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| a culture du colza comifer_
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Une oléoprotéagineuse d’intérét grace
a de nombreux débouchés
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» Culture caractérisée par une forte exigence en azote (N)
et phosphore (P) (COMIFER) - Sans apport 'd,éﬂ Pz‘@g/ec,apport'de 3

» Objectif 35 g/ ha
> 90 U de P,Oq
» 50 % de perte dans les cas les plus carencés
(CETIOM)
» 245U de N
» Jusqu’a 15% de perte de rendement
(Perspectives-agricoles)

(einou| saila])

» Seulement 50 a 60 % de I'azote apporté sous forme
d’engrais sont retrouvés dans la plante (Malagoli et
al., 2005), et seulement 20 a 30 % du phosphore
appliqué (Syers et al., 2009)

(1y Banogsens-oe: s if

(JuswaUUOIIAUB-NIOR)

» Pertes dans I'environnement (Menesguen et al.,
2001)
> Eutrophisation, émission de gaz a effets de
serre
» Diminution de la biodiversité
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125
1156

® Ceas /

A, | —
PRIX DES HUILES -+ 2011-2018

» Augmentation du prix des engrais

00 en 2010

» Diminution des prix des produits

depuis 2012 |
> Graines (-30%) —"‘wa}m\m —
AW WV N
> Tourtea.UX (-30%) SURFACES > FRANCE - OLEAGINEUX » 1979-2019 _é
> Huiles (-43%) e oo e 5 =

» Recul des surfaces
» Vigueur a I'entrée d’hiver
» Susceptibilité ravageurs
» Diminution des
phytosanitaires
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Liens N&P au niveau de la cellule comifer,_
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vegetale

Chloroplastes :
Rubisco > 50 % protéines solubles de la cellule

Light-dependent
ey f Cytosol \ photophosphorylatuon at the H.0
- thylakoid membranes
giutamate o glutamate
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(Bahtet al., 2017)
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Problématigue du P dans les sols
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(Seeda et al., 2020)
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Le microbiome alarescousse comifer_
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» Grand nombre d’espéces (10°/ g de sol, Fierer et al., 2007)
* Impliqués dans de nombreux services écosystémiques
» Fertilité des sols

Species number (x 1000) Les microorganismes, moteurs des
s 2 fonctions du sol

= — i [=]
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goool
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Cycle des
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du carbone

Body size

Etat
structural
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Oligochaeta [ ] _ .
Caecilian NE | : — —

Sgamata ‘ne | Described species

Marmmalia NE [ Undeseribed species

Régulation du
climat

(Torsvik, 1998; Curtis et al., 2002; Lavelle et al., 2006; Decaéns, 2010)
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Vers un nouveau concept : L’holobionte comifer_
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» Concept né dans le domaine de la santé

* Rupture de paradigme
» Prise en compte de 'ensemble plante + microorganismes comme un seul individu

* Phytobiome
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Les P Solubilizing Microorganisms
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Respiratory
acidificaiion

[ ———

P-Solubilizing Fungi

P-Solubilizing Bacteria

Microbial Secretion

» Solubilization mechanism
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P-Solubilizing Actinomycetes

(Adapted from Tian et al., 2021)
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Autres traits d’intéréts promouvant la

croissance végeétale

v HCN production
Competition with pathogens

v’ Antibiotic production

Induced systemic resistance

v Nitrogen fixation

v' Mineralisation

v Phosphate
solubilisation

v Iron chelation and

siderophores

Enhanced resistance

against diseases
Improved nutrition

v’ Exopolysaccharides
production

v" ACC degradation

Decreased Na+ uptake
Lowering of ethylene

v Production of

osmoprotectants
¥ Unknown metabolites Growth Reduced osmotic
v PGR production Enhancement stress
Growth stimulation & L )
z v’ Antioxidants production
plant protection
Reduced Reactive
Oxygen species
C Direct mechanisms PGPR Indirect mechanisms)

comifer_

[ 28

2\ \ \ =g

Comité Frangais d’Etude et de Développement
de la Fertilisation Raisonnée

(Modifié d’apres Nadeem et al.,

2013)
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A larecherche de PSB Normands comifer
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Parcelle 2 : Féverole

Précédents : blé

Rhizosphere 21 (2022) 100476

Contents lists available at ScienceDirect

Rhizosphere

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/rhisph

L)

Check far

Are native phosphate solubilizing bacteria a relevant alternative to mineral %=
fertilizations for crops? Part I. when rhizobacteria meet plant
P requirements.

