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RESUME ET MOTS CLES

L'azote est I'élément le plus limitant a la croissance des plantes. Afin d’acquérir I'azote, les plantes sont
en compétition avec les microorganismes du sol. Les micro-ARNs (miARNs) sont un groupe de molécules
pouvant potentiellement interférer avec I'utilisation microbienne d’azote, en revanche les miARNs sont
absents du paradigme plante-microbiote actuel. Nous émettons I’hypothese que les miARNs sont des
joueurs essentiels parmi les interactions plante-microbiote et qu’ils sont relachés par les plantes en
présence des acides aminés. Notre plan expérimental a été composé de 5 blocs ol 2 plantes modeles et
des témoins non-plantés ont été confrontés a trois régimes d’azote (organique, inorganique et aucun
ajout) pour 21 jours. Le séquengage du microbiote démontre une réponse marquée de la communauté
bactérienne aux fertilisants tandis que la communauté fongique y répond moins. Les résultats de
séquencage des petits ARNs révelent 48 miARNs répondant significativement aux régimes azotés dont
11 sont relachés a I'extérieur des racines de la plante. Les analyses de cibles suggérent que 10 des 11
miARNs inhibent des génes microbiens liés au cycle de 'azote tels que des transporteurs, des réductases
(NO;y et N,0), des peptidases et des protéases. L’abondance des 11 miARNs a également été corrélée
avec I'abondance des communautés microbiennes. En bref, nos résultats impliquent une réponse
individuelle de certains miARNs en fonction de chaque régime de fertilisation. Ainsi, certains miARNs
peuvent permettre aux plantes d'acquérir de I'azote de maniére compétitive dans plusieurs contextes
écologiques tels que des conditions pauvres en azote, des sols riches en matiére organique, des terres
fertilisées chimiquement, etc. D’autre part, I'exsudation de miARNs dans la rhizospheére afin de moduler

les activités microbiennes est possiblement répandue au sein du régne végétal.

Mots-clés : miARNSs, azote, microbiote, interactions, microorganismes, rhizosphere, plantes, sol



ABSTRACT AND KEYWORDS

Nitrogen is the most limiting element for plants. To acquire nitrogen, plants need to compete with soil
microorganisms. Plant micro ribonucleic acids (miRNAs) are a group of molecules that can potentially
interfere with nitrogen use of soil microorganisms, alas they are missing from the plant-microbiome
paradigm. We hypothesize that miRNAs are key players in plant-microbe interactions, and that they are
especially released by plants into the rhizosphere in the presence of amino acids. Our experimental
design included 5 blocks where 2 plants (Arabidopsis and Brachypodium) were grown alongside
unplanted controls under three nitrogen regimes (organic, inorganic and no added nitrogen) for 21 days.
Nucleic acids were extracted and sequenced for microbiome and small RNA profiling. The bacterial
community was strongly influenced by the fertilizer treatments whereas the fungal community was less
responsive. Biostatistics revealed 48 miRNAs with significant responses to nitrogen fertilization, 11 of
which were only found in the rhizosphere or bulk soil of planted pots. Target prediction analyses of
these 11 miRNAs showed that 10 of them potentially affected important microbial nitrogen transporters
or genes involved in the nitrogen cycle such as nitrite reductases, nitrous oxide reductases, peptidases
and proteases. The abundances of the 11 miRNAs were correlated with bacterial abundances to identify
possibly responding taxa. In brief, our findings imply that certain plant miRNAs have a unique response
to different nitrogen availability conditions. Therefore, certain miRNAs may enable plants to
competitively acquire nitrogen in a variety of contexts: some in low nitrogen conditions, others in rich
organic matter soil, others in chemically fertilized lands, etc. Lastly, the release of miRNAs into the
rhizosphere to modulate microbial activities is possibly a widespread phenomenon within the plant

kingdom.

Key words: miRNAs, nitrogen, microbiome, interactions, microorganisms, rhizosphere, plants, soil
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1 INTRODUCTION

1.1 Une révolution verte fertilisant la crise environnementale

Le contexte socio-climatique actuel menace notre sécurité alimentaire. Déja que le secteur agricole
peine a répondre a la pression démographique grimpante, les producteurs doivent affronter les défis
imposés par une crise environnementale oppressante : intempéries, phytopathogenes émergents ou
introduits, érosion du sol, perte de biodiversité, etc. (Yongbo, Xubin & Junsheng, 2015; Nearing, Pruski &
O’Neal, 2004; Yang et al., 2003). Historiquement, la révolution verte, s’étirant entre 1966 et 1985, a
promis une intensification agricole générant des rendements abondants pouvant diminuer la pauvreté
dans les pays en développement. Cette intensification a permis d’accroitre les rendements par hectare
et donc d’épargner plusieurs terres et leurs services écosystémiques d’une transformation agricole. Au
cceur de cette révolution s’est trouvé la génétique : I'optimisation des variétés cultivées par le
Consultative Group on International Agricultural Research (CGIAR) (Pingali, 2012). La population a pu
accroitre leurs apports caloriques quotidiens grace a la sélection des cultivars les plus productifs. En
revanche, I'optimisation des rendements a été corrélée négativement a la concentration protéique des
récoltes (Simmonds, 1995). Les incitations des pratiques monoculturales ont ainsi en partie résorbé la
faim de la population au co(t de la perte d’une diete plus diversifiée et nutritive. C’est le cas en Inde ou
la culture du riz a dominé le secteur agricole aux dépens des cultures de céréales secondaires telles que
le millet et le sorghum : des cultures plus protéiques, riches en fer, plus résilientes aux intempéries et
moins émettrices de gaz a effet de serre (Davis et al., 2019). La maximisation des rendements a
également entrainé une valorisation des activités d’irrigations, d’applications de fertilisants et de
pulvérisations de pesticides. En fait, alors que la production de grains a multiplié d’un facteur de 2.32
entre 1965 et 1992, en Inde, I'utilisation d’engrais chimiques a connu un facteur d’intensification de
41.61 entre 1960 et 1993 (Singh, 2000). Globalement, 62.2% des pays ont été en mesure d’accroitre leur
production céréaliere de 1961 a 2010 (Yongbo, Xubin & Junsheng, 2015). Parmi cette proportion se
trouve les trois plus grands producteurs: la Chine, les Etats-Unis et I'Inde. L’augmentation de la
consommation de fertilisants par ces trois puissances agricoles a été respectivement +43% (393.96
kg/ha a 565.25 kg/ha) +15% (119.56 kg/ha a 137.60 kg/ha) et +57% (105.18 kg/ha a 165.12 kg/ha) entre
2002 et 2014 (Indicators, 2017). La relation entre le rendement et I'ajout de fertilisants n’est plus aussi
parfaite. Malgré la performance des variétés génétiques sélectionnées durant la Révolution Verte, une
diminution de la capacité des cultures a assimiler efficacement I'azote peut étre constatée. Plus

concretement, en 1960 les cultures avaient une efficacité d’environ 76 mégatonnes de



céréales/mégatonnes de fertilisants alors qu’a partir de 1980 cette efficacité a stagné a 26 mégatonnes
de céréales/mégatonnes de fertilisants (Tilman et al., 2002). Ces chiffres refletent une fertilisation

excédentaire encouragée machinalement par le secteur agricole.

Cette utilisation intensive de fertilisants en agriculture moderne est en partie expliquée par les lacunes
englobant les processus biogéochimiques, écologiques et interrégnes caractérisant les plantes et les
microorganismes du sol. Vis-a-vis ce manque de connaissances, la solution facile a entreprendre est
d’assurer que les cultures aient tous les nutriments nécessaires pour générer des rendements
abondants de haute qualité. Le macro-nutriment le plus limitant a la croissance des plantes est |'azote.
Cet élément compose I’ADN, les protéines et la chlorophylle : une molécule essentielle au déroulement
de la photosynthese. Plusieurs études attestent que l'application d’engrais azotés contribuent a
augmenter non seulement les rendements, mais également la qualité du soya (Gai, Zhang & Li, 2017;

Osborne & Riedell, 2006), du blé (Yu et al., 2018; Yi et al., 2018) et du mais (Song et al., 2019).

Néanmoins, |'utilisation déraisonnable d’engrais azotés est problématique surtout a cause de la
compétition des microorganismes pour les ressources azotées du sol. En effet, chaque unité d’azote
appliquée a environ 40% de chance d’étre assimilée par la plante, puisque les microbes du sol utilisent
les formes inorganiques d’azote comme source d’énergie ou comme accepteur d’électron, en plus de les
utiliser pour leur nutrition (Good & Beatty, 2011). Ceci peut mener a la transformation d’ammonium
(NH4*) en nitrate (NO3’), une molécule beaucoup plus mobile et responsable de I'eutrophisation des
cours d’eau, car le NOs™ est moins bien retenu par les particules du sol qui sont chargées négativement
(Smith, 2006; Carpenter et al., 1998). Ou encore a la transformation du nitrate en intermédiaire gazeux,
dont le protoxyde d’azote (N,0), un gaz a effet de serre 300 fois plus puissant que le dioxyde de carbone
(CO,) (Tian et al., 2020; Griffis et al., 2017). La manipulation des activités microbiennes du sol pourrait

étre une solution favorisant I'utilisation d’azote par les plantes.

1.2 L’azote et son cycle vicieusement essentiel pour les plantes

1.2.1 l’azote inorganique

La fixation d’azote atmosphérique
L'azote sous forme de diazote gazeux (N.) représente 78% de I'atmosphére. Quoique |'azote
atmosphérique s’aveére abondant, sous cette forme, il est inaccessible aux plantes. Celles-ci dépendent

donc des microorganismes symbiotiques ou a proximité pour leur fournir I'azote en continu. Un



processus nommé fixation permet de convertir le N2 en ammoniac (NHs3) un intermédiaire clé. Les
microorganismes en mesure de fixer I'azote posséde I'enzyme nitrogénase et sont connus sous le nom
des diazotrophes. Les diazotrophes libres se composent essentiellement de bactéries dans le genre
Azotobacter ainsi que d’archées du phylum Euryarchaeota (Boyd & Peters, 2013). Certaines plantes
telles que les légumineuses, soit la famille des fabacées, et les angiospermes actinorhiziennes ont une
relation symbiotique avec respectivement des bactéries diazotrophes du genre Rhizobium et Frankia

situées dans leurs nodules racinaires (Andrews & Andrews, 2017; Battenberg et al., 2017).

L'ammoniac doit ensuite étre ionisé en ammonium (NHs+) pour étre assimilé par les plantes. Cette
ionisation se produit de 'ammoniac en ammonium et vice versa selon le pH du sol. La fixation peut
également se produire naturellement par des coups d’éclairs (Hill, Rinker & Wilson, 1980). Les éclairs
transforment 'ammoniac en ammonium et en nitrate : deux formes assimilables par les plantes.

L'intégration d’azote au sein d’un organisme se nomme immobilisation.

Enfin, un procédé industriel est en mesure de fixer le diazote atmosphérique en ammoniac par une
méthode mise au point par Fitz Haber et Carl Bosch au début des années 1900 (Erisman et al.,
2008). Une augmentation de 30 a 50% des rendements agricoles peut étre attribuée au procédé Haber-
Bosch (Stewart et al., 2005). L’industrialisation de la fixation d’azote a pu soutenir la croissance
démographique mondiale (Figure 1.1) et aujourd’hui 1 atome d’azote sur 2 découle de ce procédé
(Erisman et al., 2008). La réaction Haber-Bosch demeure néanmoins une méthode énergivore
consommant 1-2% de I'énergie globale et produisant 1.44% des émissions de CO, (Chen et al., 2018b) en
plus de contribuer a l'eutrophisation, la contamination des eaux, les pluies acides et la perte de
biodiversité. Récemment, une nouvelle procédure a été développée pour contrer les aspects néfastes de

la fixation Haber-Bosch (Ashida et al., 2019).
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Figure 1.1: Importance du procédé Haber-Bosch pour supporter la croissance démographique mondiale.
Adaptation de la Figure 1 publiée par Erisman et al. 2008. L’augmentation de la fertilisation azotée par le procédé Haber-
Bosch constitue I’exemple parfait de I’anthropisation du cycle de I'azote.

La nitrification et le lessivage y découlant
La nitrification est la réaction ol I'ammoniac est transformé en nitrite et par la suite en nitrate.

NH; + 1.50, — NO; + H* + H,0 (1)
NO; + 0.50, — NO; (2)

La premiere étape de la nitrification est catalysée par les bactéries et les archées pouvant oxyder
I'ammoniac (Ammonia-oxidizing microorganisms AOM) qui sont dotés d’une monooxygénase
d’ammoniac (AMO) et d’une oxydoréductase d’hydroxylamine (HAO) (1). Le genre bactérien souvent
associé a la conversion d’ammoniac en nitrite dans les sols est Nitrosomonas alors que les taxons
archéens sont Thaumarchaeota incluant Nitrosopumilus et Nitrososphaera (Jin, Zhang & Yan, 2010; He
et al., 2018). La seconde étape est menée par les bactéries possédant des enzymes appelées nitrite

oxidoréductase (NOX/NXR) tels que les genres Nitrobacter et Nitrosolobus (Levy-Booth, Prescott &



Grayston, 2014) (2). La nitrification est une réaction endothermique et représente donc une source
énergétique pour les microorganismes impliqués (Dixit, 2019). Effectivement, les organismes impliqués
sont généralement chimiolithoautotrophes et obtiennent le carbone en fixant le CO; en utilisant, entre
autres, I'énergie produite par la nitrification (Dang & Chen, 2017). Quelques microorganismes peuvent
effectuer les deux étapes de la nitrification (Complete Ammonia Oxidation : COMAMMOX) tels que
certains membres appartenant au genre Nitrospira (Daims et al., 2015). Certaines bactéries et especes
fongiques hétérotrophes peuvent également contribuer a la nitrification, quoique la réaction se produit
plus lentement. A savoir, la nitrification accroit la mobilité de I’azote dans le sol et méne a sa perte par le
lessivage dans les eaux sous-terraines et par la dénitrification. En fait, les particules du sol, surtout la
fraction argileuse, sont généralement chargées négativement et retiennent davantage les cations
(F'ammonium NH4*) et moins les anions (le nitrate NOs™ ). Par ailleurs, I'assimilation de I'ammonium est
plus économique d’un point de vue énergétique puisque contrairement au nitrate, 'ammonium peut

étre immédiatement utilisé pour synthétiser des acides aminés (Haynes & Goh, 1978).

