especes du genre
Populus. Deux espéces bactériennes, B. wiedmannii et B. tequilensis, sont communes

a 'ensemble des six especes arbustives étudiées.
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Figure 4.7 — Diagramme de Venn illustrant les espéces bactériennes communes isolées
chez P. canescens, P. nigra et P. tremula. Les abréviations "P." et "B." désignent

respectivement les genres Priestia et Bacillus.
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Figure 4.8 — Répartition taxonomique en pourcentage des différentes familles bacté-
riennes au sein des especes P. canescens, P. nigra, P. tremula, S. alba, S. caprea et S.

fragilis (Pc, Pn, Pt, Sa, Sc, Sf).

La figure révele que les niches bactériennes varient considérablement entre

les différentes especes étudiées. Toutefois, la famille des Bacillaceae domine en

représentant pres de 50 % a pres de 100 % des espéces isolées selon les arbres.
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Chapitre 5
Discussion

Ce mémoire avait pour objectif de mieux comprendre les interactions entre les agents
pathogenes XF et BS au sein de Salixz et Populus, en interaction avec les populations
endophytes du xyleme. Pour ce faire, des endophytes aux propriétés intéressantes
ont été transformés, puis co-inoculés in planta dans des plants de tabac avec XF ou
BS. Ce mémoire visait aussi a explorer le microbiote xylémien de Saliz et Populus
par une approche métagénomique a partir de séve xylémienne. Enfin, il cherchait
a identifier 467 endophytes précédemment isolés sur différents milieux a partir de
la seve xylémienne, afin de caractériser en détail le microbiote xylémien selon une

méthode dépendante du milieu de culture.

Les résultats obtenus mettent en lumiere le potentiel des endophytes d’intérét a
inhiber la colonisation de XF' in planta. Ils révelent également une certaine variabilité
du microbiote entre les genres Saliz et Populus, ainsi qu’au sein de ces genres. La
discussion de ces résultats permettra d’établir des liens avec la littérature existante

et de proposer des perspectives de recherche intéressantes.

Dans un premier temps, la discussion abordera les perspectives d’amélioration du
protocole de transformation des Bacillus. Ensuite, elle s’intéressera a l'interprétation
des résultats liés aux co-inoculations, avant de discuter des perspectives globales.
Enfin, elle se focalisera sur la caractérisation des microbiotes de Saliz et Populus et

les perspectives qui en découlent.
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5.1 Analyse des résultats expérimentaux

5.1.1 Transformation des Bacillus

L’échec de la transformation des Bacillus décrit dans la section du chapitre
contraste avec la confirmation de la transformation des bactéries observée au micro-
scope confocal.

Cela peut s’expliquer par un manque de sélectivité des milieux. En effet, il est attendu
qu’une partie seulement des bactéries soit transformée, mais un milieu enrichi en
spectinomycine devrait empécher la survie des bactéries non transformées. Or, selon
Aslim et al. (2002), de nombreuses souches de Bacillus peuvent étre résistantes
ou partiellement résistantes a la spectinomycine.Une piste d’amélioration du proto-
cole pourrait donc consister a augmenter la concentration en spectinomycine afin
d’accroitre la sélectivité apres transformation. Néanmoins, au-dela d’une certaine
concentration renseignées par le fournisseur, méme les bactéries transformées ne

pourront plus pousser.

La transformation des Bacillus avait pour objectif de jouer la compétence naturelle de
ceux-ci. Cela en cherchant les récupérer lors de leur phase de croissance exponentielle
(ou elles sont le plus compétentes) et en utilisant du xylose afin d’augmenter la
perméabilité de la membrane (voir le point du chapitre |3). Néanmoins, les
bactéries gram positives comme les Bacillus restent plus compliquées a transformer
que des bactéries gram négatives (Maier, 2020)). Elles sont notamment plus difficiles a
rendre compétentes & cause de la structure particuliere de leur paroi cellulaire (Huang
et al.; 2021)), qui est plus épaisse et composée de plusieurs couches de peptidoglycanes
intégrées dans une matrice d’acide teichoique. Pour améliorer la compétence des
bactéries moins compétentes, des méthodes artificielles ont été développées (Huang et
al.,[2021)). Les méthodes classiques consistent & modifier chimiquement la perméabilité
de la membrane, par exemple avec un sel comme le chlorure de calcium, ou a utiliser
un champ électrique via 1’électroporation. Concernant les bactéries gram-positives,

plusieurs approches permettent d’améliorer 'efficacité de 1’électroporation :

— Ajout d’éthanol dans le tampon d’électroporation (Assad-Garcia et al., [2008)).

— Utilisation de composés tels que la glycine, le lysozyme ou la pénicilline pour
amincir ou affaiblir la paroi cellulaire (Thompson et Collins, (1996, Rodriguez
et al., 2007).

— Induction d’un stress osmotique a ’aide de NaCl (Palomino et al., |2010).

— Ajustement des parametres du choc électrique (V/cm, durée, etc.) (Huang
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et al., 2021)).

— ajustement du temps de croissance et de la concentration des bactéries pour

optimiser leur compétence (Huang et al., 2021]).

Ces différents parametres constituent autant de pistes a explorer pour améliorer
le protocole de transformation des Bacillus d’intérét. Par exemple, Yi et Kuipers
propose une transformation efficace de souches de B. mycoides en utilisant de la
glycine et de la DL-thréonine pour affaiblir les parois cellulaires, lorsque la DO__ 600
atteignait 0,85 en culture liquide.

Ces transformations, bien que constituant un véritable défi, restent un objectif
réalisable et nécessaire pour répondre aux objectifs visés dans ce mémoire c’est a
dire observer et mieux comprendre les interactions in vivo d’endophytes d’intéréts
avec BS et XF.

5.1.2 Interactions in planta entre endophytes et pathogenes

Le test in planta effectué ne permet pas de tirer de grandes conclusions générales en
raison de la taille du plan expérimental et de I'impossibilité d’observer les endophytes,
ni par microscopie confocale ni par PCR.

Néanmoins, 1’essai mené sur des plants de tabac a permis de mettre en évidence
la possibilité d’utiliser N. tabacum var. Xanthi comme plante modele pour étudier
les interactions de BS avec des endophytes. Bien que, selon Maes et al. (2002)), les
inoculations artificielles aient un faible taux de réussite, il a été démontré que BS
peut étre inoculée par la méthode du pinprick dans des plants de tabac. Elle y survit
au moins deux semaines et colonise la plante en remontant vers le haut, atteignant
au moins 3 cm en deux semaines. Ces possibilités n’étaient pas encore documentées
dans la littérature. Les résultats montrent que BS ne colonise pas les organes aériens
du tabac aussi rapidement que XF, ou a des concentrations inférieures a la limite de
détection, soit 40 CFU/mL par extrait de feuille (Hauben et al., [1998]).

En ce qui concerne l'inoculation des endophytes, seule 'inoculation de P. graminis
et P. coleopterorum a pu étre confirmée par PCR. Cela indique que la méthode
du pinprick fonctionne pour ces endophytes. La réussite de I'inoculation des autres
endophytes n’a pas pu étre confirmée par PCR en raison de leur absence de transfor-
mation. Il faut donc rester prudent quant aux interprétations faites ci-dessous, qui

considérent que ces inoculations ont tout de méme fonctionné.

N. tabacum était déja connu comme hote expérimental pour étudier XF (Lopes et al.,

2000). Cependant, le test a permis de fournir des pistes encourageantes concernant
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les propriétés antagonistes de certaines souches d’endophytes d’intérét testées. En
effet, tous les plants inoculés avec XF seule ont été infectés jusqu’a leur apex en deux
semaines, alors que dans les plants co-inoculés avec B. amyloliquefaciens, B. haynesii
et P. graminis, XF n’a pas atteint I'apex des plants testés. B. pseudomycoides et B.
subtilis ont également inhibé la colonisation de XF' chez les plants ayant survécu a
I'inoculation par pinprick. Enfin, P. coleopterorum a inhibé la colonisation de XF
dans un des deux plants co-inoculés avec XF (voir tableau 1.2 de la sous-section [4.2.1]).

