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Un contexte agroécologique (1)

- Valorisation de la diversité biologique des agro-
ecosystemes pour limiter le recours aux intrants

N

Services
ecosystemiques
Plantes Décomposition Production primaire
Microorganismes du sol, ... Minéralisation, ... Cycle biogéochimique
= interaction génotype x microbiotes Régulation biologique
Filtration, ...

- Traduction de cette diversité en fonctions / services
- Contribution a la conception et 'évaluation de nouveaux
génotypes et systemes de culture



Un contexte agroécologique (2)

molov
Species pool v eXo
¢x g O
Sampling ﬂ
Assembled community & (1' * Higher specles richness
A7 D

Higher trait

Trait variation diversity

Functional groups Insurance hypothesis

\ -> ecosystem stability

and sustainability

Dominance of species Complementarity among Complementarity
with particular traits particular species or among species with
functional groups different traits

N\ |/

Ecosystem processes  Higher productivity

Keep in mind : high functional redundancy within microbial communities for general
soil processes (Griffiths et al. 2001 ; Wertz et al., 2006).



Un contexte agroécologique (3)

Quelle variété pour quelle
eme agricole ?

Des systemes agricoles a R —
repenser Especes d'intérét
agronomique

Evaluation &
conception
de systeme agricole réservoir de diversité microbienne qul

support services écosystemiques ~ optimisent les
interactions et les

regulations
biologiques

Le SOL Nouvelles _varletes



http://www.ecologie.gouv.fr/emeddiat/stock_images/bacteries.jpg
http://pathmicro.med.sc.edu/fox/e_coli-dk.jpg

La rhizosphere : dynamique spatio-temporelle nature
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Crédit : Mougel et al. New Phytol. 2006



Concept d’hologénome = hote + microbiote

i

Mouche du chou /
parasitoide

Bacteroidetes]

* Proteobacteria
(Gammaproteobacteria)

Homme
Crédits : Medicago truncatula project / CETIOM & Gilbert Jaccon Credit : wikipedia



La plante et ses microbiotes

Other sources

= o

Atmosphere
~10'-10° m=

O Le microbiote : ensemble des especes
microbiennes (communautés de bactéries et
de champignons) qui prédominent a la

\ F Leatarea surface ou a lintérieur d’un organisme

\

vivant

\\ Soil !
~105-10%g~" ;
o Root endosphere
~/ A\ ~10%-10% g
Rhizosphere / DB
~10%-107g~ . %

Bacterial phyla
> Actinobacteria
> Bacteroidetes and Firmicutes
o Proteobacteria

Anmu Rev. Plant Biol. 201 3.64:807-838. Downloaded from www.anmulreviews.org

INRA Institut National de la Recherche Agronomique on 022 1/14. For personal use only.



Changement de paradigme dans interactions GxE

Adapter la plante a son environnement et non pas I'environnement a la plante

(vers une seconde révolution verte ?)

Phénotype de
la plante

Génotype
de la plante

/ environnementaux

Facteurs

Facteurs abiotigues/abiotigue :
- Rayonnement
- Température
- Azote minéral,...

- Pathogene, ravageurr,...

Facteurs biotiques :

Microbiote

= gamme d’interaction
mutualisme symbiotique vs
parasitisme

Crédit : Zancarini A., thése 2012)



Colts et benéfices des interactions pour les differents acteurs

Lepinay et al. 2012. PlosONE

Zancarini, Lepinay et al. 2013. Molecular
Microbial Ecology of the
Rhizosphere

Lepinay et al. 2014. Soumis pour publication

9 (+)
densité, diversité,
—p Rhizodépositio " activité des
// communautés
_400 fA N
(5-40% C =7\ @ microbiennes
_ :‘ x ompétition
Croissance, protectio ) _
’_ contre les maladies veétabolites Foa
Plantes (+) ) Microbiotes

=) Balance coits-bénéfices a I'équilibre : résultat d’'une coévolution

Role dans la valeur adaptative des plantes (nutrition et
protection contre pathogenes et ravageurs)



La boucle de rétroaction de la rhizosphére

Communication’ 7 . Rhizodépots

Signalisation
Nutrition (H20, N, P, S,...) Effet de la plante sur
& . .
Santé (pathogenes et ravageurs) l'ecologie de,s
communautes
Abondance, diversité taxonomique et microbiennes

fonctionnelle : Ecologie moléculaire
META-’OMIQUES’