La dénitrification, la DNRA et 'TANAMMOX

La dénitrification représente le processus qui permet de boucler la boucle en retransformant le nitrate
en gaz (NO, N,0 ou N3) (voir Figure 1.2 pour une schématisation du cycle inorganique de I'azote). Elle se
déroule en condition d’anaérobie ou l'oxygene se fait rare incluant des micro-sites anaérobies a
proximité de la surface du profil de sol. Dans ces conditions, les dénitrificateurs utilisent le nitrate
comme accepteur d’électron final a la place de I'oxygéne. Plus de 60 genres de microorganismes,
incluant des archées, des bactéries et des mycétes, peuvent contribuer a la dénitrification (Tanimoto et
al., 1992; Philippot, Hallin & Schloter, 2007). Certains microorganismes effectuent la dénitrification
compléte jusqu’au diazote alors que d’autres s’arrétent au protoxyde d’azote. Le cycle de I'azote se
compliqgue davantage étant donné que certaines espéces peuvent contribuer a plus d’une

transformation chimique. Par exemple, étre en mesure de dénitrifier et nitrifier (Shaw et al., 2006).

La DNRA (Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium) débute par la réduction du nitrate en nitrite
grace a une nitrate réductase. Ensuite, le nitrite est réduit par la nitrite réductase NRF, une enzyme
caractéristique des microorganismes effectuant la DNRA appartenant a la classe Gammaproteobacteria
(Papaspyrou et al., 2014; Luvizotto et al., 2019). Comme son nom l'indique, la DNRA permet de convertir
le nitrate en ammonium et représente donc un processus qui retient I'azote biodisponible dans le sol.

Semblables a la dénitrification, les bactéries effectuant la DNRA respirent le nitrate.



L'ANAMMOX (Anaerobic Ammonium Oxidation) implique des espéeces appartenant au phylum bactérien
Planctomycetes (Kuenen, 2008). La transformation de I'ammonium et du nitrite en diazote contribue,
comme la dénitrification, a la perte d’azote dans le sol. La répartition du nitrate entre les processus de
dénitrification, DNRA et ANAMMOX semble dépendre des propriétés du substrat, telles que le ratio de
nitrate et de nitrite, le pH, le ratio C:N, la concentration en sulfures et le type et la complexité du
donneur d’électron (van den Berg et al., 2017; Kraft et al., 2014). Néanmoins, le taux de DNRA dans le
sol peut excéder le taux de dénitrification (Rltting et al., 2008; Friedl| et al., 2018). Cela dit, une étude
menée a I'Université de Melbourne illustre I'instabilité du taux de DNRA lors de I'ajout d’engrais azotés
(150 kg N ha™* pendant 75 jours). Cet ajout d’azote a réduit le taux de DNRA de >16% dans trois types de
sol, impliquant que le nitrate était 40-50% moins réduit par la DNRA que par la dénitrification (Pandey et
al., 2018). Les taux de réductions du nitrate ont été semblables dans les sols sans ajout d’azote, puis la
perte d’azote par TANAMMOX s’avérait minimale. Il faut donc retenir que I'ajout d’engrais azotés peut

défavoriser le recyclage d’azote biodisponible.
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Figure 1.2 : La transformation microbienne d’azote inorganique dans le sol et la volatilisation.
Les formes inorganiques assimilables par les plantes ('ammonium (NH,*) et le nitrate (NOs’)) se trouvent dans les boites
vertes. Les autres formes d’azote se trouvent dans les boites grises. Le nom des processus chimiques se trouvent dans les
boites noires.



1.2.2 l’azote organique

La minéralisation et I'immobilisation d’azote organique

Il suffit de penser a la décomposition ou a I'application de fumier dans les champs agricoles, pour
comprendre que I'azote organique joue également un role non-négligeable dans le cycle de I'azote. Par
ailleurs, I'urée (CO(NH;)2) un des fertilisants les plus utilisés, est une forme d’azote organique. La
croissance et la mortalité microbienne, intitulées boucle microbienne, contribuent au fait que le sol
regorge de molécules organiques riches en azote provenant de matiéres en décomposition ou d’activités
métaboliques, telles que des polymeéres (protéines, chitine, ADN, peptidoglycanes), des oligomeres
(peptides) et des monomeres (acides aminés, sucres aminés et acides nucléiques). La majorité d’azote
organique dans le sol est constituée de protéines, de chitine, de peptidoglycanes, d’acides aminés, de
sucres aminés (glucosamine, galactosamine, mannosamine et acide muramique) et de composés azotés
hétérocycliques (purine et pyrimidine) (Schulten & Schnitzer, 1997; Li et al., 2014). Les protéines sont la
forme d’azote organique la plus importante dans les sols et découlent soit de la mortalité cellulaire
(protéines détritiques), des protéines actives telles que les protéines a la surface des microorganismes
ou d’enzymes extracellulaires (Canarini et al., 2019; Rillig et al., 2007). Le sucre aminé prépondérant
dans le sol (60% des sucres aminés du sol), le N-acétylglucosamine, s’avere le seul monomere de la
chitine : un polymeére retrouvé dans la paroi des cellules fongiques et I'exosquelette des crustacés et
insectes, et un des deux monomeres constituant la paroi bactérienne (Joergensen, 2018). L'autre
monomere du peptidoglycane (Figure 1.3) est I'acide N-acétylmuramique représentant 7% de la
proportion de sucres aminés du sol (Joergensen, 2018). Il est estimé que 80% des ressources azotées

organiques du sol sont de provenance microbienne (Simpson et al., 2007).



. Sucre aminé : N-acétylglucosamine

Sucre aminé : N-acétylmuramique

Un acide aminé parmi un peptide de 4 a 5 acides aminés

Figure 1.3: Structure du peptidoglycane composant la paroi des bactéries Gram -.

Précédant les années 1990, la théorie stipulait qu’en situation de compétition, les microorganismes
prenaient en charge I'azote organique et inorganique au détriment des plantes et la minéralisation était
considérée le processus clé (Schimel & Bennett, 2004). Depuis, les recherches ont pu conclure que les
plantes ne sont pas a la merci des activités microbiennes afin de s’approvisionner en azote. Le
phénoméne régulant le cycle de I'azote s’avere plutot la dépolymérisation effectuée par des enzymes
extracellulaires majoritairement microbiennes (Figure 1.4). Les activités 1) dépolymérisantes (protéines
en peptides ou macromolécules bactériennes et fongiques en monomeres) ainsi que 2) protéolytiques
(peptides en acides aminés) sont limitantes (Jan et al., 2009). La conversion de protéines en acides
aminés est environ 20x plus lente que la minéralisation d’acides aminés en NH4" (Jan et al., 2009).
Quoique le processus soit plus lent, son taux demeure constant malgré des changements abiotiques tels
gue I'élévation de CO,, I'augmentation de température et la sécheresse, prouvant sa résilience. Par
ailleurs, le renouvellement du pool d’acides aminés s’effectue beaucoup plus rapidement que celui de
I'ammonium et du nitrate (Noll, Zhang & Wanek, 2019; Jones et al., 2005; Moreau et al., 2019; Jones &

Kielland, 2002).
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Figure 1.4: La minéralisation de la matiére organique en azote inorganique.
La prise en charge d’azote inorganique par les organismes (microscopiques et macroscopiques) est illustrée par la fleche
nommée immobilisation.

L’assimilation d’azote organique par les plantes

Une autre conception, auparavant dominante, était que I'azote organique devait étre « ammonifié » en
NHs* pour étre accessible aux plantes (Figure 1.4). Il est désormais bien connu que les mycorhizes
permettent aux plantes d’acquérir I'azote organique (Thirkell, Cameron & Hodge, 2016; Nuccio et al.,
2013). Les mycorhizes améliorent la compétitivité des plantes considérablement, puisque comme les
autres microorganismes leur ratio surface-volume et leur croissance sont avantageux. Toutefois, les
plantes peuvent aussi assimiler I'azote organique sans |'aide de microorganismes. En fait, des protéases
libérées a la surface racinaire de plusieurs plantes agricoles peuvent dégrader les protéines afin
d’incorporer les peptides via transporteurs membranaires au niveau des racines ou encore par
endocytose (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008; Tegeder & Rentsch, 2010; Godlewski & Adamczyk, 2007).
De plus, les plantes peuvent assimiler les acides aminés (Chapin, Moilanen & Kielland, 1993; Hill et al.,
2011). Les plantes dépensent moins d’énergie lors du convertissement des acides aminés en protéines
alors leur contenu protéique est amélioré (Chapin, Moilanen & Kielland, 1993; Hill et al., 2011; Peng et
al., 2014; Ghasemi et al., 2013). Il a été démontré que les plantes peuvent méme assimiler les acides
aminés D constituants en partie les peptides retrouvés dans le peptidoglycane bactérien (Hill et al.,

2011). Les plantes telles que la tomate et le riz peuvent assimiler certains sucres aminés et cette



assimilation est favorisée lorsque le ratio C :N est faible (~10) (Li, 2014). Cependant, une autre étude
atteste que les racines de jeunes plants de mais (7 jours) ont été incapables d’assimiler la glucosamine

et qu’a des concentrations élevées, ce sucre aminé a été toxique (Roberts & Jones, 2012).

La relation carbone-azote

Le ratio C :N doit étre considéré lors de I'application de fertilisants organiques, puisque des engrais trop
riches en carbone créent des conditions trés limitantes en azote et favorisent I'immobilisation de cet
élément par les microorganismes. Effectivement, des fertilisants ayant un ratio plus élevé que 15, c’est-
a-dire 15g de C pour 1g de N, réduisent la biodisponibilité d’azote a court terme (~ 10 semaines). Dans
une situation inverse ou le ratio s’avere plus faible (7.6 et 6.6), la vitesse de minéralisation ainsi que les
rendements de canola augmentent (Qian & Schoenau, 2002). Ce phénomene s’explique par le fait que
les microorganismes ajustent leur efficacité d’assimilation d’azote selon le ratio C:N. Notamment, les
microorganismes conservent |'azote organique (immobilisation) en contexte de carence en N et
reldchent cette ressource sous forme d’ammonium (minéralisation) en contexte de carence en C
(Mooshammer et al.,, 2014; Noll, Zhang & Wanek, 2019). Des indicateurs possiblement plus
représentatifs de l'intensité des activités microbiennes dans le sol sont la respiration et la quantité
d’ATP, puisqu’ils sont corrélés a la minéralisation et I'immobilisation d’'ammonium (Bengtsson, Bengtson

& Mansson, 2003).

La volatilisation

Une derniere facon que I'azote peut s’échapper du sol est par volatilisation : un phénomeéne qui se
produit généralement a la suite d’une application d’urée sur une surface cultivable. Des conditions
climatiques séches, chaudes et venteuses ainsi que certaines propriétés du sol (pH élevé et une faible
capacité d’échanges cationiques) favorisent la transformation d’urée en ammoniac gazeux par une
enzyme nommeée uréase (Sun et al., 2019; Lei et al., 2018). La perte par volatilisation est estimée a 14%
(10-19%) pour I'azote de provenance chimique et a 23% (19-29%) pour l'azote issu de fumier
(Bouwman et al., 2002). Les émissions de NHs sont passées de 1.9 + 0.03 3 16.7 + 0.5 Tg N an! entre
1961 et 2010 (Xu et al., 2019). L’'ensemble des pertes d’azote (lessivage, volatilisation, dénitrification et
ANAMMOX) représente un énorme fardeau environnemental et financier (Sobota et al., 2015). Ces
conséquences peuvent étre remédiées en améliorant les interactions entre les plantes et les
microorganismes du sol afin d’optimiser la rétention d’azote dans le sol et I'absorption plus efficace par

les plantes.
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Un survol des fertilisants azotés utilisés

L'ammoniac anhydre, I'urée, le sulfate d’ammonium, le nitrite de calcium d’ammonium et les solutions
d’UAN (un liquide contenant de I'urée et du nitrate d’ammonium (NH4NQs)) représentent les types de
fertilisants les plus utilisés en agriculture (Tableau 1.1) (Butzen, 2013; Sanderson, 2019). Le fumier est
également une source d’azote importante qui permet de maintenir la structure du sol et de contrer
I’érosion. En 2010, 48.4% des fermes canadiennes ont incorporé du fumier dans leurs champs (Dorff &
Beaulieu, 2014). Des fertilisants moins populaires, mais trés intéressants dans |'optique de développer
une agriculture moins polluante sont les engrais a libération lente, I'ajout de matieres organiques

(engrais verts) et le compost (Chen et al., 2018a; Roy, 2008).