Les résultats obtenus s’accordent avec les données de la littérature. La plupart des
especes inoculées ont déja montré des propriétés antagonistes contre XF in witro
(Zicca et al., 2020, Chun et al., 2019, Biondi et al., 2021, Zhang et al., [2023). Ces
observations permettent également d’élargir les perspectives sur les opportunités

qu’offrent ces especes bactériennes dans des essais in vivo.

Bien que récemment, Bacillus subtilis ait été classée comme un bon colonisateur
in planta, hautement antagoniste a XF et médiateur efficace des genes de défense
de la plante (Zicca et al., 2020)), peu de documentation existe sur les essais in vivo
réalisés avec les autres especes bactériennes étudiées et leurs propriétés antagonistes
contre XF ou BS. Pourtant, la communauté scientifique semble s’accorder sur la
nécessité d’essais in planta pour approfondir la compréhension des interactions entre
endophytes, pathogenes et plantes (Zicca et al., 2020, Naik et al., 2021).

En conclusion, ce test s’est révélé pertinent et pourrait étre, dans un premier temps,
réitéré sur des plants de tabac, tout en s’assurant de confirmer par PCR la transfor-
mation des endophytes au préalable. Dans un second temps, la réalisation d’essais
in vivo sur des saules et peupliers sensibles a XF et BS permettrait d’observer les
effets des endophytes d’intérét sur les symptomes de XF et BS chez les Salicaceae. P.
tremula a été décrite comme une espece particulierement sensible a XF par Casarin
et al. et pourrait donc étre une hote de choix pour un test in vivo d’envergure, aux

cOtés d’autres especes sensibles a BS telles que S. alba et S. fragilis (Maes et al., 2009).

5.1.3 Amplification de seve xylémienne

La réplication de ’ADN présent dans la seve xylémienne n’a pas fonctionné comme
souhaité (voir section {4.3)). Cette discussion a pour objectif d’explorer les raisons

possibles de cet échec et de proposer des pistes de solutions pour atteindre ’objectif
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d’amplification d’ADN bactérien provenant de la seve xylémienne de Salicaceae.

La non-amplification du mix PCR avec la Taq polymérase ne peut pas s’expliquer
par une quantité insuffisante d’ADN dans la seve extraite, malgré des concentrations
parfois faibles (autour de 2 ng/pL). Cette concentration est généralement suffisante
pour permettre 'amplification de ce type d’ADN avec la Taq polymérase (Saiki
et al., [1988). Cependant, la seve xylémienne transporte de '’ADN d’origine végétale,
fongique et bactérienne, et il est possible que la concentration en ADN bactérien ait
été trop faible dans certains cas (Lowe-Power et al., 2018a)). Pourtant, cette hypothese
ne semble pas suffisante, car 'utilisation d’une autre polymérase, la MM Phusion, a

permis d’amplifier de ’ADN provenant de la seve.

Par ailleurs, de nombreux composés, tels que les polyphénols et les polysaccharides,
peuvent inhiber activité de la Taq polymérase (Sidstedt et al., 2020 Katcher et
Schwartz, 1994). La séve xylémienne de Salicaceae a été identifiée comme riche en
polyphénols (Autor et al., [2022), ce qui pourrait expliquer I'inhibition observée de la

Taq polymérase.

L’utilisation de la MM Phusion a permis 'amplification de ’ADN pour certains
échantillons de seve, mais plusieurs tailles différentes d’amplicons ont été observées
sur gel (voir figure du chapitre . Cela indique que le géne de ’ARNr 16S n’est
pas le seul a étre amplifié. L’ajout de PNAm et PNAc n’a pas permis d’améliorer ces
résultats. Pourtant, les séquences des amorces sens et anti-sens ont été alignées sur
les génomes des genres Populus et Saliz a I'aide de I'outil BLAST, disponible dans
la base de données NCBI. Les résultats montrent que seules des régions codantes
des chloroplastes et mitochondries présentent des alignements significatifs avec ces
amorces. Une hypotheése est que des molécules présentes dans la seve pourraient
complexer avec les PNA, les rendant inefficaces ou provoquant une amplification

chromosomique autre que chloroplastiques ou mitonchondrique.

Pour améliorer le protocole, une premiere suggestion serait d’utiliser des amorces
différentes, ne s’alignant pas avec les régions codantes des chloroplastes ou mitochon-
dries de Saliz et Populus. Une seconde proposition consisterait a reconcentrer ’ADN
et a dénaturer les polyphénols avant de réaliser la PCR. Cela pourrait étre réalisé en
lyophilisant la seve, puis en la réhydratant avec un volume réduit de TE ou d’eau
biomoléculaire. En effet, la lyophilisation peut dénaturer les polyphénols présents
dans la séve xylémienne de peuplier (Lindroth et Pajutee, |1987). Ce processus consiste

a sublimer 'eau présente dans un échantillon en utilisant des conditions extrémes de
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pression et de température (de I'ordre de -40°C et 0,01 mbar).

5.1.4 Caractérisation du microbiote xylémien de Salix et

Populus

A ce jour, aucune étude ne traite spécifiquement du microbiote xylémien des Salica-
ceae. Cependant, plusieurs travaux proposent des informations sur la composition
et les variations taxonomiques du microbiote des Salicaceae au niveau du sol, des
feuilles, de la tige et des racines (Cregger et al., [2018, Cregger et al., 2021, Kandel
et al., |2017)). Les phyla bactériens répertoriés au niveau de la tige des Salicaceae
(Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes et Bacillota) dans ces études sont
similaires & ceux obtenus de maniére culture-dépendante dans le xyleme (Cregger
et al., 2021, Hacquard et Schadt, 2015)). Toutefois, leurs proportions respectives
different.

Dans la littérature, les phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes et Ba-
cillota représentent respectivement 40 a 50%, 15 a 20%, 5 a 10% et 1 a 3% de la
diversité de la communauté microbienne des Salicaceae. Dans le xyléme, les résultats
obtenus placent les Bacillota en premiere position, représentant 65,1%, suivis des Pro-
teobacteria (18,6%), des Actinobacteria (14,0%) et des Bacteroidetes (2,3%). Cette
répartition s’explique notamment par la forte présence d’especes du genre Bacillus.
Concernant le core microbiote du xyleme de Saliz et Populus, une quinzaine d’espéeces
différentes ont été identifiées, dont 13 appartiennent au phylum des Bacillota et 2 au
phylum des Proteobacteria.

Il semble que P. canescens, hybride entre P. tremula et P. alba (Fossati et al., 2004),
ait développé une diversité taxonomique microbienne beaucoup plus vaste que celle
observée chez ses especes parentales directes (voir fig. et . Comme énoncé dans
la section [I.3.3.2] la majorité des études sur le microbiote xylémien se concentrent sur
des especes arbustives sensibles & XF comme l'olivier, la vigne ou I'amandier (Landa
et al., 2022, Anguita-Maeso et al., 2020, Hamaoka et al., [2022). La composition
du microbiote xylémien peut considérablement varier au sein d’un genre d’arbres,
voire au sein d’'une méme espece, en fonction de facteurs tels que ’dge de I'arbre, la
saison, le sol, la localisation géographique, etc. (Anguita-Maeso et al., 2020, Cregger
et al., 2021, Kandel et al., 2017). L’étude du microbiote xylémien des oliviers menée
par Anguita-Maeso et al. souligne que les approches culture-dépendantes et métagé-
nomiques sont complémentaires. Chez les oliviers, la méthode culture-dépendante
utilisée semble favoriser la caractérisation des Actinobacteria et des Bacillota par
rapport a une méthode d’approche métagénomique.