Charlotte Amy &b Jean-Christophe Avice ", Karine Laval " Mélanie Bressan ™

® UMR INRAe/UCN 950 Ecophysiologie Végétale et Agronomie (EVA), SFR Narmandie- Végétal FED 4277, Université de Caen Normandie, Esplanade de la Paix, F-
14032, Caen, France
" UniLaSalle, Unité de recherche AGHYLE, UP 2018.C101, SFR Normandie-Végéral FED, 4277, 3 Rue du Tronquer - CS 40118, F-76134, Mont-Saint- Aignan, France
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Sols tamisés a 2 mm

|

Banque de 300 souches bactériennes

l

Test de solubilisation du P sur deux milieux de criblage

Utilisation du phytate <——l

Milieux Pikovskaya et NBRIP

Production d’acide gluconique

D-Gluconate Assay Kit (SigmaAldrich)

Phytate Screening Medium

e ———. e g oy
Réactif a I’acide picrique

NFb Medium + ACC

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 12



L’abondance et la diversité faconnées par  comifer
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le couvert

Origin of the sampled soil

Rapeseed Winter pea Faba bean

Pseudomonas sp 28 24 32
Bacillus mycoides 5 3 3
Bacillus pseudomycoides 2 2
Bacillus simplex 11 2 6
Bacillus sp 3 2
Paenibacillus 2 3 0
Others 9 1 6
total PSB strains 66 38 51
Pseudomonas proportion 42% 63% 63%
Bacillus proportion 41% 26% 25%
PSB proportion in all isolated bacteria 62.9% 42.7% 48.6%

» Pseudomonas et Bacillus frequemment décrits comme souches PGPR et PSB (Ghorbanzadeh et
al., 2020 ; Safari et al., 2020; Saxena et al., 2020)
» Proportions similaires de PSB des genres Bacillus et Pseudomonas chez les Iégumineuses (Pois
et Féverole).
« | abondance des Bacillus sous Pois (Kumar et al., 2018)
» Pseudomonas et Bacillus dans des proportions similaires sous colza
« |abondance des Pseudomonas sous Colza (Gkarmiki et al., 2017)

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 13



Des performances et des traits recrutes comifer,
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preférentiellement par le couvert

06 & 1.0 T
5 v i 0.6 |
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‘;\ﬁ—/// : i —
0.5 -0.4 !
o5 | Dimo159%) 075 -0.50 025 000 025 0.50 0.5 0.0 0.5
-0.5 0.0 0.5 1o
« PSB isolés sous colza : plus abondants et plus «  Deux profils de PSB distincts complémentaires des stratégies
efficients d’acquisition du phosphore par les plantes:

« Exigence plus élevée en P (Bolland et al., 1999)

+ ACC déaminase
* Colza : élongation racinaire, + PSB de profil direct

* PSBisolés sous les légumineuses : poils absorbants solubilisation forte,
* Productrices d’auxine et de sidérophores (Cas +) diminution locale d’éthylene
*  Légumineuses : « PSB de profil indirect
acidification locale, act|V|te solubilisation faible,
phosphatase élongation racinaire

(Honvault et al., 2020)

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 14



Mise en ceuvre des souches PSB

Expérimentation en serre de 10 semaines

Rhizosphere 21 (2022) 100480

Contents lists available at ScienceDirect

Rhizosphere

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/rhisph

i®

3
7

Are native phosphate-solubilizing bacteria a relevant alternative to mineral
fertilizations for crops? Part II: PSB inoculation enables a halving of P input
and improves the microbial community in the rapeseed rhizosphere

Charlotte Amy *°, Jean-Christophe Avice ?, Karine Laval >, Mélanie Bressan "

“ UMR INRAe/UCN 950 iologie Végétale et ie (EVA), SFR
14032, Caen, France

ie- Végéral FED 4277, Université de Caen Normandie, Esplanade de la Paix, F-

b UniLaSaile, unité de recherche AGHYLE, UP 2018.C101, SFR Normandie-Végétal FED 4277, 3 Rue du Tronquet - CS 40118, F-76134, Moni-Saint- Aignan, France

« Sol issu d’une parcelle pauvre en P
 Argilo-Calcaire superficiel
e pH:8,3
« P Olsen: 26 ppm

+ Fertilisation 100% (P100) :
* N : 373 mg/plante (Ammonitrate 33,5%) équivalent

P : 278 mg/plante (superphosphate) équivalent 50 U

L » P50 Sans PSB
P25 PSB issu du colza (C12)
PO PSB issu de la féverole (F23)

PSB issu du pois d’hiver (P2)