Tableau 1.1 : Pourcentage d’azote composant les fertilisants chimiques courants (Hignett, 1985)

Fertilisants Pourcentage d’azote
Ammoniac anhydre 82
Urée 45-46
Nitrate d’ammonium 33334
Solutions d’UAN 28a32
Nitrite de calcium d’ammonium 20.5a28
Sulfate d’ammonium 21

Outre I'azote (N), la croissance des récoltes est limitée par deux autres macronutriments : le phosphore
(P) et le potassium (K). Donc, les fertilisants vendus pour la pelouse ou le jardin indiquent pratiquement
toujours le ratio N-P-K. Selon un article publié par la National Academy of Natural Sciences (NAAS) un
ratio de 4 :2 :1 est généralement idéal (NAAS, 2009). Ce ratio varie en fonction du type de culture, la
pluviométrie, I'intensité agricole, les propriétés du sol (nutriments, pH, chimie), la surface cultivée et
I'irrigation (Kihara et al., 2016; Macholdt, Piepho & Honermeier, 2019). L’application de fertilisants
synthétiques N-P-K a long terme (40 — 50 ans), diminue la réserve d’azote dans le sol. Ce phénomeéne est
causé par une augmentation du taux de minéralisation microbien engendrant une perte nette d’azote
organique via la dénitrification, le lessivage et I'immobilisation par les plantes agricoles (Mulvaney, Khan

& Ellsworth, 2009).
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1.3 La cohabitation dynamique entre les plantes et les microorganismes du sol

1.3.1 Les tactiques microbiennes influengant les plantes

La production et la dégradation des phytohormones

Les plantes ne sont pas les seules a libérer des phytohormones dans I’environnement. La notion que les
microorganismes du sol sont en mesure de produire une variété de phytohormones est bien attrayante
dans une perspective de promouvoir la croissance et le rendement des récoltes. Bénéficier des effets de
ces molécules signalétiques en agriculture s’avere néanmoins trés délicat. Par exemple, un ensemble de
phytohormones conférant une résistance au stress thermique peut réduire le rendement de la plante
(Wu et al., 2016). Néanmoins, ces microorganismes, incluant plusieurs genres bactériens et fongiques,
pourraient étre utilisés comme engrais biologiques en agriculture (Olanrewaju, Glick & Babalola, 2017;
Shah et al., 2018). Les phytohormones intéressantes, dont les effets sont résumés a la Figure 1.5, sont
les auxines, les gibbérellines, les cytokinines, I'acide abscissique (ABA), I'éthyléne, I'acide jasmonique et
I'acide salicylique. De maniére générale, les cytokinines, les gibbérellines et les auxines stimulent la
croissance des plantes. L'ABA confere une résistance a la sécheresse en diminuant I'ouverture des
stomates et en engendrant la sénescence foliaire des plus vielles feuilles au profit des nouvelles (Zhao et
al., 2016; Lim et al., 2015). L'action de I’éthyléne est surtout constatée lors de stress en plus du
mrissement des fruits (Dubois, Van den Broeck & Inzé, 2018; Druege, 2006). La production bactérienne
de 1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate (ACC) désaminase permet de dégrader le précurseur immédiat
de I'éthylene. La désaminase contribue alors a réduire les taux de cette phytohormone. Si la plante
percoit moins d’éthylene sa croissance est généralement favorisée, car le signal chimique indiquant un
état de stress est minimisé (Gupta & Pandey, 2019; Onofre-Lemus et al., 2009; Nascimento, Rossi &
Glick, 2018). Les auxines (précisément I'acide indole-3-acétique : 1AA) et I'acide salicylique peuvent
également se faire dégrader par les bactéries du sol (Nascimento, Glick & Rossi, 2019). De plus,
I’éthyléne, I'acide jasmonique et I'acide salicylique défendent la plante contre les phytopathogenes
(Kachroo & Kachroo, 2007; Mur et al., 2013). Les phytohormones relachées par les bactéries du sol
procurent généralement une résistance aux carences en azote. Néanmoins, les auxines, I'éthéphon et la
chlorure chlorocholine peuvent bloquer les activités protéolytiques du sol. L'inhibition des protéases de
plantes et des microorganismes entraine un ralentissement de la minéralisation, soit la décomposition

des macromolécules jusqu’a I'ammonium (Holik & Vranova, 2019). De fagon plus indirecte, certaines
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bactéries peuvent produire des composés organiques volatils (COVs) qui influencent la production de

phytohormones chez la plante (Zhang et al., 2007).

Les cytokinines augmentent la Les gibbérellines
biomasse de la plante en stimulent la
L’acide jasmonique, promouvant la division cellulaire. \ croissance et la

I’acide salicylique

et I'éthyléne
conférent une ® °
résistance aux \ * ®

ramification des tiges.

Les gibbérellines, les auxines,
les cytokinines et I'éthylene

phytopathogenes. améliorent la germination.
) Les auxines, tout comme
L’ABA engendre, une faible dose d’éthyléne

une meilleure
rétention d’eau.

et dans certains cas les
gibbérellines, favorisent

I'élongation des racines.

Figure 1.5 : Résumé des effets des phytohormones sur la croissance des plantes.

(Arkhipova et al. 2005, Hare, Cress & van Staden 1997, Tanimoto 2005, Bottini, Cassan & Piccoli 2004, Wang et al. 2017,
Kudoyarova, Arkhipova & Melent’ev 2015, Spaepen, Vanderleyden & Remans 2007, Martinez-de la Cruz et al. 2015,
(Miransari & Smith, 2014) A noter, les plantes stimulées par les cytokinines n’ont pas pour autant des racines plus longues
que les plantes contrdles (Arkhipova et al., 2005).

Les symbiotes

Les symbioses sont les interactions plante-microbes les plus étudiées. Elles refletent un langage
interrégne sophistiqué. Parmi celles-ci se trouvent les symbioses avec les diazotrophes. Parmi les
relations il y a plusieurs catégories : 1) les bactéries en symbioses avec les plantes vasculaires, 2) les
cyanobactéries en mutualisme avec des plantes ou avec des mycetes et levures (lichens) et 3) des
microorganismes autotrophes ou hétérotrophes associés aux particules du sol (Crews, 1999). Pour fixer
I’'azote ces microorganismes doivent se situer dans une niche pauvre en oxygéne, car I'enzyme
nitrogénase est inhibée par I'oxygene et les dérivés réactifs de I'oxygene (Masson-Boivin & Sachs, 2018).
Toutefois, 'oxygene est essentiel afin de fournir I'énergie nécessaire a la fixation d’azote, ainsi les
diazotrophes ont plusieurs stratégies par rapport a la régulation oxygénée (Rutten & Poole, 2019). Les
bactéries appartenant au groupe rhizobia et le genre Frankia peuvent induire la nodulation des racines
des plantes (Poole, Ramachandran & Terpolilli, 2018). Le groupe rhizobia comprend en fait tous les
microorganismes infectant les racines des légumineuses (famille Fabaceae) formant des bactéroides

fixant le diazote. Le genre Frankia est plutot associé aux ordres Fagales, Rosales, Cucurbitales (Van
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Nguyen & Pawlowski, 2017). La nodulation leur procure une niche écologique adaptée a leurs besoins
métaboliques. La symbiose rhizobia-Fabaceae génére le taux de fixation le plus efficace: entre 52 et

300 kg d’azote sont fixés par hectare par année (Lindstrém & Mousavi, 2019).

Les mycorhizes sont un autre exemple de symbiose interregne trés répandue. Les mycorhizes sont
présentes chez 80% des plantes et s’averent généralement bénéfiques pour les deux participants en
raison des échanges nutritifs (Figure 1.6). Néanmoins, lorsque la densité de colonisation est trop élevée,
la mycorhization peut étre néfaste pour la performance de la plante (Garrido et al., 2010; Johnson,

Graham & Smith, 1997).

Les hyphes fongiques apportent
de I'eau, des macronutriments
(azote, phosphore, potassium) et
des micronutriments (zinc) a la
plante.

La plante offre au micromycete des
sucres (jusqu’a 20% de son carbone
phtosynthétique) et des lipides.

L’association mycorhizienne augmente la résistance de la plante aux phytopathogénes.

Figure 1.6 : Echanges entre une plante et les micromycétes endomycorhiziens arbusculaires.
(Wang et al., 2017; Bago, Pfeffer & Shachar-Hill, 2000)

Les mycorhizes arbusculaires, en plus de jouer un réle principal quant au transfert de phosphore aux
plantes, transmettent des ressources azotées. De facon indirecte, les mycorhizes arbusculaires stimulent

aussi la fixation d’azote chez les légumineuses (Puschel et al., 2017). Les ectomycorhizes et les
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mycorhizes ericoides contribuent d’autre part a la dépolymérisation d’azote organique (Talbot et al.,
2013; Read & Perez-Moreno, 2003). Certaines mycorhizes protégent la plante contre une variété de
phytopathogénes (Liang et al., 2015; Elsen et al., 2008; Olowe et al., 2018). Les inocula de micromycétes
mycorhiziens peuvent étre achetés afin de favoriser leur symbiose avec les racines des plantes cultivées.
Cependant, I'efficacité de ces marchandises demeurent controversées principalement en raison de

I"absence de suivi écologique (Gupta & Abbott, 2021).

Les microorganismes favorisant la croissance des plantes (PGPM)

Certains microorganismes jouent des rdles dans I'amélioration de la croissance des plantes. Les modes
d’action des microorganismes favorisant la croissance des plantes (PGPM) sont divers et peuvent
permettre aux plantes d’acquérir plus facilement des nutriments, lutter contre les phytopathogenes et

augmenter la résistance aux stress abiotiques (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Liste de quelques taxons favorisant la croissance des plantes.

Caractéristiques des PGPM Taxons Littérature
Propriétés de biocontrodles Amibes (Geisen et al., 2015)
Bactéries (Chan et al., 2020; Kumar et al., 2010;

Vurukonda, Giovanardi & Stefani, 2018;
Masmoudi et al., 2019)
Bactériophages (Fujiwara et al., 2011; Buttimer et al., 2017)
(Mukherjee et al., 2020)

Levures
(Ripa et al., 2019)
Amélioration de I’acquisition de Amibes (Vejan et al., 2016; Jog, Nareshkumar &
nutriments Bactéries Rajkumar, 2012)
Levures (Fernandez-San Millan et al., 2020)
Micromycetes (Chenetal., 2017)

mycorhiziens

Augmentation de la résistance au stress Bactéries (Masmoudi et al., 2019; Tak, Ahmad &
abiotiques (métaux, sécheresse, salinité, Babalola, 2013; Kearl et al., 2019)
pH, etc.) Micromycétes endophytes (Bonkowski, 2004; Clarholm, 1985)
(Miransari, 2017; Romero-Munar et al., 2019;
Micromycetes Li et al., 2019b)

mycorhiziens

Outre les phytohormones telles que les gibbérellines, ’ABA et I'acide indole 3-acétique classée dans la
famille des auxines, les PGPM produisent une variété de molécules bénéfiques a la croissance des
plantes : 1) des enzymes lytiques pouvant dégrader les polyméres organiques insolubles (Hakim et al.,

2021), 2) des molécules anti-phytopathogénes (certains composés organiques volatils (COVs) et
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antibiotiques) (Sharifi & Ryu, 2018; Beneduzi, Ambrosini & Passaglia, 2012), 3) des sidérophores
(Grobelak & Hiller, 2017), 4) de 'ammoniac (NHs) via I'activité de 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC) désaminase (Viterbo et al., 2010) et 5) des acides organiques solubilisant le phosphate
inorganique (Pi) (Kalayu, 2019). Parmi les PGPM, se trouvent des bactéries favorisant la colonisation des
racines par les micromycetes ectomycorhiziens (mycorrhization helper bacteria). Leur implication peut
se constater a plusieurs niveaux : la réceptivité des racines au mycobionte, la reconnaissance racine-
micromycete, la croissance du micromycéte, la modification des propriétés rhizosphériques et la

germination des micromycetes (Garbaye, 1994; Rigamonte, Pylro & Duarte, 2010).

Les protistes sont également des joueurs non-négligeables au sein des interactions plante-microbiote.
Ce groupe inclut des microorganismes eucaryotes généralement unicellulaires qui ne sont ni des
mycetes, ni des plantes et ni des animaux. Certains protistes sont indirectement des PGPM et leur
présence peut favoriser la production de phytohormones rhizobactériennes (Bonkowski, 2002) ou le
recyclage d’azote organique destiné aux mycorhizes (Bukovska et al., 2018). Contrairement a la plante,
les protistes contribuent a moduler le microbiote top-down plutot que bottom-up (Gao et al., 2019). Par
la prédation sélective des bactéries et des mycétes au niveau de la rhizosphére, les protistes
restructurent le microbiote. Cette restructuration est donc déclenchée par un niveau trophique élevé,
soit les prédateurs (top-down). Tandis que la plante — un organisme photosynthétique considéré comme
le premier niveau trophique — structure le microbiote en relachant divers métabolites (sucres, acides
organiques et acides aminés) disponibles a une variété de microorganismes. Cette modulation stimule
les niveaux trophiques dégradeurs (bottom-up). La prédation menée par les protistes libére plusieurs
nutriments assimilables par la plante. Par ailleurs, les protistes ont généralement un ratio C:N plus élevé
gue leurs proies favorisant ainsi la minéralisation de I'azote et augmentant son assimilation par la plante

(Clarholm, 1985).

1.3.2 Les stratégies des plantes pour moduler le cortége microbien

Le priming rhizosphérique et les métabolites primaires

L'effet de priming rhizosphérique (EPR) se caractérise par un changement de la décomposition de la
matiére organique soluble (MOS) en raison des activités se déroulant au niveau des racines de la plante
(Kuzyakov, 2002). L’EPR peut augmenter la décomposition de la MOS d’environ 60% et augmenter le

taux brut de minéralisation d’azote moyen de 36 a 62% (Huo, Luo & Cheng, 2017; Zhu et al., 2014). Un
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facteur végétal déterminant I'EPR est I'intensité photosynthétique (Kuzyakov, 2002; Kuzyakov & Cheng,
2001). Une activité photosynthétique élevée génére plus d’exsudats promouvant davantage la
décomposition de la matiere organique et le relachement d’azote (Bengtson, Barker & Grayston, 2012).
Par contre, dans les systemes limités en phosphore, I'EPR est écarté au profit de la mobilisation du P
(Dijkstra et al., 2013). De facon générale, 'EPR a lieu lorsque la plante est limitée en azote et les
microorganismes sont limités en carbone (Bengtson, Barker & Grayston, 2012). L’exsudation de carbone
(sucres, acides organiques, mucilage et cellules végétales) favorise usuellement la croissance
microbienne et subséquemment les besoins d’azote supportant cette prolifération. Ainsi, les
microorganismes liberent des enzymes protéolytiques ce qui augmente le pool d’azote biodisponible
pour la plante (Moreau et al., 2019). Une possibilité a noter est que la grande allocation de carbone de
la plante vers les micromycetes mycorhiziens (jusqu’a 20% de C) limite le recrutement des autres
microorganismes attirés par le carbone photosynthétique. Cette réduction de diversité parmi le pool
microbien peut a certaines instances, rendre la plante plus susceptible aux pathogenes (Windisch et al.,

2020).