En s’intéressant exclusivement au microbiote xylémien des oliviers défini par la

méthode culture-dépendante selon Anguita-Maeso et al. (2020), on observe que les
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mémes phyla bactériens sont présents chez les oliviers, les saules et les peupliers,
mais dans des proportions différentes. Le genre Bacillus est commun au microbiote
xylémien des saules, peupliers et oliviers. Concernant la diversité des genres, les genres
Bacillus (48%), Pseudomonas (18%) et Priestia (10%) sont les plus représentés chez
les peupliers. Chez Saliz, les genres Bacillus (76%), Pseudomonas (4%) et Ralstonia
(3,5%) dominent. Ces répartitions taxonomiques de genre different sensiblement de
celle observée dans le xyleme des oliviers, ou les trois genres les plus représentés sont
Frigobacterium (19%), Methylobacterium (16%) et Sphingomonas (15%) (Anguita-
Maeso et al., |2020).

En conclusion, les résultats obtenus concernant le microbiote xylémien de Salix et
Populus mettent en évidence la diversité du microbiote xylémien au niveau des especes
et des genres de la famille des Salicaceae. Ces résultats, comparés aux données de la
littérature, montrent également que, au sein des tiges des Salicaceae, I’'occupation
microbienne varie considérablement en fonction des différents tissus. L’amplification
et la caractérisation du reste des espeéces isolées et ’analyse métagénomique de la
seve xylémienne seraient pertinentes pour compléter ces observations et approfondir
notre compréhension de la diversité microbienne au sein de saules et peupliers sains.
Il est également établi que les communautés endophytes peuvent étre fortement
influencées par d’autres facteurs, tels que I'age de I'arbre, le type de sol ou les condi-
tions environnementales (Cregger et al., 2021). A terme, caractériser le microbiote
xylémien d’arbres plus 4gés, soumis a différents types de stress (hydrique, salin, etc.)
ou cultivés dans des sols variés, pourrait grandement enrichir notre compréhension du
microbiote xylémien des Salicaceae. La compréhension de la dynamique du microbiote
xylémien des Salicaceae ouvre la voie a des approches biotechnologiques innovantes,
comme |'utilisation de micro-organismes pour améliorer la tolérance aux pathogenes

et aux stress abiotiques.

5.1.4.1 Microbiote et sensibilité a XF et BS

Il est reconnu que la diversité microbienne et son équilibre sont essentiels pour la

santé des plantes Yan et al., 2017,

Comme mentionné dans la section [I.3.3.2], une corrélation existe entre la diversité
taxonomique et la résistance a XF. De plus, il est indiqué que, dans son expression
pathogene, BS perturbe 1’équilibre du microbiote xylémien en s’établissant a de
hautes concentrations (Campisano et al., 2015). La susceptibilité de P. tremula, S.
alba, P. canescens et S. caprea a XF, documentée par Casarin et al., 2023, montre
que P. tremula est trés symptomatique, S. alba est plutot asymptomatique, et S.
caprea présente des similarités avec S. alba, bien qu’avec plus de symptdémes et une

plus grande concentration de XF. Cette étude révele également que P. canescens est
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particulierement résistant a 1’inoculation de XF.

Le croisement de ces résultats avec ceux obtenus dans ce mémoire permet de formuler
certaines hypotheses et perspectives de recherche. La résistance de P. canescens a
XF pourrait s’expliquer par la diversité de son microbiote xylémien. De méme, le
caractere asymptomatique de S. alba pourrait étre lié aux communautés bactériennes
spécifiques présentes dans son xyleme. Toutefois, ces hypotheses sont a confirmer
car d’autres facteurs, tels que 'architecture du xyleme, influencent également la
résistance a XF (Chatelet et al., [2011, Navas Cortés, Landa et al., 2024)).

En ce qui concerne BS, établir des liens avec la littérature est plus complexe. Bien
que S. alba soit I’'héte de BS le plus fréquemment enregistré, toutes les especes de
saules étudiées se révelent sensibles a BS (Pesenti, 2024). L’étude du microbiote
xylémien d’especes identiques de saules symptomatiques et asymptomatiques infectés
par BS pourrait aider a identifier les équilibres microbiens permettant de limiter la
pathogénicité de BS. Par ailleurs, (De Vos et al., 2007)) a montré que 'exces d’azote
est associé a la Watermark disease. Ainsi, 'étude de I'influence de 'azote sur le
microbiote xylémien des saules et des peupliers pourrait fournir de nouvelles pistes

pour comprendre cette maladie.

De maniere générale, la lutte contre les pathogenes repose souvent sur I'utilisation
d’un ou plusieurs agents de biocontrdle indépendants. Cependant, d’un point de vue
écologique, les maladies font partie d'un agro-écosysteme complexe. En conséquence,
une tendance récente consiste a développer des agents de biocontrole a partir de
consortia microbiens, plutot que d'utiliser des bactéries isolées, afin d’obtenir des
résultats plus performants et durables (Meshram et al., [2022). Les microbiotes
xylémiens caractérisés dans ce mémoire ouvrent ainsi la perspective de développer et
de tester des consortia microbiens efficaces, notamment a partir d’arbres résistants a

XF, comme P. canescens.

En conclusion, bien que les hypotheses formulées dans cette section soient a confirmer,
la caractérisation des microbiotes xylémiens de saules et de peupliers obtenue dans

ce mémoire ouvre de nombreuses perspectives pour la lutte contre XF et BS.
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Chapitre 6
Conclusion

Ce mémoire a permis d’avancer dans la compréhension et 1’élaboration de protocoles
afin d’étudier les interactions entre les pathogenes du xyleme XF et BS, ainsi que
les communautés microbiennes xylémiennes associées aux genres Salix et Populus.
Les résultats obtenus soulignent le potentiel des endophytes sélectionnés a inhiber
la progression de ces pathogenes, tout en révélant une grande variabilité dans la
composition du microbiote xylémien de P. canescens, P. tremula, P. nigra, S. alba,

S. caprea et S. fragilis.

L’analyse des résultats expérimentaux a mis en lumiere certaines limitations tech-
niques, notamment dans la transformation des souches de Bacillus, qui nécessitent
des améliorations protocolaires pour augmenter la sélectivité et I'efficacité des ma-
nipulations génétiques. Ces ajustements pourraient ouvrir la voie a des tests in
vivo d’envergure afin de mieux saisir les interactions entre ces endophytes et XF
ou BS au sein des saules et peupliers. D’autres limitations techniques concernant
I’analyse métagénomique de la seve de Saliz et Populus ont été identifiées. Des pistes

d’amélioration visant a rendre exploitables les échantillons de seve ont été proposées.

Les confrontations in vivo ont confirmé la capacité des endophytes sélectionnés a
réduire la colonisation de XF dans des plants de N. tabacum var. Xanthi en serre.
Cependant, le plan expérimental n’ayant pas fonctionné parfaitement, ces tendances
pourraient étre confirmées par des essais avec I’ensemble des endophytes transformés.
Les confrontations in vivo ont également mis en évidence la possibilité d’inoculer BS
a N. tabacum par la méthode Pinprick, permettant d’utiliser cette plante comme

modele pour étudier les interactions entre BS et des endophytes.

La diversité taxonomique du microbiote xylémien observée au sein et entre les

genres Salix et Populus a pu étre caractérisée de maniere culture-dépendante. Les
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résultats, confrontés a la littérature, montrent des différences significatives avec le
microbiote xylémien de l'olivier. Ils mettent également en évidence que, dans la
tige des Salicaceae, le microbiote varie fortement en fonction des différents tissus
de la plante. Ces observations, peuvent servir de piste afin d’identifier des consortia
d’endophytes et approfondir leur réle dans la résistance aux pathogénes. Etoffer
ces résultats par une approche métagénomique et en s’intéressant a des arbres plus
agés, poussant sur des sols différents ou soumis a divers stress, contribuerait a mieux

comprendre 1’équilibre du microbiote xylémien des Salicaceae.