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris
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Application de PSB dans un gradient de comifer__

fertilisation : des effets contrastés sur la R
plante
100 o + C12:pas deffets a , effets négatifs a P50

» L'origine rhizosphérique seule d’un PSB (in vitro) ne
garantit pas le succes lors de sa réintroduction chez le

300

(=1
=
=

Biomass (mg)

=
=

colza
' » A P50, sol caractérisé par une plus grande teneur en P
Olsen

0.8

« F23 et P2 : Augmentation de la biomasse racinaire, de la

; N : I quantité de N et P a P50
" _ _ | « Sols caractérisés par une augmentation de la teneur en
- Ii 11 [ CaCo; libre

0,0

* Pas de modification du P Olsen

Z  Effet délétere de P2 lorsque la fertilisation P est insuffisante
= I ' I (P25) :
z ; I I * Nécessité d’'une fertilisation minimale pour établir une
Pullrn B GiCRes B G C2Fs B relation plante-biointrant avantageuse (Morcillo et al.,
2020)
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F23 : De plus faibles performances in vitro comifer,
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Résultats des tests in vitro

Pikovskaya medium NBRIP
Strain .. solubilized P y Gllfc?lmclamd solubilized P & GhTC;mc.aCLd | o7 Siderophore HCN . EAA ACC deaminase
designation (ng/mL) medium pH  pro ucftlon SI (ng/mL) medmum pH  pro l.lC.tl.Oll Phytates SI production production production activity
= = (umol/mL) = (umol/mL) (ng/ul)
C12 23 1975+ 15 43+ 01 0002 25 104506 3701 172=16 2.3 + + 106 = 1.1 +
F23 23 1521+ 09 67+ 01 11.0=07 14 49321 38=02 83 =01 3.5 + - 188 37 +
P2 1.3 2073+ 52 43 00 6404 21 558=03 41=0.1 54 =08 2.5 + - 337+ 34

« C12 présentait les meilleures performances en plus d’étre originaire d’un sol sous couvert colza
« F23: quantités de P solubilisé les plus faibles sur milieux Pikovskaya et NBRIP

« P2 montre des résultats contrastés en fonction du milieu dans lequel la solubilisation est testée

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 17



F23 : Un métabolisme C plus compétitif comifer

Comité Frangais d’Etude et de Développement
de la Fertilisation Raisonnée

Biolog GEN Il : identification du rendement biomasse microbienne / substrat carboné
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« F23 caractérisé par la consommation d’un plus grand nombre de substrats :
« Favorise les chances de survie de la souche dans un nouvel environnement
» Acides carboxyliques et acides aminés : abondants dans les exsudats racinaires (Jones, 2005 ;

Mimmo et al., 2011)
» Malate : recrutement de PGPR (Rudrappa et al., 2008)
» Acide citrique et succinique présents dans les exsudats du colza en cas de carence en P

(Shahbaz et al., 2006)
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L’application de F23 dans un gradient de comifer_
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fertilisation module la structure des
communautés bactériennes

10

Dim 2 (11.31%)

15 '\ - |
. D14

0
Dim 1 (16.88%)

* Peu d'impact sur les communautés fongiques
+ Communauté fortement impactée par la présence des glucosinolates (Bressan et al., 2009)

» |’application de F23 modifie les communautés bactériennes vers une structure commune

» Effet sur la plante uniquement a P50

* Fertilisation minimale requise a I'expression de fonctions d’intéréts

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 19



L’application de F23 a P50 : shift des comifer,
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communautés bactériennes vers une
spécialisation nutrition

P100  Cul B ] B |
‘ Ctrl [ ] .
F23 I [ .
Ctrl S |
P25 ‘
F23 IR [ ] .
Ctrl = ] ]
P50 ‘
F23 m (] |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Relative abundance (%)
m Allocatelliglobosispora ® Angiococcus Conexibacter
m Dokdonella u Fermiginibacter ®m Gemmatimonas mGpl6
@ B Gp7 B [[umatobacter
m Kitasatospora # Labilithrix o Lysobacter > Methyloversatilis
# Pleomorphobacterium m Sorangium

Denera incertae sedis €@ Sphingomonas = Sphingosinicella = Tepidisphaera
Thermodesulforhabdus CC L hermomonas

Production de sulfate

Reésistance stress osmotique Résistance stress osmotique

Biocontrble Fixation du diazote

Bioremédiation (cadmium)
Croissance racinaire PGPR
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« L'application de F23 n’a pas augmenté la teneur en P Olsen mais la
concentration en CaCOy

» Liée a une solubilisation du pool de Ca-P ?

B

o]

E

EH 5.