Outre I'exsudation, la plante peut modifier les propriétés physico-chimiques (structure et pH) du sol en
relachant des acides organiques (Khorassani et al., 2011). Ces changements peuvent augmenter au
réduire I'EPR. De plus, le relachement d’acides organiques joue un role dans la mobilisation du
phosphore (Krishnapriya & Pande, 2016). Les acides aminés sont d’autres métabolites primaires
exsudés par la coiffe (extrémité) racinaire. Une hypothése actuelle est que I'exsudation d’acides aminés
indique le statut azoté de la rhizosphére et permet a la plante de réguler I'assimilation des autres
ressources azotées (Canarini et al., 2019; Nazoa et al., 2003). La littérature stipule que certains acides
aminés peuvent influencer I'architecture racinaire et conférent a la plante une facon d’exploiter
certaines niches riches en azote (Walch-Liu et al., 2006; Forde, 2014). Une autre hypothése courante est
gue l'exsudation d’acides aminés est une fuite accidentelle expliquée par la concentration élevée

d’acides aminés au niveau des racines (Moreau et al., 2019).

Les phytohormones et les autres métabolites secondaires

Les phytohormones sont des molécules signalétiques bioactives contribuant au systeme de défense
végétal. Ces molécules peuvent aussi refléter les conditions azotées vécues par la plante. L'ABA, les
auxines et les cytokinines influencent le transport d’azote (Kiba et al., 2011). Par ailleurs, les auxines, les

cytokinines et I’éthylene sont impliqués dans les interactions entre les microorganismes et les racines.
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Effectivement, leur quantité est déterminante pour la nodulation (Frankia et rhizobia), la formation
mycorhiziennes (ectomycorhizes et endomycorhizes) et I'infection pathogéne (oomycetes et formation
d’excroissance racinaires nommeées galles ou cécidies) (Boivin, Fonouni-Farde & Frugier, 2016). Par
ailleurs, la libération de strigolactones par la plante peut induire la germination des spores du
micromycete mycorhizien. En revanche, le micromycete sécrete des facteurs Myc reconnus par la plante
déclenchant ainsi le processus symbiotique intercellulaire. Une relation trés forte existe entre la
composition microbienne et la production de phytohormones ce qui démontre la fonction essentielle de

ces molécules parmi les interactions plante-microbiote (Lu et al., 2021; Yuan et al., 2015).

Les composés organiques volatils (COVs) sont un autre groupe de métabolites secondaires intéressants.
Ces molécules peuvent facilement diffuser dans le sol et peuvent de cette facon exercer une influence
écologique a plus large échelle et permettent élargissement de la zone sous I'influence de la plante (De
la Porte 2020). Parmi les COVs se trouvent des molécules antimicrobiennes, signalétiques, des sources
nutritives et des chimio-attractifs (Schulz-Bohm et al., 2018; Liu & Brettell, 2019). Ainsi, ces métabolites
modulent le microbiote racinaire et rhizosphérique (Chen et al., 2019; Huang et al., 2019a; Berendsen et

al., 2018).

Les flavonoides sont des métabolites secondaires importants dans le processus de nodulation
(Djordjevic et al., 1987). Par exemple, certains flavonoides peuvent induire des effets de chimiotaxie
attirant différents rhizobia (Aguilar et al., 1988; Hartwig et al., 1990). Généralement, les flavonoides
impliqués dans la nodulation, sont produits lorsque les concentrations d’azote du sol sont faibles. Une
fois a proximité, rhizobia relache des facteurs Nod. La plante possede des récepteurs pour ces facteurs
ce qui engendre une cascade bio-physio-chimique engendrant la symbiose nodulaire (Roy et al., 2020).
Certaines études stipulent également I'implication des flavonoides dans la formation de mycorhizes
arbusculaires et dans la symbiose avec les bactéries fixatrices d’azote du genre Frankia (Abdel-Lateif,

Bogusz & Hocher, 2012).

La diversité des métabolites secondaires relachés par la plante pouvant moduler le microbiote sont
nombreux. Par exemple, en relachant des benzoxazinoides, la plante peut modifier la communauté
microbienne rhizosphérique et augmenter la résistance au broutage de la prochaine génération végétale
(Hu et al., 2018) Le production d’alcaloides indoliques comme les camalexines influence également la

composition microbienne du sol (Koprivova et al., 2019). La plante peut aussi libérer des molécules
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nommeées coumarines qui permettent de moduler favorablement le microbiote, obtenir du fer et
contrer des phytopathogenes (Stringlis et al., 2018; Stringlis, de Jonge & Pieterse, 2019; Tsai & Schmidt,
2017). D’autres métabolites qui agissent de maniere antagoniste aux phytopathogenes sont les peptides

éliciteurs (Lee et al., 2018; Hu, Zhang & Shi, 2018).

Il faut mentionner que malgré les avantages de |’exsudation racinaire, certains phytopathogenes ont co-
évolués et pergoivent des métabolites spécifiquement relachés par leur plante héte. Les métabolites des
plantes peuvent favoriser la germination des spores, la croissance, le déplacement vers les racines et

I'infection par les microorganismes pathogenes (Scheffknecht et al., 2006; Turra et al., 2015)

Le mucilage racinaire

La production de mucilage au niveau des racines aériennes de Zea mays ssp. mexicana, une variété de
mais mexicain, est un phénomene particulier favorisant la fixation de diazote atmosphérique. En fait, le
mucilage, qui est riche en polysaccharides, confere une niche pauvre en oxygene (<5%) idéale pour
I'activité de la nitrogénase des bactéries diazotrophes (Van Deynze et al., 2018; Amicucci et al., 2019). Le
mucilage collant peut également faciliter I'ancrage des plantes grimpantes, favoriser I'invasion des
plantes parasites sur une plante hote, protéger les racines, faciliter la propagation des racines dans le sol
et avantager la formation du rhizosheath : une couche de particules du sol a la surface racinaire
protégeant du stress hydrique (Basirat et al., 2019; Galloway, Knox & Krause, 2020). Des protéines et de
I’ADN retrouvés dans le mucilage ont des propriétés antimicrobiennes (Wen et al., 2009; Ma et al.,

2010).

1.4 Un secret bien gardé : le relachement des micro-ARNSs par les plantes

Le paradigme englobant les interactions entre la plante et le microbiote est incomplet. Les micro-ARNs
(miARNSs) des plantes sont un groupe a considérer au sein du paradigme actuel. Ces molécules sont des
ARNs non codants de 20 a 24 nucléotides jouant un role essentiel dans la régulation post-

transcriptionnelle de la plante (Yu, Jia & Chen, 2017b; Zhao, Cong & Lukiw, 2017).
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Figure 1.7 : Biogenése des miARNs végétaux.

Les miARNs sont regroupés en familles. Les miARNs matures d’une famille sont généralement transcrits
ensemble et peuvent avoir des séquences tres similaires ou une région (bases des positions 2 a 8)
conservée (Schwab et al., 2005; Zhang et al., 2006). Il existe des miARNs introniques et des miARNs
intergéniques. Les miARNs intergéniques ont des unités de transcription indépendantes. C’est-a-dire
que ces miARNs proviennent d’une région du génome possédant son propre promoteur et produisant
un transcrit qui n’est pas associé a des transcrits provenant de genes voisins. Les miARNs introniques,
plus rares dans le regne végétal, sont transcrits avec ’ARNm qu’ils ciblent, c’est-a-dire la transcription du
miARN et du ARNm cible est coordonnée (Millar & Waterhouse, 2005). Les transcrits tige-boucle
obtenus grace a I'action de I’ARN Polymérase Il (Pol 1l) ont une coiffe m’G 5’ et une terminaison poly-
adénylée. Ces transcrits se nomment miARN primaire (Pri-miR) et varient grandement en longueur (60-
500 nt). Une fois que les bras du Pri-miR sont clivés par le complexe dicing qui est composé d’une

endonucléase DICER-LIKE (DCL) HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) et SERRATE (SE), le fragment tige-boucle se

20



nomme miARN précurseur (Pre-miR). Parmi les quatre endonucléases DCL de la famille RNase lll, chez
Arabidopsis, DCL1 est I'’enzyme la plus impliquée dans la biogenése de miARNs (Fang & Spector, 2007).
Autrement, chez Arabidopsis la DCL4 contribue également au prétraitement des miARNs (Rajagopalan et
al., 2006). Ensuite, un second complexe dicing avec DCL clive la boucle du Pre-miR libérant ainsi le
duplex miR/miR*. Le duplex est méthylé par la protéine méthyltransférase HUA ENHANCER1 (HEN1) a la
position 2’-0 du dernier ribose (3’) de chaque brin. Cette méthylation est caractéristique de la biogenese
des miARNs végétaux et confere possiblement a ceux-ci une protection contre les exonucléases ciblant
la terminaison 3’ et facilite la reconnaissance des miARNs par les protéines ARGONAUTE (AGO) du
complexe protéique RNA induced silencing complex (RISC) (Yu et al., 2005; Zhao, Mo & Chen, 2012). Le
lieu d’assemblage de RISC peut étre dans le noyau ou dans le cytoplasme. Par contre, il a récemment été
démontré que 'assemblage de ce complexe protéique se fait principalement dans le noyau (Bologna et
al., 2018). Lors de I'assemblage, le brin guide du duplex miR/miR* est conservé dans RISC alors que le
brin passager est souvent dégradé. Précisément, le brin guide doit étre pris en charge par AGO afin que
le complexe RISC soit fonctionnel. Pour I'assemblage RISC cytoplasmique, le duplex miR/miR* est
exporté via la protéine HASTY (Park et al., 2005) (voir Figure 1.7 pour un résumé de la biogenéese des

miARNs des plantes).

Modes de régulation

Les miARNs guident RISC vers la cible. La complémentarité implique majoritairement la partie 5’ du
miARN (Parizotto et al., 2004) et entraine le clivage de la cible ou I'inhibition de sa traduction. En cas de
clivage, le domaine PIWI de la protéine AGO effectue I'activité endonucléotique de ’ARNm cible (Yu, Jia
& Chen, 2017a). L’inhibition de la traduction est un mode d’action indépendant et implique
I'intervention de facteurs précis qui ne sont pas nécessaires pour le clivage. L'inhibition de la traduction
ne nécessite pas la déadénylation de I’ARNm cible. Le miARN peut plutét inhiber l'initiation de la
traduction (lorsque la cible est dans la région 3’UTR) ou empécher le mouvement des ribosomes

(lwakawa & Tomari, 2013).

En plus de cliver ou inhiber la traduction, certains miARNs végétaux déclenchent la production de
phased secondary siRNAs (phasi-ARNs). Parmi les phasiARNSs, les Trans-acting siRNA (tasiARN) sont les
mieux étudiés. Les modes d’action des miARNs contribuant a la biogenese des phasiARNs sont le one hit
pathway, ol il y une seule cible pour un miARN de 22 nt, et le two-hit pathway ou il y a deux cibles pour

des miARNs de 21 nt (Fei, Xia & Meyers, 2013). Les phasiARNs contribuent hypothétiquement a
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I'amélioration des interactions plante-microbiote en procurant une défense a la plante ou en conférant
a celle-ci des avantages évolutifs. Plus récemment, une étude explorant le génome entier d’A. thaliana a
démontré qu’il y a une coordination entre les miARNs et les phasiARNs entrainant la co-régulation de

I’expression génétique (Vargas-Asencio & Perry, 2019).

Les cibles des miARNs végétaux sont généralement plus faciles a identifier que celles des animaux. En
fait, la régulation post-transcriptionnelle des miARNs animaux dépend surtout de la région-noyau située
entre la deuxieme et huitieme base alors que les miARNs végétaux nécessitent beaucoup plus de
complémentarité avec leur cible. La conservation de noyaux rend les miARNs animaux plus généralistes,
alors que les miARNs végétaux sont plus spécialistes et ménent plus souvent au clivage des cibles (Axtell

& Meyers, 2018).

Interactions interrégnes

Les miARNs peuvent également influencer I'expression génétique de d’autres organismes associés a
I’'h6te ou hors de I'hGte. Les modes de transport protégeant les miARNs sont 1) des vésicules
extracellulaires (EVs) tels que les exosomes entre 30 et 100 nm provenant d’un bourgeonnement de la
membrane plasmique (Baldrich et al., 2019; Mu et al., 2014), 2) des EVs provenant de multivesicular
bodies (MVBs) (200 a 500nm) qui sont des endosomes spécialisés et relachent des vésicules
intraluminales (ILVs) (35nm) dans I'espace apoplastique lors de leur fusion (Li et al., 2018; Rutter &
Innes, 2018), 3) des plant-derived exosomes-like nanoparticles (ELNs) et une acquisition lipide-
dépendante (Teng et al., 2018b) et 4) des microvésicules (20nm a 1um) (Li, Xu & Li, 2018). La sécrétion
d’EVs par les cellules végétales demeurent énigmatique étant donné la rigidité de leur enveloppe
cellulaire. En fait, pour que les EVs traversent la paroi végétale, celle-ci doit étre modifiée
(agrandissement des pores, amincissement ou perte d’intégrité) autrement, une pression mécanique
serait nécessaire pour expulser les EVs (Rutter & Innes, 2018). La livraison des EVs précédents est
d’autant plus mystérieuse, mais les mécanismes supposés sont I'acquisition lipide-dépendante, la fusion

membranaire et I’endocytose.