En conclusion, ce travail permet d’envisager des pistes d’améliorations des expériences
réalisées et d’orienter des expériences futures. Il ouvre des perspectives prometteuses
concernant la compréhension du microbiote xylémien de Saliz et Populus et 1'uti-
lisation d’endophytes comme agents de biocontrdle contre des pathogenes majeurs
du xyleme. Il souligne également I'importance de développer des approches intégra-
tives combinant génomique, écologie microbienne et expérimentation appliquée pour
répondre aux défis posés par ces agents pathogenes dans les systémes agricoles et
naturels. Les recherches futures devraient s’orienter vers des études en conditions
réelles et sur le long terme, afin de poursuivre les efforts pour lutter contre les

pathogenes du xyleme de maniere durable et efficace.
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ANNEXES

A Cycle PCR avec la polymérase MM Phusion

Table 1 — Cycle PCR. 16S.

Etapes Température [°C| | Temps [mm :ss] | Cycles
Dénaturation initiale 95 05 :00 1
Dénaturation 95 01 :00 30
fixation PNA 75 10 :00 30
Appariement 61 00 :30 30
Elongation 72 01 :30 30
Elongation finale 72 10 :00 1
Conservation 4 / /

B Graphe DO-CFU

Relation DO-CFU pour des différentes souches étudiées

Souches - - DO=03

2.0e+09

1.5e+09
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DO (Densité optique)

Figure 1 — Graphique représentant le lien entre la DO et les CFU sur le domaine de
DO étudié.
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C Tableau récapitulatif de I’ensemble des souches
alignées avec BLAST sur la base de donnée
NCBI

D Extraction d’ADN TO

ox
€

Témoin positif
S !

1 (€ -

Figure 2 — Gel TO vérifiant la présence de XF et BS dans les plants de tabac. Les
échelles utilisées & gauche et a droite sont des marqueurs de poidsmoléculaire (1 kb,
Promega).
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E Amplification MM Phusion

TémoinTémoin

Figure 3 — Gel PCR de 16 échantillons d’ADN de seve amplifiés avec la polymérase
MM Phusion. Les amplicons 1, 3, 5 15 et 16 montrent tous deux amplifications
d’ADN de longueur différente : environ 1500 paires de bases et environ 2000 paires
de bases. Les échelles utilisées a gauche et a droite sont des marqueurs de poids
moléculaire (1 kb, Promega).
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F Tableau d’identification des espéces bactériennes

détectées plusieurs fois

Table 2 — Identification des especes bactériennes détectées plusieurs fois avec BLAST,
de leur famille bactérienne correspondante et leur occurrence.

Espeéces Famille Occurrence
Bacillus velezensis Bacillaceae 74
Bacillus tequilensis Bacillaceae 23
Bacillus subtilis Bacillaceae 18
Bacillus wiedmannii Bacillaceae 17
Pseudomonas coleopterorum Pseudomonadaceae 17
Bacillus cereus Bacillaceae 15
Bacillus sp. Bacillaceae 16
Bacillus mycoides Bacillaceae 13
Priestia aryabhattai Bacillaceae 11
Bacillus spizizenii Bacillaceae 8
Ralstonia pickettii Burkholderiaceae 8
Bacillus amyloliquefaciens Bacillaceae 6
Bacillus safensis Bacillaceae 6
Pseudomonas sp. Pseudomonadaceae 6
Peribacillus frigoritolerans Paenibacillaceae 5
Pseudomonas rhizosphaerae Pseudomonadaceae 5
Psychrobacillus psychrodurans Paenibacillaceae 5
Bacillus arachidis Bacillaceae 4
Bacillus thuringiensis Bacillaceae 4
Erwinia sp. Enterobacteriaceae 4
Priestia flexa Bacillaceae 4
Priestia megaterium Bacillaceae 4
Bacillus inaquosorum Bacillaceae 3
Bacillus licheniformis Bacillaceae 3
Bacillus proteolyticus Bacillaceae 3
Bacillus zanthoxyli Bacillaceae 3
Curtobacterium oceanosedimentum  Microbacteriaceae 3
Pseudomonas graminis Pseudomonadaceae 3
Bacillus pumilus Bacillaceae 2
Curtobacterium sp. Microbacteriaceae 2
Frigoribacterium faeni Micrococcaceae 2
Heyndrickzia oleronia Bacillaceae 2
Lysinibacillus sp. Bacillaceae 2
Pseudomonas baltica Pseudomonadaceae 2
Pseudomonas trivialis Pseudomonadaceae 2
Ralstonia insidiosa Burkholderiaceae 2
Roseomonas mucosa Acetobacteraceae 2
Rummeliibacillus pycnus Bacillaceae 2
Staphylococcus hominis Staphylococcaceae 2
Staphylococcus saprophyticus Staphylococcaceae 2
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G Tableau récapitulatif de I’ensemble des souches

alignées avec BLAST sur la base de donnée
NCBI

ID est le numéro de la souche. EA est I'espece arbustive ou Pc, Pn, Pt, Sa, Sf, Sc ront respectivement

P. canescens, P. nigra, P. tremula, S. alba, S. fragilis et S. caprea. RA représente les régions

amplifiées du geéne codant pour PARNr 16S. PI, représente 'identité par paires entre les séquences

"query" et "hit". EV représente la E-valeur.

Table 3 — Tableau récapitulatif de I’ensemble des souches alignées avec CLAST sur
la base de donnée NCBI.