Sk 81 E . .

o ¥ .-Enaty__rfeg,'sl g%;.;,ig.., of - L'application de F23 a permis une
ﬂggh:gegxl"ﬁ{fgiigggggﬁdlca, diminution de 50 % de la fertilisation
e [ O f°'i~f_;‘e 0' ynatural P tout en maintenant le

I;;gag energy e, _—o% Ji Z

(BT YN —areen s développement du colza
P

« Complexité de deméler les effets
PGPR ou PSB des souches
apportées
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Quels sont les effets de F23 seule sur les Comffe,’m.

o\ \ \ &
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paramétres elementaires et morphométriques
du colza ?

Comment déméler les effets PSB et

PGPR ?
Culture de 10 semaines en rhizotrons

« Sable autoclavé
2 niveaux de fertilisation N (Axe 1 : N+ et N-) N160 N8O
P apporté sous forme labile ou complexée

Complexed P Labile P

Récolte finale
* Biomasse seche
e TeneurenNetP
Etude de traits racinaires
* Longueur

+ Diametre moyen F23 Control F23 Control
* Volume

P complexé
« 10% KH,PO,
* 2% phytate
* 55%
Cay(PO,),
+ 23 % Fe-P
* 10% Al-P

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 22



F23 confirme son potentiel de PSB comifer_
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S
] 1.0
o
S
< 25 ilepLasteR S
£ T A
a } 0.5
0.0] TR e <7
N80 COYO———X N
Complexed P* 0.0 Root N cohte
25 F23 .
,C\|280 lexed P i N1¢0 Rgot area
omplexed 1 Complexed P 04
co Curl E Ctrl
4 0 “Dim 1 (36.95%)
1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

» Modalités P labile : teneurs et quantités de P plus élevées

« Pour N 160, P complexé avec F23 : regroupé avec les profils de plantes fertilisés avec une
source de P labile

» Confirmation du potentiel intrinseque de la souche F23 sur la croissance du colza en lien

avec la disponibilité en P
» Confirmation de I'effet PSB de F23

« Effet N semble moduler les effets de la souche

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 23



Des effets de F23 visibles seulement en comifer_
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Comité Frangais d’Etude et de Développement

conditions N élevees

A) B)
1.00 4 a
a 4 i a
a
0.75 3
2 E N fertilization
= 050 z N160
= 8 N80
g =
8 g
o =
b b A b b
0.25 1
b
b -
0.00 0
Ctrl F23 Ctl F23 Ctl F23 Ctrl F23 Ctul F23 Cul F23 Ctl F23 Cul F23
Complexed P Labile P Complexed P Labile P Complexed P LabileP Complexed P Labile P

+ L’application de la souche tend a améliorer la teneur et la quantité de P dans les parties aériennes a N160
« La plante a acces a une plus grande quantité de P
« Effet PSB avéré
+ Pas d’effet a N80

COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 24



Bilan comifer_
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Comité Frangais d’Etude et de Développement
de la Fertilisation Raisonnée

» La colonisation de la rhizosphere est un pré-requis a I'expression de traits d’intéréts et a I'existence
d’un réel bénéfice apporté a la croissance vegeétale (Dutta and Podile, 2010)

* Une carence en N dans le milieu peut restreindre la croissance microbienne (Alden et al., 2001;
Kamble and Baath, 2016)
« Absence de colonisation racinaire ?
» Deéveloppement insuffisant pour un effet visible sur la plante ?

« Défaut de coopération plante-microorganismes

'« N assimilé sous forme d'acides amines (Masclaux-Daubresse
: et al., 2010)

E  Exsudés au niveau racinaire (Badri and Vivanco, 2009),
' impliqués dans la synthese de nombreuses molécules utilisées
i par des PGPR

i » Tryptophane — IAA (Spaepen et al., 2007)

: » Peptides — Pyoverdine (sidérophore) faisant intervenir 11

Pseudomonas

— =&

protéines différentes (Gasser et al., 2015)
» Méthionine - SAM — ACC (Glick et al., 2007)

u,
o

i) =9
S5 3 'y
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|
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COMIFER PKMg - 2 juin - GDS France - Paris 25



Perspectives : au champ comifer,_
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Comité Frangais d’Etude et de Développement
de la Fertilisation Raisonnée

- I * Confirmation en conditions non controlées :

» De l'efficacité de la souche F23 sur la croissance et le
statut nutritionnel du colza
» Cycle de culture complet
« Couplé a des analyses de séquencage
métagenomique (communautés totales / actives)

* Besoin de nouvelles connaissances sur les
interactions plantes-microorganismes et I'exsudation
racinaire
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