Récemment, il a été démontré que des petits ARNs d’Arabidopsis thaliana sont préférentiellement
enveloppés dans des vésicules extracellulaires (Baldrich et al., 2019; Rutter & Innes, 2018). Ces vésicules
extracellulaires permettent fort probablement la régulation post-transcriptionnelle a longue distance

(de la tige aux racines) et linteraction interregnes (cross-kingdom) (Subramanian, 2019). Plusieurs
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études démontrent que les miARNs des plantes agissent en tant que défense immunologique pour
contrer des phytopathogenes. Par exemple, certains miARNs permettent une défense contre les
infections virales tels que le miR1885 produit par Brassica rapa qui régule négativement la résistance
virale (Cui et al., 2020), le miR528 (lorsque moins exprimé, confére a la plante une meilleure résistance
a I'infection virale) et le miR444 du riz (promeut la résistance immunitaire contre le virus) (Wang et al.,
2016; Wu et al., 2017; Yao et al., 2019). D’autres miARNs permettent de contrer des infections
fongiques comme le miR164a impliqué dans I'immunité du riz contre le pathogéne Magnaporthe oryzae
(Wang et al., 2018) et le miR477, le miR166 et le miR159 du coton qui interagissent directement contre
le phytopathogene (Zhang et al., 2016a; Hu et al., 2020). Autrement, le miR393 d’Arabidopsis est

impliqué dans I'inhibition indirecte de la croissance de Pseudomonas syringae (Navarro et al., 2006).

Lors d’une infection par une pourriture blanche (oidium), les cellules d’orge (Hordeum vulgare) ont
accumulées des EVs et MVBs a proximité des plasmodesmes afin de bloquer la communication entre les
cellules hypersensibles et les cellules saines (An et al., 2006; An, van Bel & Hickelhoven, 2007) (Voir
Figure 1.8). Sachant désormais que les EVs peuvent contenir des petits ARNs antimicrobiens en plus
d’étre enrichies en protéines de défense (Rutter & Innes, 2018), dans le cas de phytopathogenes
parasitaires, les EVs jouent un réle double comme barriere physique et libératrices de molécules

antimicrobiennes.

Oidium
MVB

Plasmodesme

Vésicule

Cellule végétale infectée Cellule végétale saine
par la pourriture blanche

Figure 1.8 : Etude de cas de I'utilité des MVBs et EVs dans la résistance contre un oomycéte.
N.B. la pénétration des haustoriums (organe qui pénétre la paroi végétale) des oidiums a lieu entre la paroi végétale et la
membrane plasmique.
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Les miARNs influencent aussi I'expression des genes des communautés microbiennes associées a un
hote multicellulaire, il a été suggéré que cela se produise aussi au niveau de la rhizosphere (Middleton et
al., 2021). En effet, des études montrent que les miARNs humains et des plantes ingérées influencent le
microbiote intestinal (Liu et al., 2016; Mu et al., 2014; Teng et al., 2018a). Concrétement, les ELNs de
I’étude ont eu un contenu riche en lipides, en protéines et en miARNs (Mu et al., 2014). Cette étude a
stipulé que les ELNs végétaux obtenus par voie orale ont été assimiliés par les macrophages intestinaux
et les cellules souches. Or, aucune étude n’explore la possibilité que la sécrétion de miARNs se produit

pour interagir avec le microbiote rhizosphérique.
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2 HYPOYTHESES ET OBJECTIFS

Nos résultats préliminaires démontrent qu’Arabidopsis thaliana (A. thaliana) et Brachypodium
distachyon (B. distachyon) relachent des miARNs au niveau de la rhizosphere qui se distinguent de ceux
retrouvés au sein des racines ou dans le sol éloigné. Par ailleurs, les analyses bioinformatiques suggerent
que les ARNm bactériens ciblés par les miARNs de la rhizosphere ont un réle important dans
I'acquisition des ressources azotées tels que les acides aminés. Le sol est caractérisé par une
concentration faible d’acides aminés renouvellée plus de 1000x par jour. Ce recyclage s’avere plus
rapide que les taux de production de NH;* et NOs” (Moreau et al., 2019). Il est connu que le régime
d’azote altere le miRNAbolome végétal en condition d’insuffisance en azote (Fischer et al., 2013) chez le
blé (Zuluaga et al., 2017), le riz (Cai et al., 2012) et le mais (Zhao et al., 2012). Par contre, l'identification
des miARNs au sein de ces études est restreinte aux tissus végétaux. Mon hypothése est que
I'abondance relative des miARNs rhizosphériques ciblant les genes bactériens responsables de

I"absorption d’acides aminés, sera plus prononcée en présence d’acides aminés (Figure 2.1).

Protéine

P
/! \ Dégradation
Q\ bactérienne

. Peptides

By

g
.

Acides aminés

Figure 2.1 : Schématisation des interactions plante-microbiote via les miARNs. Suite au priming rhizosphérique la plante
empéche les microorganismes d’acquérir les acides aminés en produisant des miARNs inhibant leurs transporteurs et
perméases spécifiques.
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Le but du projet est de démontrer, pour la premiére fois, que les plantes peuvent possiblement
interférer avec |I'utilisation d’azote des microorganismes du sol en relachant des miARNs. En
démystifiant ce processus, il sera possible d’utiliser ce mécanisme pour optimiser I'assimilation d’azote
des plantes agricoles (Fischer et al., 2013). Afin de réaliser cet objectif, deux plantes modeles ont été
cultivées (A. thaliana, B. distachyon) en plus de témoins non-plantés sous l'influence de trois
traitements de fertilisation azotée (NHiNOs, acides aminés et aucun ajout d’azote). En utilisant ces
plantes modeles, nous allons pouvoir attester I’étendue phylogénétique de ce phénomene et élucider

les profils de sécrétion des miARNs impliqués dans la compétition pour I'azote.

Hypothése et Objectif 1) Puisque la rhizosphére (la région du sol en contact avec les racines) est
I'interface d’interaction la plus active et diversifiée (Berendsen, Pieterse & Bakker, 2012), je m’attends a
trouver des miARNs dans ce compartiment. De plus, je stipule que l'interaction interregne obtenue par
le relachement de miARNs chez les plantes est un phénomene répandu, ainsi certains miARNs devraient
étre communes a la rhizosphére des deux plantes modeles. L'objectif est de caractériser le profil des
miARNs selon I'espéce végétale (A. thaliana, B. distachyon et des témoins non-plantés), le compartiment

échantillonné (racines, rhizosphére, sol éloigné) et les trois traitements fertilisants.

Hypothése et Objectif 2) Les miARNSs représentent possiblement des outils relachés par les plantes pour
accroitre leur compétitivité vis-a-vis les microbes afin de maximiser leur assimilation d’azote. Les
miARNs rhizosphériques des plantes devraient donc étre différents selon la biodisponibilité d’azote.
L’objectif est I'identification des miARNs répondant significativement aux fertilisants ainsi que leurs

cibles potentielles.

Hypothése et Objectif 3) Mes attentes sont que le type de plantes, le compartiment échantillonné et les
régimes fertilisants vont fortement influencer le microbiote du sol. L'objectif est la caractérisation des
effets des différentes sources d'azote sur la structure microbienne (via les transcrits des génes
marqueurs ARNr 16S et la région ITS2) et d’éventuellement distinguer ces effets de I'influence des

miARNSs.

Hypothése et Objectif 4) Les miARNs peuvent par complémentarité inhiber la traduction des ARNm

microbiens cibles (Huang et al., 2019b; Zhao & Guo, 2019). Linhibition de certaines fonctions

écologiques liées au cycle de I'azote devrait engendrer une modification du réseau microbien. Ainsi, je
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pense que I'abondance de certains microorganismes devraient étre corrélés négativement aux miARNs
répondant significativement aux fertilisants. L'objectif est de repérer les corrélations statistiquement

significatives.
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3 METHODOLOGIE

3.1 Dispositif expérimental

Un dispositif expérimental en blocs aléatoires a été concu ou chaque bloc a été composé de 9 pots
(Figure 3.1). En tout, 10 blocs ont été placés en chambre de croissance. La position des blocs ainsi que la
position des combinaisons fertilisation-type de semis caractérisant un bloc ont été déterminées au sort.
Aprés une stratification thermique de 24 heures a 4°C a la noirceur, des semences d’A. thaliana Col0
(membre de la famille Brassicaceae) et de B. distachyon Bd 21-3 (membre de la famille Poaceae) ont été
semées dans 20mL de sol (2/3 Quali Grow Black Earth, 1/4 sable et 1712 sol du champ expérimental a
I'INRS : 45°32'29"N 73°43’02"W). Trois pots par bloc n‘ont pas été semés (témoins non-plantés). La
programmation de la chambre de croissance a été: 12 heures de lumiére du jour, 3 heures de lumiére de
crépuscule, 3 heures de lumiere d’aube et 6 heures de noirceur a une humidité constante de 70%.
Lorsqu’il y avait la lumiére du jour la température maximale s’est élevée a 25°C, alors que durant la
période de noirceur, la température s’est abaissée a 20°C. Au quatrieme jour post-semaison les
traitements fertilisants ont débuté et ont été appliqués a tous les 2-3 jours suivants. Ces traitements ont
consisté d’une solution nutritive compléte sans ajout d’azote seule, ou d’une solution nutritive
supplémentée d’une solution équimolaire de 17 L-acides aminés ou d’une solution nutritive
supplémentée de nitrate d’ammonium (NH;NOs). La quantité d’azote évaluée dans un litre de Quali
Grow Black Earth est approximativement 2g, donc la quantité de départ d’azote dans un pot a été
environ 0.4g. Les traitements supplémentés en azote ont contenu 0.190g d’azote/L. La quantité d’azote
annuelle appliquée en 1961 était 0.900g d’azote/L et cette quantité a grimpé a 7.400g d’azote/L en 2013
(Lu & Tian, 2017). Alors, les amendements d’azote n’ont probablement pas été en excédent. Une
variation phénotypique a pu étre constatée entre les différents régimes (Annexe Figure S1.1) indiquant
un effet plausible des fertilisants. Le ratio N:P:K a été approximativement 2 :2 :1, a I'exception du
traitement sans azote. Une seule plante non-semée a poussé parmi les 90 pots et sa taille et son réseau
racinaire ont été faiblement développés en comparaison a A. thaliana et B. distachyon. Aucune plante
n’a poussé dans les témoins non-plantés. Au 21e jour post-semaison, les racines, la rhizosphere et le sol
éloigné ont été échantillonnés L’échantillonnage des trois compartiments s’est déroulé comme suit : 1)
le pot a été vidé de son contenu dans une nacelle préalablement nettoyée avec de |'éthanol 70% (Figure

3.3A), 2) la plante et son réseau racinaire ont été secoués et tapotés dans la nacelle afin de faire tomber
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le sol non-attaché aux racines. Ce sol a été considéré comme du sol éloigné et a été placé dans un tube
stérile de 15 mL. 3) afin de séparer le sol attaché a la surface racinaire (Figure 3.3B), considéré comme la
rhizosphere, les racines ont été trempées dans un tampon phosphate salin stérile. Le sol dilué dans le
tampon a été placé dans un ou deux tubes de 1.5 mL stérile. Cette méthode a été celle maximisant la
récolte de la rhizosphére en endommageant le moins possible les racines. 4) par la suite, les racines ont
été rapidement épongées avec du papier absorbant et placées dans un tube de 1.5 mL stérile.
Immédiatement apres que les échantillons ont été placés dans un tube, ceux-ci ont été surgelés dans de

I'azote liquide (flash-frozen) avant d’étre conservés a -80°C.

Aucun ajout d’azote
Acides aminés
NHiNO3

Arabidopsis thaliana
Brachypodium distachyon

Témoins non-planté

Figure 3.1 : Schématisation d’un bloc de I’expérience ou les 9 combinaisons de fertilisation-type de semis se trouvent.
La position des combinaisons au sein du bloc a été tirée au sort. La position de chaque bloc au sein de I’enceinte de
croissance a également été déterminée aléatoirement.
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Figure 3.3 : Echantillonnage des compartiments. A. Le contenu d’un pot d’A. thaliana vidé dans une nacelle stérile. Le fin
réseau racinaire peut étre constaté. B. Deux plants de B. distachyon aprés avoir été secoués et tapotés dans la nacelle. Le sol
dans la nacelle s’agit de sol éloigné alors que le sol encore attaché aux racines est la rhizosphére.
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3.2 L’extraction d’ARN et le séquengage

L’ARN de la rhizosphére et du sol éloigné a été extrait avec la trousse RNeasy PowerSoil Total RNA de
Qiagen en suivant les directives du manufacturier. Les racines ont été lyophilisées pendant 3 heures
avant d’étre broyées mécaniquement a l'aide d’'un micro-pilon afin d’extraire plus efficacement I’ARN
avec la trousse RNeasy Plant Mini de Qiagen (en suivant les directives du manufacturier). ARN de
I’ensemble des échantillons a été traité avec un DNase (Turbo DNA-free kit, Ambion), nettoyé, concentré
(RNA Clean & Concentrator 25ul, ZymoResearch) et conservé a -80°C en suivant les directives du
manufacturier. Seuls les échantillons avec une qualité acceptable (profil de spectrophotométrie non
dégradé) ont été retenus. La qualité a été vérifiée par spectrophotométrie (NanoDrop), par
électrophorése sur gel d’agarose 4% (migration a 80V pendant 60-80 minutes) et par électrophorése

capillaire sur puce pour I’ARN destiné au séquencage des petits ARNs (Agilent Bioanalyzer System).