1D EA souche bactérienne RA  Accession PI [%] EV Bit-score
11-12_11 Pc Pseudomonas graminis V1-V9 PQ614800 99.5 0 2348.37
11-12_13 Pc Stenotrophomonas maltophilia V1-V9 PP723394 99.96 0 2490.84
11-12_29 Pc Sphingomonas aquatilis V1-V9 NR_11386799.4 0 2269.92
11-12__30 Pc Curtobacterium oceanosedimentum V1-V9 NR_ 104839 99.1 0 2307.8
11-12 33 Pc Curtobacterium oceanosedimentum V1-V9 NR_ 104839 99.2 0 2382.63
11-12_34 Pc Curtobacterium oceanosedimentum V1-V9 NR__ 104839 99.8 0 2272.63
11-12_35 Pc Curtobacterium sp. V1-V9 PQ215100 99.9 0 2448.46
11-12_49 Pc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 99.9 0 2479.12
11-12_50 Pc Pseudomonas sp. V1-V9 OP986397 98.8 0 2381.73
11-12_52 Pc Clurtobacterium sp. V1-V9 OQ438791 100.0 0 2515.18
1611 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.6 0 2401.57
1612 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.8 0 2515.18
16 13 Pc  Priestia aryabhattai V1-V9 NR_ 115953 99.9 0 2492.64
16_14 Pc  Frigoribacterium faeni V1-V9 NR_02651199.3 0 2213.12
16_17 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2515.18
16 2 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR,_ 137215 99.8 0 2311.4
1623 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2488.13
16_24 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2545.84
16_ 26 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.6 0 2436.74
1630 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2551.25
1631 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2471.0
1632 Pc  Methylobacterium adhaesivum V1-V9 NR_ 125492 99.1 0 2332.14
1634 Pc  Priestia megaterium V1-V9 NR_ 116873 100.0 0 2356.49
16_5 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.5 0 2184.26
16 6 Pc  Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 075005 99.8 0 2529.61
16 7 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2416.9
16_8 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2424.11
16_9 Pc  Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2425.92
7-9_104 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR 137215 98.5 0 2241.97
7-9_105 Pc Pseudomonas rhizosphaerae V1-V9 PQ565597 99.8 0 2471.0
7-9_107 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.8 0 2455.67
7-9_108 Pc Paenibacillus woosongensis V1-V9 NR_ 043229 99.5 0 2273.53
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ID EA souche bactérienne RA  Accession PI [%] EV Bit-score
7-9_110 Pc Peribacillus frigoritolerans V1-V9 PQ093534 100.0 0 2533.22
7-9_111 Pc Frigoribacterium sp. V1-V9 CP139002 99.7 0 2351.08
7-9_112A Pc  Staphylococcus epidermidis V1-V9 CP170251 99.96 0 2532.31
7-9_113 Pc Bacillus licheniformis V1-V9 OR206175 99.2 0 2506.17
7-9_114 Pc Psychrobacillus psychrodurans V1-V9 MGH71696 99.96 0 2523.3
7-9_114 Pc Psychrobacillus psychrodurans V1-V9 MG571696 99.96 0 2523.3
7-9_115 Pc Bacillus mycoides V1-V9 NR 113990 99.96 0 2328.53
7-9_116 Pc Priestia aryabhattas V1-V9 PQ510638 994 0 2370.91
7-9_117 Pc Bacillus tequilensis V1-V9 ORK898788 99.96 0 2420.51
7-9_118 Pc Peribacillus frigoritolerans V1-V9 NR_ 117474 99.9 0 2540.43
7-9_119 Pc Lysinibacillus endophyticus V1-V9 NR_ 146821 98.0 0 2156.31
7-9_120 Pc Pigmentiphaga sp. V1-V9 KT949373 99.9 0 2489.94
7-9_121 Pc Bacillus mycoides V1-V9 PQ569333 82.2  6.107% 275.398
7-9_122 Pc Paenibacillus sp. V1-V9 CP150300 99.6 0 2389.85
7-9 123 Pc Cytobacillus purgationiresistens ~ V1-V9 NR_ 108492 98.2 0 2326.73
7-9 124 Pc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.7 0 2228.45
7-9 125 Pc Paenibacillus lautus V1-V9 NR_ 040882 99.3 0 2351.98
7-9 126 Pc Pseudomonas baltica V1-V9 NR_ 181571 99.8 0 2435.83
7-9 127 Pc Pseudomonas baltica V1-V9 NR_ 181571 99.8 0 2455.67
7-9_129 Pc Pseudomonas rhizosphaerae V1-V9 PQ565597 99.8 0 2433.13
7-9_130 Pc Frigoribacterium faeni V1-V9 NR_ 026511 99.2 0 2300.58
7-9_131 Pc Pigmentiphaga litoralis V1-V9 NR_ 044530 99.7 0 2435.83
7-9 132 Pc Bacillus cereus V1-V9 PQ454117 100.0 O 2535.02
7-9_133 Pc Pseudomonas rhizosphaerae V1-V9 NR_ 029063 99.8 0 2434.03
7-9_134 Pc Bacillus mycoides V1-VO NR_ 113990 99.96 0 2328.53
7-9_135 Pc Bacillus spizizenii V1-V9 PQ600429 100.0 O 2553.05
7-9_ 136 Pc Pseudomonas rhizosphaerae V1-V9 NR_ 029063 99.8 0 2411.49
7-9 160 Pc Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.8 0 2519.69
7-9_161 Pc Pseudomonas rhizosphaerae V1-V9 PP723419 99.7 0 2465.59
7-9 164 Pc Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 98.1 0 2072.46
7-9_168 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2394.36
7-9_169 Pc Pseudomonas graminis V1-V9 PQ614800 98.6 0 2272.63
7-9_173 Pc Pseudomonas sp. V1-V9 MH769570 99.6 0 2448.46
7-9_174 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 OMS827325 99.8 0 2465.59
7-9_175 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 OMRK27325 99.7 O 2462.88
7-9 25 Pc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2526.0
7-9 26 Pc Bacillus wiedmannii V1-V9 NR 152692 99.96 0 2328.53
7-9_29  Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR,_ 137215 99.6 0 2416.9
7-9 30 Pc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.8 0 2450.26
7-9_31  Pc Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2404.28
7-9 32 Pc Neobacillus niacini V1-VO9 NR 113777 98.6 0 2126.56
7-9_33  Pc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2489.94
7-9_34  Pc Bacillus mycoides V1-V9 NR_ 113990 99.9 0 2516.08
7-9 38 Pc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2515.18
7-9_40 Pc Pseudomonas graminis V1-V9 PQ614800 99.2 0 2335.75
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7-9 41  Pc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2542.23
7-9_90 Pc Rummelitbacillus sp. V1-V9 NR_ 041521 99.1 0 2445.75
11-12 12 Pc Curtobacterium herbarum V3-V4 NR 025461 99.0 0 736.159
7-9 166 Pc Bacillus velezensis V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
16_15 Pc  Priestia flexa V3-V4 NR_ 074244 99.4  4.107'35 480.081
16_16 Pc  Priestia flexa V3-V4 NR_ 074244 99.4 4.10~135 480.081
16_20 Pc  Priestia flexa V3-V4 NR_ 113800 100.0 0 780.342
16_22 Pc  Priestia flexa V3-V4 NR_ 113800 100.0 0 778.538
16_25 Pc  Rathayibacter iranicus V3-V4 NR_ 113800 100.0 0 778.538
16_1 Pc  Bacillus zanthoxyli V3-V4 NR_ 074244 99.4  4.107'35 480.081
1621 Pc  Bacillus zanthoxyli V3-V4 NR_ 113800 100.0 0 780.342
7-9 42 Pc Bacillus V1-V2 NR_ 117946 100.0 5.10~'4! 499.016
1635 Pn Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.8 0 2324.93
16_ 36 Pn  Bacillus stratosphericus V1-V9 NR_ 118441 100.0 0 2551.25
16_ 38 Pn  Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.9 0 2328.53
1639 Pn Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2524.2
1640 Pn  Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2505.26
1641 Pn Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 98.6 0 2395.26
1642 Pn  Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2529.61
7-9_100 Pn Sporosarcina sp. V1-V9 CP152016 99.9 0 2511.58
7-9_101 Pn Bacillus subtilis V1-V9 PQ459614 99.96 0 2535.92
7-9_102 Pn Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.96 0 2517.89
7-9 103 Pn Bacillus subtilis V1-V9 PQ459614 99.96 0 2526.9
7-9_14  Pn Priestia aryabhattai V1-V9 NR 115953 100.0 0 2450.26
7-9_14  Pn Priestia aryabhattas V1-V9 NR_ 115953 100.0 0O 2450.26
7-9 15 Pn Metabacillus idriensis V1-V9 NR_ 043268 100.0 0 2545.84
7-9_155 Pn Bacillus subtilis V1-V9 PQ651427 98.8 0 2253.69
7-9_156 Pn Bacillus safensis V1-V9 NR 041794 99.8 0 2534.12
7-9_159 Pn Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.9 0 2477.31
7-9 16 Pn Neobacillus drentensis V1-V9 NR_ 114085 99.8 0 2302.38
7-9_85 Pn Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2525.1
7-9_86  Pn Priestia megaterium V1-V9 PQ620142 99.8 0 2411.49
7-9_87 Pn Bacillus sp. V1-V9 HM635212 99.1 0 2432.23
7-9_88  Pn Rummeliibacillus pycnus V1-V9 NR_ 041521 99.0 0 2441.24
7-9_89 Pn Bacillus sp. V1-V9 KU983803 99.2 0 2385.34
7-9_90 Pn Rummeliibacillus pycnus V1-V9 NR_ 041521 99.1 0 2445.75
7-9_91  Pn Lysinibacillus sp. V1-V9 PQ306569 99.9 0 2491.74
7-9_93  Pn Lysinibacillus sp. V1-V9 PQ306569 99.8 0 2398.87
7-9_97  Pn Priestia aryabhattas V1-V9 PQ510638 99.96 0 2517.89
7-9_99 Pn Bacillus sp. V1-V9 OR889465 99.5 0 2350.17
7-9 158 Pn Bacillus subtilis V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
7-9_157 Pn Bacillus zanthoxyli V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
79 1 Pt Priestia megaterium V1-VO NR_ 112636 99.96 0 2541.33
7-9 10 Pt Bacillus wiedmannii V1-V9 NR 152692 99.96 0 2373.62
7-9 12 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.8 0 2517.89