Filtre environnementaux sur assemblage des
communautés bactériennes

Génétique de ’héte
2 lignées d’Arabidopsis

Environnement

En serres avec 2 sols
et sur 1 site expéerimental

LETTER

Revealing structure and assembly cues for Microbiote
Arabidopsis root-inhabiting bacterial microbiota Rhizosphe‘re endophyte

oe 10 1000 wats 11900

LETTER iversité
40i:10.1038/nsture11237 Dlvers Ite

Defining the core Arabidopsis thaliana root
microbiome

( e, Jase Gehring', Stephanie Malfatti®, AeLh
Ric, Robert . £dgar® Thila Eckharst® RuthE, Ley, CO m p osition

Quantitative divergence of the bacterial root
microbiota in Arabidopsis thaliana relatives

Klaus Schlaeppi®®, Nina Dombrowski®, Ruben Garrido Oter**, Emiel Ver Loren ,
1

and Paul Schulze-Lefert®

nran Heime Un ety
ing Research, 50829
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Filtre environnementaux sur assemblage des
communautés bactériennes

> Letype de sol (réservoir) est le
déterminant le plus fort dans la
composition des communautes
microbiennes

> Différenciation claire entre Endophyte
et Rhizosphere et Sol nu

» Ce « core-microbiote » présente une
variation quantitative entre especes
proches

Lundberg et al., Nature, 2012
Bulgarelli et al., Nature, 2012
Schiaeppi et al., PNAS, 2013




Effet genotype sur assemblage des communautés
bactériennes

; i Génétique de Phéte
Intéraction 27 génotypes parentaux

Environnement x [‘“".ﬂk.i' “

5 champs experimentaux

ladd dlasliobd
Dhetr ansdiiintl

Microbiote
rhizosphere

Diversité

Diversity and heritability of the maize rhizosphere
microbiome under field conditions Composition

Jason A. Peiffer™'?, Aymé Spor®<'Z, Omry Koren®, Zhao Jin®¢, Susannah Green Tringe?, Jeffery L. Dangl®'*,
Edward S. Buckler*, and Ruth E. Ley®*

PNAS




Effet genotype sur assemblage des communautés
bactériennes

> Effet détectable du génotype de I’héte sur la composition du
microbiote de la rhizosphere MAIS faible

» Manque de puissance statistique, forte variabilité technique et
forts effets d’interaction genotype-environnement

Peiffer et al., PNAS, 2013




Geénetique de I’'hote, écophysiologie et microbiote
associé : projet pluri-disciplinaires

_ Génotype de Phéte
Interaction 792 ;ccessions M. truncatula (core coll.)

et

1 sol en serre

Diversité microbiote Strategie
rhizosphére nutritionelle
Diversité Nutrition C/N
Réponse

Composition structure/fonction

Crédit: Mougel C (projet MetaRhizo 2012-2014) Crédit : Zancarini A., theése 2012)



Mise en relation du lien entre stratégie nutritionnelle
et diversité microbienne : 7 génotypes

Caractérisation de différents génotypes de M. truncatula sur la base de leur

stratégie nutritionelle C et N

Leaf area I‘
ﬁ

4
DS Y
L - “7‘

Total amount
of N

Radiation use
efficiency

Total biomass

Leaf area Il

Total amount

=P

Radiation use
efficiency

Zancarini et al. 2012. Plant and Saoill

Zancarini et al. 2012. PlosONE

Zancarini, Lepinay et al. 2013. Molecular
Microbial Ecology of the

Données métagénomiquegl;.
Modification du ratio
Proteobacteria/Acidobacteria.
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Données écophysiologiques et microbiologiques

P-value = 0.026

Données microbiologiques et génétique plante

P-value = 0.001

DZA045-6 DZA315-16
DZA 315-16 DZA315-26
DZA315-26

SA 028064 SA028064
F83005-5 F 83005-5
Jemalong Al7 JemalongA17
Jemalong J6

Jemalong J6

Simple sequence repeatmarkers B-ARISA

diversity (modified from Ronfort et al., 2006)



Vers une vision plus intégrée des interactions

Surface
foliaire

Efficience de
conversion de N
en surface foliaire

Efficience
biologique

Quantité
totale d’azote

Biomasse
totale

Ratio biomasse
souterraine sur

Prélevement minéral

d’azote spécifique Biomasse biomasse totale -

é souterraine .
Amel|or.at|onde | Respiration Stimulation du
' la disponibilité ' Rhizodéposition | developpement |
' en Ndusol | ‘1’ : racinaire

Communautés
microbiennes

Crédit : Zancarini A., these 2012)




Vers un pilotage des interactions ?