L'ARN a ensuite été envoyé pour le séquencage d’amplicons (lllumina MiSeq, CNRC-Roylamount,
Montréal, Canada) et le séquencage de miARNs (lllumina HiSeq4000, Centre d’expertise et de services
de Génome Québec, Montréal, Canada). Le fait de séquencer I’ARN plutot que I’ADN pour les amplicons
permet une meilleure identification de la communauté microbienne active. Les amplicons séquencés
ont été les transcrits du gene ARNr 16S des bactéries et des archées (régions V4 et V5) et la région
transcrite du Internal Transcribed Spacer 2 (1TS2). Les RT-PCRs ont été effectuées avec la trousse 210212
OneStep RT-PCR kit dans un volume final de 25 uL en suivant les directives du manufacturier. Le
séquencage des amplicons a été effectué avec le systéme lllumina MiSeq en utilisant la trousse MS-102-
2003 MiSeq Reagent Kit v2 500-cycle en suivant les directives du manufacturier. Les amorces utilisées
pour les amplicons des transcrits du gene ARNr 16S ont été : 515F-Y (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) et
926R (CCGYCAATTYMTTTRAGTTT). Les amorces utilisées pour les amplicons des transcrits de la région
ITS2 ont été ITS9F (GAACGCAGCRAAIIGYGA) et ITS4R (TCCTCCGCTTATTGATATGC).

RT-PCR pour amplifier les transcrits du géene ARNr 16s

Les volumes utilisés pour la RT-PCR des transcrits du gene ARNr 16S, pour une seule réaction, ont été :
15.675 uL d’eau pure et stérile, 5 uL de tampon 5X Qiagen OneStep RT, 1 uL de Qiagen OneStep RT dNTP
Mix 10 mM, 0.625 pL de BSA (20 mg/mL), 0.05 pL d’amorce sens (100 uM), 0.05 uL d’amorce anti-sens
(100 uM), 0.3 pL de PNA-CHLORO 100uM, 0.3 uL de PNA-MITO 100uM, 1 pL de Qiagen OneStep RT
Enzyme Mix et 1 uL d’ARN. Le volume final de chaque réaction a été 25 pL. L'ajout de PNA-CHLORO et de
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PNA-MITO a permis d’éviter 'amplification des traces d’ADN génomique possiblement présentes dans
I’ARN (malgré les traitements avec I’'enzyme DNase). Brievement, une sonde spécifique (Peptide nucleic
acid (PNA) inhibitor probe) s’est hybridée a I’ADN génomique a une température plus élevée que
I'appariement des amorces (Bender et al., 2007). Ainsi, I'amplification de 'ADN génomique a été
bloquée. Les conditions thermocycliques de la RT-PCR des transcrits du géne ARNr 16S ont été: 30
minutes a 50°C (réaction RT), 15 minutes a 95°C (activation de la polymérase), 45 secondes a 95°C 25x
(Dénaturation), 10 secondes a 78°C 25x (appariement de la sonde PNA), 60 secondes a 55°C 25x
(appariement des amorces), 90 secondes a 72°C 25x (élongation), 7 minutes a 72°C (élongation finale) et

les réactions ont été maintenues a 4°C.

RT-PCR pour amplifier les transcrits de la région ITS2

Les volumes utilisés pour la RT-PCR des transcrits de la région ITS2, pour une seule réaction, ont été :
16.075 uL d’eau pure et stérile, 5 uL de tampon 5X Qiagen OneStep RT, 1 uL de Qiagen OneStep RT dNTP
Mix 10 mM, 0.625 pL de BSA (20 mg/mL), 0.15 pL d’amorce sens (100 uM), 0.15 uL d’amorce anti-sens
(100 uM), 1 uL de Qiagen OneStep RT Enzyme Mix et 1 uL d’ARN. Le volume final de chaque réaction a
été 25 plL. Les conditions thermocycliques de la RT-PCR des transcrits de la région ITS2 ont été: 30
minutes a 50°C (réaction RT), 15 minutes a 95°C (activation de la polymérase), 30 secondes a 95°C 30x
(Dénaturation), 30 secondes a 45°C 30x (appariement des amorces), 30 secondes a 72°C 30x

(élongation), 7 minutes a 72°C (élongation finale) et les réactions ont été maintenues a 4°C.

RT-PCR pour amplifier les petits ARNs
Les librairies pour le séquencage de miARNs ont été préparées avec NEBNext® Multiplex Small RNA
Library Prep Kit for lllumina® de NEB en suivant les directives du fournisseur et en utilisant les

adaptateurs de TruSeq.

3.3 Etiquetage taxonomique des amplicons (ARNr 16S et ITS2)

Les données de séquencgage des amplicons des transcrits des genes de I’ARNr 16S et de la région ITS ont
été traitées dans le pipeline AmpliconTagger (Tremblay & Yergeau, 2019). Ce pipeline a regroupé les
séquences en amplicon sequence variants (ASVs) (séquences identiques a 100%) et a identifié leur
taxonomie correspondante (obtenue grace au logiciel RDP classifier et SILVA (Wang et al., 2007; Vilo &

Dong, 2012; Quast et al., 2013)). Brievement, les reads de 250 paires de bases et d’'une qualité d’au
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moins 33 ont été gardées pour les traitements ultérieurs. Les contaminants de séquencage (artéfacts
d’lllumina et ségquences PhiX) ont été éliminés avec bbduk (http://sourceforge.net/projects/bbmap/).
Les codes-barres et reads non-appariées ont également été enlevés. Les reads appariées ont ensuite été
séparées et la qualité a été vérifiée. Les reads ont été coupées (I'extrémité 3’ préférablement),
assemblées (Magoc¢ & Salzberg, 2011) et les amorces ont été enlevées. Les séquences gardées ont été
celles avec une qualité supérieure ou égale a 25, aucune base ambigiie (N) et moins que 30 bases ayant
une qualité (phred Qscore) inférieure a 15. Les reads plus petites que 50pb (pour les transcrits de la
région ITS2) et plus petites que 100pb (pour les transcrits du géne ARNr 16S) ont été enlevées. DADA2 a
permis le groupement (clustering) des ASVs (Callahan et al., 2016). DADA2 a utilisé un algorithme se
basant sur un modele d’erreur paramétrique afin de déterminer le modéle d’erreur caractérisé par les
données de séquencage. A partir de ce modeéle, DADA2 a déduit les ASVs avec I'algorithme nommé the
core sample inference algorithm. Les reads ont ensuite été appariées et le tableau des ASVs a été
généré. Les chimeres ont été identifiées parmi les ASVs grace a la version d’UCHIME denovo et UCHIME
reference de VSEARCH (Rognes et al., 2016). Les clusters ayant moins que 25 reads ont été rejetés. La
taxonomie a été ajoutée aux ASVs en les comparant a RDP classifier (Wang et al., 2007) supplémenté
avec la base de données SILVA (Quast et al., 2013) (https://github.com/jtremblay/RDP-training-sets et
https://github.com/jtremblay/RDP-training-sets).

Le séquencage a identifié 14 186 080 reads pour les amplicons des transcrits du géne ARNr 16S. Apreés la
suppression des reads contaminées par PhiX (un contréle de qualité et de calibration durant le
séquencage) et celles ne passant pas le seuil de qualité, 7 028 075 reads ont été retenues pour le
regroupement des ASVs. 4 057 474 séquences ont été regroupées en 6 730 ASVs. Pour les amplicons de
la région ITS2, 13 077 264 reads ont été obtenues. 6 446 300 reads ont été retenues aprés avoir enlevé
celles contaminées et celles de qualité moindre. Le regroupement final en ASVs s’est produit avec 4 445

058 séquences classées dans 9 731 taxons.
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3.4 Classification des miARNs et identification de leurs cibles bactériennes

Afin d’associer les résultats du séquencage des petits ARNs a un miARN précis, 3 méthodes ont été
utilisées. Chacune d’elle reposait sur un prétraitement permettant le nettoyage bioinformatique des
séquences, la vérification de la qualité et la sélection de taille (Figure 3.4). Brievement, I'étape de pré-
traitement a utilisé Trimmomatic (Bolger, Lohse & Usadel, 2014) avec les parametres suivants : lllumina
clip setting :5:10:4. Ensuite, les contaminants de séquencage tels que les artéfacts d’lllumina et les
contaminants PhiX ont été enlevés avec bbduk (http://sourceforge.net/projects/bbmap/). Les reads ont
été filtrées pour garder les petites séquences entre 18 et 27 paires de bases. La méthode De Novo Sub a
plus précisément supprimé les reads correspondant a la base de données RFAM (toutes les bases de
données sauf celles des miARNSs) et la base de données 5S (en employant les parametres mismatch=3 et
seed=5 avec BWA aln). Dans la méthode De Novo, les étapes ont été identiques a I'exception que les
reads n’ont pas été alignées contre la base de données 5S. Pour la méthode Référence, les reads ont été
alignées contre le génome d'Arabidopsis (TAIR10/GCA_000001735.1) ou de Brachypodium
(bd21/GCF_000005505.1). Les bases de données génomiques correspondent aux génomes utilisés dans
miRBase. L’alighement s’est effectué avec les paramétres BWA aln mismatch=1 et seed=5. Enfin, les
potentiels miARNs retenus pour chacune des méthodes ont été alignées (BLASTn) contre la base de
données miRBase hairpin et miRBase mature en employant word_size=5. Les résultats BLASTn ont été
filtrés pour conserver les séquences ayant au moins 18 paires de bases, <= 3 mésappariements et un
pourcentage d’identité globale >= 85%. Pour maximiser le nombre de miARNs retenus pour la suite des
analyses, les résultats des trois méthodes ont été considérés. Une fois les miARNs identifiés, ceux
retrouvés parmi les témoins non-plantés ont été soustraits du tableau des données. En fait, puisque
cette étude s’est dévouée a I'analyse des miARNs reldachés par les plantes, ceux retrouvés dans le sol

non-planté n’ont pas été d’intérét.
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Figure 3.4 : Schématisation des 3 méthodes utilisées pour identifier les miARNs.

psRNATarget: a plant small RNA target analysis server a été utilisée pour comparer les miARNs a une
banque de données des bactéries du sol (RefSail Database :

https://figshare.com/articles/dataset/RefSoil Database/4362812). Ensuite, les duos miARNs/cibles

retenus ont respecté les critéres suivants : avoir moins que 6 mésappariements, avoir moins que 4
mésappariements consécutifs, n’avoir aucun mésappariement parmi les paires de bases situées entre les
positions 9 et 13 de la séquence de miARN (Devi et al., 2019). Les duos conservés pour les recherches

taxonomiques avec BLASTn ont eu un Expectation < 2.

3.5 Mesure du pH du sol éloigné

Les échantillons de sol éloigné ont été séchés a 54°C pour 4 jours. Ensuite, ils ont été tamisés a 2mm et
pesés. Environ 2g de chaque échantillon ont été placés dans un tube de 15 mL (un tube pour chaque
échantillon). 4 mL d’une solution 0.01M de CaCl, ont été ajoutés dans chaque tube. Les échantillons ont
été mélangés pendant 30 minutes sur un rotateur. Ensuite, les tubes ont été retirés du rotateur et
laissés a sédimenter pendant une heure. Le pH a ensuite été pris avec un pH-meétre calibré en
submergeant |'électrode dans le surnageant clair. Pour chaque échantillon, 3 mesures de pH ont été

prises (Annexe S1.5). A noter un témoin avec du 0.01M de CaCl, a également été mesuré.
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3.6 Analyses statistiques

Afin de traiter statistiquement le tableau des abondances de plus de plusieurs variables réponses (les
groupes de miARNs et les ASVs) et plusieurs variables qualitatives : Plantes (A. thaliana et B. distachyon),
Fertilisants (Acides aminés, NHsNOs et aucun ajout d’azote), Compartiments (sol éloigné, endosphére et
rhizosphere) et Blocs (1 a 5) la transformation des abondances en abondances relatives a été effectuée
afin de controler la profondeur du séquencage. En fait, I'efficacité du séquengage peut varier d’un
échantillon biologique a I'autre. En transformant les abondances de séquences en abondances relatives
(nombre de séquences du miARN ou de I'ASV X / nombre totale de séquences retrouvées pour
I’échantillon Y), le biais de séquencage a été réduit. La transformation de Hellinger a généré des
abondances relatives et dans un second temps, leur a appliqué une racine carrée (Rao 1995; Legendre &
Legendre 2012). Les statistiques utilisées pour les analyses des profils des miARNs et des
microorganismes ont été des analyses multivariées en raison de la présence de plusieurs variables
réponses (Annexe Tableaux S1.1 a S1.3). En fait, les abondances relatives de chaque groupe de miARN et

de chaque ASV ont été considérées comme des variables réponses.

PERMANOVA : analyse de la variance multivariable permutationnelle

L'analyse de la variance multivariable permutationnelle, aussi nommée PERMANOVA, est un test
statistique permettant d’évaluer les effets de plusieurs variables sur I'entiéreté d’un réseau d’especes
ou dans le cas présent, le profil complet de miARNs/ASVs (Anderson 2001; Anderson & Walsh 2013;
Anderson 2017). Ce test est non-paramétrique le rendant idéal pour les données d’abondances
caractérisées par une distribution biaisée causée par I'absence de plusieurs taxons/groupes (inflation
des zéros) parmi les échantillons. Dans ces cas, la PERMANOVA est a favoriser plutot que la multivariate
analysis of variance (MANOVA) qui assume la normalité multivariée (Anderson 2001). La seule condition
d’application de la PERMANOVA et I’échangeabilité des rangées de la matrice impliquant I'indépendance
des échantillons et une similitude concernant leurs distributions (Anderson 2001). La PERMANOVA est
une analyse pour les données multivariées et non-paramétriques s’inspirant de 'ANOVA. Ce test a été
effectué a partir de la matrice de dissimilarité (matrice D). Pour préciser, avec la matrice des abondances
transformées par la méthode Hellinger (Annexe Tableaux S1.1 a S1.3), il a été possible de générer une
matrice contenant des coefficients de dissimilarités/distances D par la méthode euclidienne. Les
distances qui ont été obtenues se nomment distances de Hellinger. Cette matrice D a été insensible aux
doubles-zéros. C'est-a-dire, les échantillons ayant eu des miARNs/ASVs absents en communs n’ont pas

été considérés comme étant davantage similaires grace a cette facon de calculer les distances. En bref,
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la matrice D a été composée d’un coefficient de dissimilarité pour chaque paire d’échantillons. Deux
échantillons possédant le méme profil de miARNs en termes d’abondances transformées ont eu une
dissimilarité de 0 alors que deux échantillons possédant un profil de miARNs completement différents
ont eu une dissimilarité de v/2. La statistique découlée des PERMANOVAs a été une version multivariée
du ratio F de Fisher (Anderson 2001). La fonction R utilisée a été adonis2 (Vegan) et la variable Bloc a été

considérée comme une variable hiérarchique.