ID EA souche bactérienne RA  Accession PI [%] EV Bit-score
7-9 13 Pt Bacillus mobilis V1-V9 NR,_ 157731 98.7 0 2276.24
7-9 137 Pt Bacillus subtilis V1-V9 CP174155 99.96 0 2516.08
7-9_138 Pt Priestia aryabhattas V1-V9 NR_ 115953 99.8 0 2511.58
7-9_139 Pt Bacillus subtilis V1-V9 CP174155 99.96 0 2411.49
7-9_140 Pt Priestia aryabhattai V1-V9 NR_ 115953 99.9 0 2333.94
7-9_142 Pt Priestia aryabhattai V1-V9 NR_ 115953 99.8 0 2525.1
7-9_ 143 Pt Bacillus sp. V1-V9 PQ608401 99.96 0 2564.78
7-9 144 Pt Bacillus pumilus V1-V9 PP747938 99.96 0O 2548.54
7-9_147 Pt Bacillus velezensis V1-V9 PQ459609 99.9 0 2547.64
7-9_148 Pt Bacillus velezensis V1-V9 PQ609703 99.96 0 2442.15
7-9_149 Pt Priestia aryabhattai V1-V9 NR,_ 115953 99.9 0 2456.57
7-9 151 Pt Bacillus velezensis V1-V9 PQ609703 99.9 0 2509.77
7-9_153 Pt Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 999 0 2392.55
79 3 Pt Cytobacillus kochii V1-V9 NR_ 117050 99.8 0 2520.59
7-9 4 Pt Priestia megaterium V1-V9 NR,_ 112636 99.9 0 2544.94
7-9_46 Pt Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2495.35
7-9 48 Pt Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2550.35
7-9 48 Pt Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2550.35
7-9 5 Pt Bacillus safensis V1-V9 NR_ 041794 99.1 0 2460.18
7-9_50 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2524.2
7-9 51 Pt Bacillus mycoides V1-VO9 NR_ 113990 100.0 0 2325.83
7-9 52 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2529.61
7-9_53 Pt Heyndrickzia oleronia V1-V9 NR 043325 99.7 0 2481.82
7-9_54 Pt Paenibacillus segetis V1-V9 NR_ 151983 98.5 0 2357.39
7-9_55 Pt Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2370.91
7-9_57 Pt Bacillus mycoides V1-V9 NR 113990 99.96 0 2496.25
7-9 58 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2531.41
7-9 59 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2535.02
7-9_60 Pt Bacillus amyloliquefaciens V1-V9 CP087391 915 0 740.668
7-9 61 Pt Neobacillus bataviensis V1-V9 NR_ 114093 99.3 0 2402.47
7-9_62 Pt Bacillus mycoides V1-V9 NR_ 113990 100.0 0 2338.45
7-9_ 63 Pt Bacillus mycoides V1-VO NR 113990 99.96 0 2321.32
7-9_64 Pt Bacillus pumilus V1-V9 NR_ 043242 99.1 0 2284.35
7-9_65 Pt Bacillus licheniformis V1-VO NR_ 118996 99.96 0 2323.12
7-9_66 Pt Heyndrickzia oleronia V1-V9 NR_ 043325 99.9 0 2449.36
7-9_69 Pt Psychrobacillus psychrodurans V1-V9 NR_ 025409994 0 2471.0
79 7 Pt Staphylococcus hominis V1-V9 NR 041323 99.8 0 2489.03
7-9_70 Pt Bacillus pseudomycoides V1-V9 NR_ 113991 100.0 0 2345.67
7-9_71 Pt Bacillus velezensis V1-V9 CP174125 99.8 0 2425.01
7-9_72 Pt Bacillus tequilensis V1-V9 NR 104919 99.96 0 2499.85
7-9 73 Pt Bacillus wiedmannii V1-V9 NR 152692 99.9 0 2495.35
7-9 74 Pt Solibacillus silvestris V1-V9 NR_ 028865 99.3 0 2427.72
7-9_76 Pt Psychrobacillus psychrodurans V1-V9 NR_ 025409 99.0 0 2312.3
7-9_79 Pt Bacillus mycoides V1-V9 NR 113990 100.0 0 2538.63
7-9_80 Pt Priestia sp. V1-V9 PQ626871 999 0 2231.15
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ID EA souche bactérienne RA  Accession PI [%] EV Bit-score
7-9 82 Pt Peribacillus asahii V1-V9 PQ394592 99.9 0 2479.12
79 9 Pt Bacillus velezensis V1-V9 NR_07500599.7 0 2491.74
7-9_8 Pt Psychrobacillus psychrodurans V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
7-9_47 Pt Bacillus subtilis V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
7-9 67 Pt Brevibacillus borstelensis V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
7-9_11 Pt Ralstonia pickettii V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
79 2 Pt Bacillus aerius V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
7-9 56 Pt Bacillus wiedmannii V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
11-12_14 Sa Pseudomonas sp. V1-V9 MZ314526 100.0 0 2489.94
11-12_15 Sa Staphylococcus saprophyticus V1-V9 PQ637354 999 0 2557.56
11-12_15 Sa Staphylococcus saprophyticus V1-V9 PQ637354 99.9 0 2557.56
11-12_16 Sa Pseudomonas sp. V1-V9 MZ314526 100.0 O 2489.94
11-12_20 Sa Erwinia sp. V1-V9 MK070132 99.9 0 2491.74
11-12_21 Sa Pseudomonas trivialis V1-V9 NR_ 028987 99.9 0 2432.23
11-12_23 Sa Erwinia sp. V1-V9 MK070132 99.9 0 2478.21
11-12_24 Sa Erwinia sp. V1-V9 MKO070132 999 0 2521.49
11-12_25 Sa Erwinia sp. V1-V9 MK070132 99.9 0 2477.31
11-12_36 Sa Frondihabitans sp. V1-V9 MN989064 99.1 0 2406.98
11-12__37 Sa Roseomonas mucosa V1-V9 NR_ 028857 99.2 0 2205.0
11-12 38 Sa Roseomonas mucosa V1-V9 NR_ 028857 100.0 0 2381.73
11-12_53 Sa Pseudomonas sp. V1-V9 MZ314526 99.5 0 2461.08
11-12 57 Sa Pseudomonas trivialis V1-V9 CP142174 99.6 0 2479.12
3-6_103 Sa Bacillus subtilis V1-V9 0Q283698 90.7  2.107163 589.185
3-6_105 Sa Priestia aryabhattai V1-V9 PQ510638 100.0 0 2569.28
3-6_106 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2318.62
3-6_107 Sa Bacillus inaquosorum V1-V9 NR_ 104873 99.5 0 2037.29
3-6_108 Sa Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.8 0 2529.61
3-6_109 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2495.35
3-6_110 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_07500599.7 0 2439.44
3-6_111 Sa Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2324.03
3-6_112 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2446.65
3-6_113 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2531.41
3-6_114 Sa Bacillus subtilis V1-VO NR_10278399.6 0 2233.86
3-6_115 Sa Bacillus velezensis V1-VO9 NR_ 116240 99.9 0 2431.33
3-6_117 Sa Bacillus amyloliquefaciens V1-V9 NR_ 117946 99.6 0 2224.84
3-6_118 Sa Pseudomonas sp. V1-V9 MZ490635 99.96 0 2523.3
3-6_120 Sa Bacillus inaquosorum V1-V9 NR_ 104873 99.9 0 2092.29
3-6_156 Sa Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.96 0 2505.26
3-6_157 Sa Bacillus velezensis V1-V9 PQ459610 99.96 0 2535.92
3-6_158 Sa Bacillus proteolyticus V1-V9 NR_15773599.96 0 2528.71
3-6_159 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.7 0 2521.49
3-6_159 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.7 0 2521.49
3-6_160 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2510.67
3-6_161 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2540.43
3-6_164 Sa Bacillus tequilensis VI1-V9 NR_10491999.9 0 2501.66
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3-6_165 Sa Bacillus thuringiensis V1-V9 CP170495 99.96 0 2355.58
3-6_166 Sa Bacillus spizizenii V1-V9 PQ600429 100.0 O 2565.68
3-6_167 Sa Bacillus subtilis V1-V9 NR_ 113265 100.0 0 2545.84
3-6_168 Sa Bacillus velezensis V1-V9 PQ459609 99.96 0 2550.35
3-6_169 Sa Bacillus amyloliquefaciens V1-V9 CP171208 99.96 0 2552.15
3-6_170 Sa Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2512.48
3-6_171 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2522.4
3-6_172 Sa Bacillus spizizenii V1-V9 PQ609718 99.96 0 2570.19
3-6_173 Sa Bacillus velezensis V1-V9 CP169520 999 0 2554.86
3-6_174 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 116240 99.9 0 2529.61
3-6_175 Sa Bacillus velezensis V1-V9 CP169520 99.96 0 2537.72
3-6_176 Sa Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2512.48
3-6_177 Sa Bacillus velezensis V1-V9 CP169520 99.96 0 2537.72
3-6_178 Sa Lysinibacillus macroides V1-V9 PP514629 100.0 O 2556.66
3-6_18 Sa Bacillus thuringiensis V1-V9 OK335881 99.9 0 2529.61
3-6_19 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2512.48
3-6_20 Sa Bacillus mycoides V1-V9 NR 113990 100.0 0 2560.27
3-6_22  Sa Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2524.2
3-6_23 Sa Peribacillus frigoritolerans V1-V9 PQ344050 99.96 0 2555.76
3-6_25 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2559.36
3-6_26  Sa Peribacillus sp. V1-V9 PQ241667 99.96 0 2559.36
3-6_27 Sa Peribacillus frigoritolerans V1-V9 CP158190 99.96 0 2548.54
3-6_28 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.8 0 2508.87
3-6_29 Sa Bacillus safensis V1-V9 PQ621869 99.8 0 2437.64
3-6_31 Sa Bacillus safensis V1-V9 NR 041794 99.9 0 2558.46
3-6_32 Sa Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.96 0 2519.69
3-6_33 Sa Brevundimonas sp. V1-V9 PQ637121 100.0 O 2333.04
3-635 Sa Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.8 0 2534.12
3-6_36 Sa Bacillus paramycoides V1-V9 NR_ 157734 96.7 0 2348.37
3-6_37 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2550.35