O Approche pluridisciplinaire : écologie microbienne, écophysiologie,
génétique quantitative, génétique des populations, bioinformatique et
statistique

O Approche génétique d’association : explorer le déterminisme génétique de
I’interaction plante — communautés microbiennes en lien avec les stratégies
nutritionnelles

» Core collection de M. truncatula 192 accessions avec catalogue des variations
génétiques (SNP hautes densités)

» Parametres intégratifs du modeles écophysiologiques permettant d’analyser
les stratégies nutritionnelles

» Productions des données de diversité par NGS (standardisation de la chaine
de production de I’extraction au séquencgage) et analyses bioinfo et statistiques

S

2‘;‘2"’.1@531 (@\ggp



Démarches du projet MEM MetaRhizo

» Production des données (454), 8 runs avec design en Y2 de run
(répétitions biologiques sur des runs différents et avec MIDs differents,
témoin interne, ajout MID puis adaptateur lors d’étapes PCR,

et 3 runs MiSeq suite validation 192 etiquettes pour multiplexage,

» Analyse qualité et taxonomique avec GnS-PIPE (S. Terrat)

» Tableau d’occurrence brut -> statistique (normalisation, analyse des
taxon dont I’'occurrence varie en fonction du génotype)

» Liste des taxons significatifs -> GWA et analyse ManattanPlot puis sortie
agriGO sur genes validés (retour a la biologie)



Vers I'analyse des determinismes génetiques
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» Approche génétique d’association

» Vers I'analyse des déterminismes
génetiques
» Données génétiques
* Données de phénotypage
*Données de diversité microbienne
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Rhizosphere niche

Soil
Edaphic factors = soil Bulk soil
properties ® . —
o @ -
(pH, texture, C/N,...) o = e Oiooi
‘O C‘> | | o Py \6\ ™
N @
Root physiology, SR e
Rhizodeposits, cell wall Rh'ZOSEhereSOII Rhizosphere ——
= features e e e o® Endosphere LN
<Z( e ® ©® v E
3 o T | : ‘,Oi
o - Rhizoplane 6
Host genotype factor ' Endosphere @
® ) .O ® ®
(] Py -« (]
> ()
OQC? — ~ . %\’
L : : ” @
Abiotic factor = plant physiology (ie nutritional
status)
Biotic factors = disease and pest, above/below e s S
ground interaction L7 Decaying rootcap border cells

oo~ Organic compounds released by
o rhizodeposition



La boucle de rétroaction de la rhizosphére

Communication’ 7 . Rhizodépots

Signalisation
Effet des Nutrition (H20, N, P, S, ...)
p &
_Com_munaUteS Santé (pathogénes et ravageurs)
microbiennes sur la
santé et la Abondance, diversité taxonomique et
. fonctionnelle : Ecologie moléculaire
croissance de la META-’OMIQUES’

plante




Diversity -Productivity hypothesis : an old concept !

Darwin's proposal that ‘more diverse plant communities are
more productive’



Diversity and Productivity in Long-Term Grassland
Experiment (BIODEPTH experiment)

Jena experiment http://www.the-jena-experiment.de/

Cedar Creek biodiversity experiment
http://www.cbs.umn.edu/explore/cedarcreek/research




Increase of plant diversity is correlated to increased of

P

Plant biomass (g/m’)

lant biomass
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Loreau et al., Science 294:804-808 (2001)

Cedar Creek experiment

Tilman et al., Science 294:843-845 (2001)



Above and belowground diversity relationship: case of
root symbiosis
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What is the rule of the soil microbiote diversity on plant fitness ?

Experimental manipulation of microbial diversity

DO dilution
D2 dilution
, a a D4 @ Abundance (Q-PCR)

Soil @ Diversity (MiSeq)
@ Soil physico-chemical

propey

Inoculation
" M 6 weeks pre-
Q@O incubation
Sterile soil B
(y~radiation) '

60 soil microcosms (1500 g of soil each) @ Shoot/root biomass
& Number of seed

@ Germination rate
Lepinay et al., Ecology Letters in preparation



Species diversity : reduction of rare soil microbes and new
microbial communities assemblages
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Perspectives

« Améliorer la résolution taxonomique et cibler des groupes
bactériens fonctionnels

« Changement de technologie NGS => 454 vers lllumina
= Variabilité technique, problemes de puissance statistique

* Neécessité de prendre en compte la dynamique temporelle de la
colonisation de la racine
= Suivi au cours de la croissance de la plante de la graine a
la récolte.

 Lien structure - fonction : approche métatranscriptomique

* Vision holistigue de linteraction et de I'hologénome dans des
situations de perturbation (stress nutritionel, hydrigue et ‘pests’)
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