Analyses en coordonnées principales

Afin de visualiser 'influence des variables explicatives principales sur le profil de miARNs/d’ASVs
(Annexe Tableaux S1.1 a S1.3), une analyse en coordonnées principales a été effectuée (ACoP). Cette
analyse a permis d’apercevoir les échantillons plus dissimilaires et ceux qui le sont moins, car I’ACoP,
effectuée avec la matrice contenant les distances de Hellinger, préserve les distances euclidiennes entre
les échantillons (Legendre & Legendre, 2012). Effectivement, les coordonnées ont été calculées a partir
de la matrice D pour générer 'ordination. A noter, I’axe de chacun des ACoPs a été comparé a la valeur
prédite du modele du baton brisé afin d’assurer leur interprétabilité. Brievement, le modele du baton
brisé a brisé au hasard un baton d’une longueur égale a 1 en autant de morceaux qu’il y a et de valeurs
propres. Ensuite, chaque morceau a été placé en ordre décroissant. Les axes dont la valeur a été

supérieure a celle du modéle du baton brisé ont pu étre interprétés (Borcard et al., 2018).

Arbres de régressions multivariables (ARM)

La génération d’arbres de régressions multivariables (ARM) a permis le groupement hiérarchique par
division des échantillons. Ce test a mené a l'identification des variables qui ont le plus influencé les
profils des miARNs et des communautés microbiennes. Précisément, les échantillons ont été divisés en
plusieurs groupes selon le critere de minimisation des sommes de carrés au sein des groupes (intra-
groupes) (critére évaluant la dispersion des variables réponses) et selon les variables explicatives (De’ath
2002; Larsen & Speckman 2004; Legendre & Legendre 2012). Ainsi pour créer l'arbre, il a fallu une
matrice de variables réponses et une matrice de variables explicatives. La matrice réponse a contenu les
abondances relatives transformées des miARNs ou des ASVs (Annexe Tableaux S1.1 a S1.3) et la matrice
de variables explicatives a été composée de trois colonnes (Plante, Fertilisants et Compartiments). Afin
de trouver le meilleur partitionnement des échantillons, une validation croisée a v-recouvrements a été
utilisée ou v=10. La validation croisée a permis de comparer des groupes tests avec des groupes

d’apprentissages afin d’identifier le meilleur arbre; celui présentant la plus petite erreur relative de
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validation croisée aprés un grand nombre d’essais (dans ce cas 500 pour le profil des miARNs ou 100

pour les données des ASVs) (Ouellette et al. 2012). La fonction utilisée a été mvpart (mvpart de CRAN).

Partitionnement de la variation

Le partitionnement de la variation de la matrice contenant les abondances relatives des ASVs a permis
de constater I'influence de chacune des variables explicatives (Plantes, Fertilisants et Compartiments)
sur le profil général des taxons microbiens (Annexe Tableaux S1.2 et S1.3). Précisément, la variance
totale a été partitionnée en fractions contraintes et en fractions non-contraintes. Les fractions
contraintes ont été exprimées en proportion ajustée équivalente au R? des régressions linéaires
multivariables et elles ont représentées la variance de la matrice-réponse (Y) expliquée par les matrices
explicatives (X) (Borcard et al., 1992, Legendre & Legendre 2012, Borcard et al., 2018). A noter, les
matrices explicatives ont été recodées en variables binaires. Le R? ajusté est celui obtenu grace a une

analyse de redondance (RDA). La fonction utilisée dans R a été varpart (Vegan).

Test H non-paramétrique Kruskal-Wallis

Le test H non-paramétrique Kruskal-Wallis (ANOVA unidirectionnelle sur rangs) a permis de vérifier si
I'abondance relative transformée (Hellinger) des miARNs a différé significativement entre les types de
fertilisants. Le test H de Kruskal-Wallis a été sélectionné, puisque les abondances relatives des miARNs
n‘ont pas répondu aux criteres de ’ANOVA (normalité et homoscédasticité). Le test H a vérifié si la
médiane de I'abondance relative d’'un miARN a été significativement différente entre au moins deux des
traitements fertilisants. Afin de savoir quel.s traitement.s a ou ont été différent.s, le test de
pairwise.wilcox.test (stats) a été effectué avec une correction pour diminuer le taux de fausses
découvertes. Lors de comparaisons multiples, il faut effectuer une correction autrement les chances de

rejeter ’hypothése nulle augmentent (erreur de type ).

Test Chi-carré d’indépendance

Le test Chi-carré d’indépendance a permis de vérifier si les fertilisants ont eu un impact au niveau de la
présence-absence de chaque miARN (Annexe Tableau S1.4). Ce test a vérifié I'existence d’une
association entre la présence ou I'absence d’'un miARN et le traitement fertilisant. En fait, le test a
mesuré la différence entre I'effectif observé et I'effectif attendu selon I’hypothése que les fertilisants

n’ont pas influencé la présence ou I'absence des miARNs.
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Corrélations de rang de Spearman

Afin de repérer les tendances significatives entre les abondances des miARNs (Annexe Tableau S1) et les
abondances des microorganismes (Annexe Tableaux S1.2 et S1.3), les corrélations de Spearman (version
non-paramétrique des corrélations de Pearson) ont été privilégiées en raison de leur flexibilité. En fait,
ces corrélations ne cherchent pas des tendances linéaires significatives, mais plutot la force et la
direction des associations entre deux variables (Spearman, 1904). Voila pourquoi ce test a été
sélectionné pour repérer les microorganismes qui ont potentiellement répondu a I’'abondance relative

des miARNs.
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4 RESULTATS

4.1 Analyses statistiques du profil général des miARNs

L’'ensemble des analyses s’est réalisé sur 5 blocs, les autres blocs n’ont pas été retenus en raison d’un
manque de données (les blocs ayant des pots avec des plantes avec une croissance anormalement
tardive ont été retirés des analyses a venir). Selon le séquencage des petits ARNs, le nombre de groupes
de miARNs différents trouvés pour chacune des méthodes, aprés avoir enlevé les miARNs identifiés dans
les témoins non-plantés, a été : Méthode De Novo Sub: 300 groupes, Méthode De Novo : 377 groupes,
Méthode Référence A. thaliana: 157 groupes et Méthode Référence B. distachyon : 128 groupes
(Tableau 4.1). La méthode De Novo a été sélectionnée pour la suite des analyses, car sa performance
d’identification des miARNs a surpassé celle des autres. Afin de traiter statistiquement le tableau
composé de 1) 377 groupes de miARNs et leur abondance respective et 2) plusieurs variables
qualitatives : Plantes (A. thaliana et B. distachyon), Fertilisants (acides aminés, NH;NOs et aucun ajout
d’azote), Compartiments (sol éloigné, endosphére et rhizosphére) et Blocs (1 a 5), une analyse de

variance multivariable permutationnelle sur la distance Hellinger a été la méthode privilégiée.

Chaque groupe de miARNs a eu une abondance relative correspondante. Ainsi, chaque échantillon a pu
étre caractérisé par un profil d’abondances relatives des différents groupes de miARNs (Annexe Tableau
S1.1). Pour avoir un apercu des différents profils caractérisant chaque échantillon, des analyses a
coordonnées principales (ACoPs) ont été effectuées. Les ordinations ACoPs (Figure 4.1) ont démontré un
groupement des échantillons endosphériques, impliquant que le compartiment endosphérique a été
caractérisé par un profil uniqgue de miARNs. Une différence au niveau des profils de miARNs entre A.
thaliana et B. distachyon a été constatée entre |'endosphéere des deux plantes et entre la
rhizosphére/sol éloigné des deux plantes. Un regroupement des échantillons n’a pas été remarqué selon

les traitements fertilisants.
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Tableau 4.1 : Nombre de groupes différents de miARNs d’A. thaliana et B. distachyon identifiés selon les 3 différents
compartiments échantillonnés.

miARNs miARNSs rhizosphériques miARNSs du sol éloigné
endosphériques

Méthode De Novo Sub : 300

Total 300 106 93
A. thaliana 214 80 80
B. distachyon 179 46 25
En commun 93 (31.00%) 20 (18.86%) 12 (12.90%)

Méthode De Novo : 377

Total 373 199 178
A. thaliana 291 168 158
B. distachyon 282 115 62
En commun 200 (53.62%) 84 (42.21%) 42 (23.60%)

Méthode Réference : 157
A. thaliana 145 72 76

Méthode Référence : 128

B. distachyon 124 39 18
Compartiments
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Figure 4.1 : Analyses en coordonnées principales (ACoPs) sur la distance Hellinger des miARNs identifiés a partir de la
Méthode De Novo. Chaque point représente le profil de miARNSs (la diversité des miARNSs) qui caractérise un échantillon. Les
deux graphiques sont identiques a I’exception de la forme des points : le graphique de gauche démontre les différents
compartiments et le graphique de droite démontre les différentes plantes. Les cercles gris permettent de mieux discerner les
groupements des échantillons selon les compartiments et les plantes.
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L’ARM (R?= 0.308) (Figure 4.2) a confirmé et a précisé, les constats obtenus par les ACoPs. Les
échantillons prélevés de I'’endosphere ont eu un profil de miARNs différent de ceux de la rhizosphere et

du sol éloigné. Ensuite, les profils de miARNs se sont distingués entre A.thaliana et B. distachyon.

Rhizosphere et sol éloigné | Endosphére

Brachypodium Arabidopsis Brachypodium Arabidopsis

ww

25.1 :n=30 19.5 : n=29

3.61:n=15 1.84 :n=15

Figure 4.2 : Arbre de régression multivariable (ARM) généré a partir des abondances relatives des miARNSs (500 essais).
A chaque embranchement se trouve la somme des erreurs au carré du groupe (critere évaluant la dispersion des variables
réponses) et le nombre d’objets au sein du groupe (n) (Legendre & Legendre, 2012). L’histogramme est composé des
abondances relatives transformées des miARNSs.

Les résultats des analyses de la variance permutationnelle (Tableau 4.2) ont correspondus a ceux
obtenus pour les ACoPs et les ARMs. En fait, le profil des miARNs a été significativement influencé par
les compartiments échantillonnés et le type de plantes semées. Le compartiment a expliqué une plus
grande proportion de la variation du profil. Voila pourquoi les échantillons endosphériques ont été
rassemblés dans un espace tres restreint dans les ordinations ACoPs et que le premier embranchement
des ARMs a séparé avant tout I'endosphére des deux autres compartiments. En sous-divisant les
données selon chaque compartiment, les profils de miARNSs se sont significativement distingués entre A.
thaliana et B. distachyon. Les traitements azotés n’ont pas influencé significativement le profil des

miARNSs.
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Tableau 4.2 : Résultats des PERMANOVAs effectuées sur les abondances relatives des miARNs (9999 permutations).

PERMANOVAs Variables contrélées Méthode De Novo
R2 F valeur p
Fertilisants 0.02030 1.2599 0.0993.
Analyse compléte Plante 0.09498 11.7874 0.0001***
Matrice D~
Fertilisants* Plante* Compartiment 0.14384 8.9254 0.0001***
Compartiment
Plante* Compartiment  0.08178 5.0744 0.0001***
Endosphere
0.03268 1.1041 0.3533
Fertilisants Rhizosphére
0.06367 0.9813 0.4509
Analyse de chaque Sol éloigné
compartiment 0.07299 1.1590 0.1085
Matrice D™
Fertilisants *Plante Endosphére
0.57616 38.9320 0.0001***
Plante Rhizosphére
0.13410 4.1336 0.0001***
Sol éloigné
0.10534 3.3453 0.0001 ***
A. thaliana
Endosphere
0.1436 1.0061 0.4081
Analyse de chaque Rhizosphére
combinaison Plante- 0.16891 1.1178 0.1503
Compartiment Sol éloigné
0.15725 1.1196 0.1406
Fertilisants
Matrice D™
Fertilisants B. distachyon
Endosphere
0.13121 0.9061 0.7995

Rhizosphére
0.15084 1.0658 0.2630
Sol éloigné
0.15391 1.0914 0.2149
N.B. Uniquement les interactions significatives ont été inscrites dans le tableau. * : p< 0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001

4.2 Identification des miARNs répondant significativement aux fertilisants

Bien que les fertilisants n’ont pas eu d’effet global significatif sur les miARNSs, certaines abondances de
miARNs individuels ont significativement variées selon le fertilisant appliqué. Afin d’identifier les miARNs
répondant significativement aux fertilisants, deux méthodes ont été privilégiées. Le test H non-
paramétrique Kruskal-Wallis (avec les abondances relatives transformées des miARNs identifiés (Annexe
Tableau S1.1) et le test Chi-carré d’indépendance (avec la présence-absence des miARNs identifiés

(Annexe Tableau S1.4). En combinant les résultats des trois méthodes d’identification des miARNSs, il a
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été possible d’identifier 11 miARNs (parmi les groupes identifiés dans le Tableau 4.1) potentiellement
relachés (trouvés dans la rhizosphere ou le sol éloigné) par les plantes en réponse aux fertilisants : bdi-
miR156h-5p, ath-miR158b, ath-miR158a-3p, aof-miR159, bdi-miR159b-3-.1, aly-miR161-5p.1, aof-
miR166d, ath-miR396b-3p, ath-miR827, peu-miR2916 et ath-miR5642b (Annexe Tableaux S1.6 et S1.7).
Les autres miARNSs identifiés tels que hpo-mir-50, mle-mir-31, bta-mir-12036, mmu-mir-6236, bta-miR-
2478 n’ont pas pu étre considérés comme étant assurément produits par les plantes. La combinaison
des trois traitements bioinformatiques a été entreprise pour maximiser I'effort d’identification des

miARNs répondant significativement aux fertilisants.