3-6_38 Sa Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.8 0 2502.56
3-6 39 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.9 0 2459.28
3-6_70 Sa Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2540.43
3-6_71 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.9 0 2549.45
3-6_73 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.9 0 2524.2
3-6_74 Sa Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2497.15
3-6_75  Sa Bacillus spizizenii V1-V9 PQ609718 99.96 0 2553.95
3-6_76 Sa Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.9 0 2446.65
3-6_77 Sa Bacillus arachidis V1-V9 PQ344061 99.96 0 2559.36
3-6_79 Sa Bacillus proteolyticus V1-V9 PQ608574 99.96 0 2519.69
3-6_80 Sa Bacillus cereus V1-V9 PQ340309 99.8 0 2553.05
3-6_81 Sa Bacillus velezensis V1-V9 PQ609703 99.96 0 2463.79
3-6_82 Sa Bacillus subtilis V1-V9 PQ651427 999 0 2484.53
11-12_17 Sa Methylobacterium radiotolerans V3-V4 NR_ 074244 99.4 4.10~135 480.081
0
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ID EA souche bactérienne RA  Accession PI [%] EV Bit-score
3-6_119 Sa Ralstonia pickettii V3-V4 NR,_ 114126 98.3 0 713.617
3-6_21 Sa Bacillus wiedmannii V3-V4 NR 164882 100.0 0 776.735
11-12_1 Sc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 99.9 0 2491.74
11-12_2 Sc Bacillus licheniformis V1-V9 PQ479274 99.8 0 2482.72
11-12_26 Sc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 99.9 0 2418.7
11-12_28 Sc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 99.9 0 2489.03
11-12 4 Sc Ralstonia insidiosa V1-V9 NR 025242 99.7 0 2296.97
11-12_44 Sc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 99.9 0 2490.84
11-12_45 Sc  Microbacterium sp. V1-V9 PP768222 99.8 0 2121.15
11-12_46 Sc Ralstonia pickettii V1-V9 MT827171 100.0 0 2498.95
11-12_47 Sc Ralstonia insidiosa V1-V9 MK491069 100.0 0 2518.79
11-12_5 Sc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 13721599.7 O 2347.47
11-12_.9 Sc Kocuria rhizophila V1-V9 NR_ 026452 99.8 0 2428.62
3-6_10 Sc Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.96 0 2487.23
3-6_100 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 116240 99.8 0 2515.18
3-6_101 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2526.0
3-6_102 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2512.48
3-6_12 Sc Bacillus sp. V1-V9 KRO77805 100.0 0 2551.25
3-6_13 Sc Bacillus wiedmannii V1-V9 NR,_ 152692 99.9 0 2551.25
3-6_14 Sc Bacillus mycoides V1-V9 NR_ 113990 100.0 0 2513.38
3-6_141 Sc Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.96 0 2516.08
3-6_142 Sc Bacillus sp. V1-V9 PQ121413 100.0 O 2526.0
3-6_143 Sc Bacillus subtilis V1-V9 PQ651427 99.96 0 2458.38
3-6_144 Sc Bacillus velezensis V1-V9 CP169520 99.96 0 2537.72
3-6_145 Sc Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2514.28
3-6_146 Sc Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.96 0 2505.26
3-6_147 Sc Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2514.28
3-6_148 Sc Bacillus safensis V1-V9 PQ621869 99.96 0 2471.0
3-6_149 Sc Bacillus velezensis V1-V9 PQ609703 99.96 0 2498.05
3-6_15 Sc Bacillus amyloliquefaciens V1-V9 ON045789 999 0 2512.48
3-6_150 Sc Bacillus safensis V1-V9 NR_ 041794 99.8 0 2547.64
3-6_151 Sc Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.0 0 2434.03
3-6_153 Sc Bacillus amyloliquefaciens V1-V9 PQ163812 99.96 0 2507.07
3-6_2 Sc  Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.9 0 2544.04
3-6 3 Sc  Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2382.63
3-6_5 Sc  Bacillus mycoides VI1-V9 NR_11399099.9 0 2498.05
3-6_55  Sc Bacillus tequilensis V1-V9 NR 104919 99.9 0 2538.63
3-6_57 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2527.81
3-6_58 Sc Bacillus foraminis V1-V9 JQ867498 999 0 2531.41
3-6_59 Sc Bacillus mycoides V1-V9 NR_ 113990 100.0 0 2369.11
3-6 6 Sc  Bacillus wiedmannii V1-V9 NR 152692 99.96 0 2355.58
3-6_60 Sc Bacillus sp. V1-V9 CP168124 99.9 0 2527.81
3-6_62 Sc Bacillus sp. V1-V9 CP168124 99.96 0 2517.89
3-6_63 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2516.99
3-6_66 Sc Bacillus wiedmannii V1-V9 NR,_ 152692 99.7 0 2268.12
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3-6_67 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 116240 99.8 0 2509.77
3-6_68 Sc Bacillus cereus V1-V9 PQ047533 100.0 O 2452.06
3-6 8 Sc  Bacillus tequilensis V1-VO9 NR_ 104919 99.96 0 2507.07
3-6_9 Sc  Peribacillus frigoritolerans V1-V9 PQ344050 994 0 2512.48
3-6_91 Sc  Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2495.35
3-6_92 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 116240 99.9 0 2525.1
3-694 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2500.76
3-6_95 Sc Bacillus thuringiensis V1-V9 NR 114581 99.96 0 2528.71
3-6_97 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.7 0 2434.03
3-6_98 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 075005 99.9 0 2438.54
3-6_99 Sc Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2489.94
7-9_176 Sc Pseudomonas coleopterorum V1-V9 NR_ 137215 99.7 0 2416.9
11-12_7 Sc Staphylococcus hominis V3-V4 NR_ 074244 99.4  4.10~135 480.081
3-6_152 Sc Bacillus subtilis V3-V4 NR_114126 98.3 0 713.617
3-6_121 Sf Bacillus velezensis V1-V9 CP169520 99.96 0 2503.46
3-6_122 Sf Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2314.11
3-6_123 Sf Bacillus velezensis V1-V9 NR 116240 99.9 0 2526.0
3-6_124 St Rhodococcus cercidiphylli V1-V9 NR_ 116275 99.8 0 2303.29
3-6_127 St Bacillus velezensis V1-V9 CP077106 99.8 0 2414.19
3-6_129 Sf Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 116240 99.9 0 2488.13
3-6_130 Sf Bacillus velezensis V1-V9 NR_ 075005 99.8 0 2338.45
3-6_131 Sf Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2330.34
3-6_132 Sf Priestia aryabhattai V1-V9 NR 115953 99.96 0 2342.96
3-6_133 Sf Bacillus velezensis V1-V9 CP077106 99.95 0 1897.53
3-6_134 St Bacillus subtilis V1-V9 NR_ 113265 99.96 0 2301.48
3-6_135 Sf Bacillus sp. V1-V9 PQ522130 99.96 0 2512.48
3-6_136 Sf Bacillus velezensis V1-V9 PQ459610 99.96 0 2523.3
3-6_138 Sf Bacillus subtilis V1-V9 PQ651427 99.96 0 2498.05
3-6_139 St Bacillus velezensis V1-V9 CP173038 99.96 0 2505.26
3-6_179 St Bacillus subtilis V1-V9 PQ608828 99.96 0 2566.58
3-6_180 Sf Lysinibacillus fusiformis V1-V9 PP439366 100.0 0 2569.28
3-6_181 Sf Bacillus tequilensis V1-VO9 NR 104919 99.96 0 2460.18
3-6_182 Sf Brevibacillus centrosporus V1-V9 NR_ 113768 99.6 0 2497.15
3-6_184 St Bacillus spizizenii V1-V9 PQ600429 100.0 O 2567.48
3-6_185 Sf Bacillus arachidis V1-V9 PQ344061 99.96 0 2557.56
3-6_186 Sf Bacillus subtilis V1-V9 0Q504750 99.96 0 2568.38
3-6_187 Sf Bacillus inaquosorum V1-V9 NR 104873 99.6 0 2137.38
3-6_40 St Bacillus spizizenii V1-V9 PQ609718 99.96 0 2568.38
3-6_42 St Bacillus proteolyticus V1-V9 NR 15773599.96 0 2561.17
3-6_44 St Bacillus spizizenii V1-V9 PQ609718 99.9 0 2565.68
3-6_45 St Pseudomonas mosselii V1-V9 NR 024924 99.9 0 2456.57
3-6_46 St Bacillus cereus V1-V9 PQ625838 99.96 0 2557.56
3-6_48 St Bacillus thuringiensis V1-V9 PQ283825 99.96 0 2516.08
3-6_50 St Bacillus spizizenii V1-V9 PQ600429 99.96 0 2512.48
3-6_51 St Bacillus subtilis V1-V9 EU982528 99.96 0 2449.36
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3-6_53 St Bacillus velezensis V1-V9 NR,_ 116240 99.9 0 2437.64
3-6_54 St Bacillus tequilensis V1-V9 NR_104919999 0 2498.05
3-6_83 St Bacillus arachidis V1-V9 PQ344061 99.96 0 2564.78
3-6_84 St Bacillus arachidis V1-V9 PQ344061 99.9 0 2562.97
3-6_86 St Bacillus tequilensis V1-V9 NR_ 104919 99.9 0 2538.63
3-6_87 St Bacillus tequilensis V1-V9 NR,_ 104919 99.8 0 2490.84
3-6_88 St Bacillus tequilensis V1-V9 PQ302234 999 0 2515.18
3-6_89 St Bacillus tequilensis V1-V9 NR 10491999.96 0 2499.85
3-6_90 St Bacillus wiedmannii V1-V9 NR_ 152692 99.96 0 2445.75
3-6_125 St Bacillus velezensis V3-V4 NR,_ 114126 98.3 0 713.617
3-6_126 Sf Nocardioides baekrokdamisoli V3-V4 NR,_ 114126 98.3 0 713.617
3-6_43 St Bacillus wiedmannii V3-V4 NR_ 164882 100.0 0 776.735
3-6_128 St Streptomyces riangtanensis V3-V4 NR_ 114126 98.3 0 713.617
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Interaction entre les communautés endophytes du xyleme et les bactéries phytopathogénes :
Le cas de Brenneria salicis et Xylella fastidiosa chez les Saules et Peupliers

Présenté par Félicien Timmermans

Le xyléme des plantes, tissu essentiel au transport de I'eau et des nutriments,
constitue un environnement unique abritant une diversité de microorganismes. Ces
communautés microbiennes jouent un réle clé dans la santé des plantes, mais leur
équilibre peut étre perturbé par des pathogenes spécialistes du xyléme tels que
Xylella fastidiosa et Brenneria salicis. Ces pathogénes, responsables de maladies
graves, posent un défi majeur pour la protection des écosystemes agricoles et
naturels. lls partagent des hétes potentielles communes au sein de la famille de
Salicaceae appartenant aux genre Salix et Populus. Ces arbres, largement
répandus dans les régions tempérées, sont des modéles d’étude pertinents pour
explorer les interactions complexes entre les communautés endophytes du xyleme
et les bactéries phytopathogenes.

Ce travail vise, d’'une part, a caractériser la diversité microbienne du xyléme par des
approches culture-dépendantes et métagénomiques, et, d’autre part, a évaluer
I'efficacité de certains endophytes a limiter la colonisation des pathogénes in vivo.
bien que certaines limitations techniques nécessitent des ajustements protocolaires,
les résultats obtenus suggérent que les endophytes sélectionnés ont des propriétés
antagonistes contre Xylella fastidiosa, au sein de Nicotiana tabacum var. Xanthi en
conditions contrélées.

La diversité taxonomique des microbiotes xylémiens de Salix et Populus a révélé
des variations significatives selon les especes hétes. Ces différences, confrontées
a la littérature, mettent en lumiére des spécificités propres a la famille des
Salicaceae et des divergences notables avec d'autres microbiotes xylemiens,
comme celui de I'olivier.

En conclusion, ce mémoire permet d'envisager des pistes d'améliorations des
expériences réalisées et souligne le potentiel des endophytes comme agents de
biocontr6le durable et met en avant I'importance d'approches intégratives pour
répondre aux défis posés par les pathogenes du xyléme. Ces résultats ouvrent des
perspectives prometteuses pour protéger les cultures essentielles tout en favorisant
une gestion écologique et durable des écosystémes.

UNIVERSITE CATHOLIQUE DE LOUVAIN
Faculté des bioingénieurs

Croix du Sud, 2 bte L7.05.01, 1348 Louvain-la-Neuve, Belgique | www.uclouvain.be/agro