Ensuite, les analyses de cibles bactériennes, effectuées avec le serveur psRNATarget, sur les miARNs
identifiés par la combinaison des trois méthodes, ont révélés que 20 des 37 miARNs, retrouvés au
niveau des racines, ont ciblé des genes bactériens impliqués dans le cycle de I'azote. Or pour les miARNs
retrouvés a I'extérieur des racines, cette proportion a été 10 sur 11. Les résultats du Tableau 4.3 ont
montré qu’ath-miR158a-3p/ath-miR158b et ath-miR827 ont potentiellement ciblé des génes de
transporteurs/perméases d’acides aminés et ont répondu a la présence d’acides aminés. ath-miR5642b,
a été davantage produit en présence du traitement aux acides aminés et a ciblé des genes impliqués
dans le cycle inorganique d’azote : des réductases de nitrite et des réductases d’oxyde nitreux. Trois
miARNSs ont répondu significativement a I'absence de fertilisation azotée: aof-miR166d, bdi-miR156h-5p,
ath-miR396b-3p. Leurs cibles respectives ont peut-étre été des genes d’aminopeptidases, de
transporteurs hydrophobes/amphiphiles efflux-1 et de transporteurs ABC. Dans ce contexte, les
transporteurs généraux ont possiblement agi en tant que portes d’entrées ou de sorties pour les
ressources azotées. Voila pourquoi ils ont été considérés comme des génes bactériens impliqués dans le
cycle de l'azote. aof-miR159 et bdi-miR159b-3-.1 ont été deux autres miARNs qui ont répondu aux
acides aminés et leur cible ont été un géne de peptidase U32 ou de protéase. Dans cette expérience la
famille 159 a été relachée dans le sol éloigné par A. thaliana (majoritairement en présence du
traitement aux acides aminés) et B. distachyon (majoritairement en présence des traitements au
NH4sNOs et en carence d’azote). Enfin, peu-miR2916 a également été relaché par les deux plantes
modeles et a ciblé des genes de peptidases ou de protéases Clp de plusieurs taxons bactériens.
L'abondance relative du peu-miR2916 a été favorisée par le traitement au NH;NOs. Dix genres
bactériens ont été ciblés par les miARNs du Tableau 4.3. Quoique aly-miR161-5p.1 a répondu
significativement aux traitements azotés, ce miARN n’a pas semblé cibler un gene impliqué dans le cycle

de I'azote. Par ailleurs, I'abondance relative d’aly-miR161-5p.1 a adopté un comportement particulier :
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au niveau de la rhizosphere ce miARN a été exclusivement trouvé parmi le traitement aux acides aminés

et au niveau du sol éloigné, ce miARN a été presque uniquement trouvé parmi les échantillons traités au

NH4NOs.
Tableau 4.3 : Cible des miARNSs réagissant significativement aux traitements expérimentaux
miARNs Bactérie ciblée Geéne-cible Abondance relative
bdi-miR156h-5p Marinobacter transporteur Plus élevée en carence d’azote
hydrocarbonoclasticus hydrophobe/amphiphile efflux-

1

ath-miR158b Bacillus subtilis

ath-miR158a-3p

perméase d’acides aminés

Plus élevée en présence du traitement
aux

aof-miR159 Bacillus sp

bdi-miR159b-3-.1
Bacillus sp

peptidase U32 ou protéase
(collagenase-like)

peptidase U32 ou protéase
(collagenase-like)

Dans le sol éloigné d’Arabidopsis, plus
élevée en présence du traitement aux

Dans le sol éloigné de Brachypodium,
plus élevée en présence des
traitements au NH,NOs et en carence
d’azote

aof-miR166d

Corynebacterium glutamicum

aminopeptidase

Plus élevée en carence d’azote

ath-miR396b-3p Bacillus lehensis

transporteur ABC

Plus élevée en carence d’azote

ath-miR827 Erysipelothrix rhusiopathiae transporteur d’acides aminés Plus élevée en présence du traitement
ramifiés aux
peu-miR2916 Burkholderia cepacia plusieurs peptidases Plus élevée en présence du traitement

Micromonospora Saccharothrix

syringae

Pseudomonas aeruginosa

protéase Clp

au NH4NO3

ath-miR5642b
dehalogenans

Burkholderia pseudomallei

Anaeromyxobacter

réductase de nitrite (NOy)

réductases d’oxyde
nitreux(N,0).

Plus élevée en présence du traitement
aux

aly-miR161-5p.1 est absent du tableau, car aucune gene liée au cycle d’azote a été identifié comme une cible.

Puisque le traitement au NH4sNOs est caractérisé par un pH plus acide, des corrélations de Spearman ont

été réalisées afin de repérer les miARNs dont I'abondance a été corrélée significativement au pH

(Tableau 4.4). En retenant seuls les miARNs identifiés chez les plantes, 6 ont été corrélés

significativement au pH : aof-miR166¢, aof-miR166d, lja-miR166-3p, vca-miR528-5p, peu-miR2916 et

ptc-miR6478. Parmi les miARNs qui ont également répondu aux fertilisants, 2 ont été corrélés

significativement au pH: aof-miR166d et peu-miR2916. De maniére plus générale, les profils de miARNs

n’ont pas changé significativement en fonction du pH (Annexe Tableaux S1.8 et 51.9).
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Tableau 4.4: Abondances relatives des miARNs significativement corrélées au pH.

Méthodes Corrélations de
Spearman
DE NOVO SUB )
miARN valeur p
Sol éloigné aof-miR166c  0.02280606

aof-miR166d _ 0.03480379
vca-miR528-5p 0.04485181
Tout
hpo-miR-50 0.009829625
. lja-miR166-3p  0.04383413
A. thaliana
vca-miR528-5p 0.0386775

. hpo-miR-50-5p 0.007829071
B. distachyon pormIR>Eop

DE NOVO

Sol éloigné

Tout aof-miR166¢ 0.02635788
aof-miR166d 0.04377284
ptc-miR6478 0.007625053
vca-miR528-5p  0.04485181
peu-MIR2916 0.006818532
peu-MIR2916 0.01540394
mmu-mir-5108 0.03840677
mmu-mir-6236 0.0359307
pXy-mir-6497 0.03981329
mmu-mir-6240 0.004111363
A. thaliana aof-MIR166c  0.03402486
aof-miR166d 0.00016999
peu-MIR2916 0.04444261
mmu-mir-6240 0.04088392
B. distachyon vca-miR528-5p  0.0386775
pXy-mir-6497 0.0386775
REFERENCE

Sol éloigné
A. thaliana s

B. distachyon

Les miARNs en gras et soulignés sont également corrélés avec les traitements fertilisants azotés. n.s : non-significatif.
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La majorité des miARNs trouvée a I'extérieur des racines a été issue de la rhizosphere ou du sol éloigné
de pots semés avec A. thaliana. Deux familles de miARNs exsudés ont été trouvés en commun entre les

plantes modeéles : miR159/miR159-3.-1 et miR2916 (Figure 4.3).

miR158a /
miR158b
miR161-5p.1
miR166d
miR396-3p
miR827
miR5642b

A. thaliana  B. distachyon

Figure 4.3 : Provenance des miARNSs trouvés a I’extérieur des racines entre les pots plantés avec A. thaliana et B. distachyon.

Grace au serveur psRNAtarget, les séquences, des miARNs dérivés des plantes, ont été alignées avec les
génomes de la base de données des bactéries du sol (RefSoil Database) en suivant les critéres énumérés
dans la méthodologie. Les fonctions des génes et I'appartenance taxonomique de ces genes identifiés
comme cibles possibles des miARNs ont été répertoriées. Les miARNs ont parfois ciblé plus d’'un gene
chez un genre bactérien. Parfois, le géne ciblé a également été trouvé chez plusieurs genres bactériens.
Les taxons les plus fréquemment ciblés ont été Bacillus/Amphibacillus/Paenibacillus, Candidatus
Solibacter, Methylobacterium, Pseudomonas/Rhodopseudomonas, Rhizobium/Bradyrhizobium et
Desulfosporosinus (Figure 4.4). La Figure S1.2 (Annexe) a révélé que les miARNs ont ciblé plus de taxons
uniques que de taxons partagés. Les miARNs bdi-miR156h-5p, ath-miR158a/ath-miR158b, aof-
miR159/bdi-miR159b-3p.1, aly-miR161-5p.1 et ath-miR396b-3p ont ciblé moins que cing genres
bactériens alors que les autres miARNs (aof-miR166d, ath-miR827, peu-miR2916 et ath-miR5642b) ont

ciblé au moins treize taxons différents chaque.
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bdi-miR156h-5p

Figure 4.4 : Genres bactériens ciblés par au moins 2 miARNs répondant aux fertilisants. La taille des cercles est
proportionnelle au nombre de fois que le taxon a été ciblé.

Les miARNs répondant significativement a I'azote ont ciblé plus que juste les genes compilés dans le
Tableau 4.3. Les fonctions bactériennes les plus ciblées ont été les activités régulatrices (transcription),
les transférases (incluant les kinases), les hydrolases (incluant les protéases et peptidases considérées
comme des génes impliqués dans le cycle de I'azote), les transporteurs (incluant les transporteurs
généraux puis les transporteurs et perméases d’acides aminés) et les protéines membranaires et
structurales (Figure 4.5). Ensemble les deux figures ont révélé certains miARNs avec des cibles
taxonomiques et fonctionnelles générales (ath-miR5642b, peu-miR2916 et aly-miR161-5p.1) et d’autres

miARNSs avec des cibles plus spécifiques (bdi-miR156h-5p, ath-miR158a/ath-miR158b et aof-miR159/bdi-

miR159b-3p.1).
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Figure 4.5 : Fonctions bactériennes générales ciblées par les miARNs répondant aux fertilisants. La taille des cercles est
proportionnelle au nombre de fois que la fonction a été ciblée.

4.3 Caractérisation du profil général du microbiote

Pour caractériser les communautés microbiennes, les données utilisées ont été celles obtenues a partir
du séquencage des amplicons des transcrits du gene ARNr 16S et de la région ITS2 et les étapes de
nettoyage et étiquetage bioinformatique subséquentes. Les statistiques réalisées ont été les mémes que
celles employées pour caractériser le profil des miARNs: ACoPs, ARMs et l'analyse de la variance
permutationnelle. Une analyse de la partition de la variation a également été réalisée. La distance de
Hellinger a aussi été utilisée sur la matrice d’abondance des données de séquencage. L'ensemble des
ASVs (séquences uniques) associé a leur abondance a créé un profil microbien utilisé lors des analyses
(Annexe Tableaux S1.2 et S1.3). Ces analyses ont permis de caractériser les effets des variables
explicatives: Plantes (A. thaliana et B. distachyon), Fertilisants (Acides aminés, NH2NO3 et aucun ajout

d’azote), Compartiments (sol éloigné, endosphére et rhizosphere) et Blocs (1 a 5).
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Les ACoPs des communautés bactériennes ont montré une influence prononcée du type de fertilisants.
En fait, le traitement aux acides aminés a causé un changement communautaire (les points jaunes se
sont séparés des autres sur la Figure 4.6). Par ailleurs, la communauté bactérienne a différé selon le
compartiment échantillonné. Le profil bactérien du sol éloigné et de la rhizosphere a été moins similaire
de celui de I'endosphére. Ensuite, le type de plantes a également influencé la communauté bactérienne
de I'endosphere. Les variables influengant davantage la communauté fongique ont été les
compartiments (les échantillons provenant du sol éloigné se sont distingués de ceux de la rhizospheére et
de I'endosphere) et le type de plantes (les témoins non-plantés ont eu un profil fongique moins similaire

aux pots plantés). L'influence des fertilisants a été moins évidente sur la communauté fongique.

Les ARMs (Figure 4.7) ont clarifié les observations effectuées avec les ACoPs. La communauté
bactérienne a différé entre I'endosphére et les autres compartiments. Parmi les échantillons de
I’endosphere, les profils bactériens se sont différenciés entre A. thaliana et B. distachyon. Les profils
bactériens des échantillons de la rhizosphere et du sol éloigné se sont séparés en deux catégories : ceux
traités aux acides aminés et les autres. LARM du profil bactérien (R>= 0.452) n’a pas identifié de
différences au niveau de la communauté bactérienne des échantillons traités au NH;NOs et ceux n’ayant
eu aucun ajout d’azote. Pour la communauté fongique (R?= 0.221), les profils du sol éloigné se sont
discernés, avant tout, des autres. L'ARM a par la suite identifié une différence communautaire entre
I’endosphére et la rhizosphere. Puis, les échantillons du sol éloigné ont été caractérisés par une

communauté différente entre les sols plantés et les sols non-plantés.
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Figure 4.6 : Analyses en coordonnées principales (ACoPs) sur la distance Hellinger des abondances relatives des ASVs formant
les communautés microbiennes. Chaque point représente le profil des microorganismes qui caractérise un échantillon. Les
formes dans les graphiques a gauche démontrent les différents compartiments et les formes dans les graphiques a droite
démontrent les différentes plantes. Les cercles gris permettent de mieux discerner les groupements des échantillons selon
les compartiments et les plantes.
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Figure 4.7 : Arbres de régressions multivariables (ARMs) générés a partir des abondances relatives du séquengage
d’amplicons (100 essais). A chaque embranchement se trouve la somme des erreurs au carré du groupe (critére évaluant la
dispersion des variables réponses) et le nombre d’objets au sein du groupe (n) (Legendre & Legendre, 2012). Les
histogrammes sont composés des abondances relatives transformées des microorganismes.

Les résultats des analyses de la variance permutationnelle ont confirmé que les variables Plantes et
Compartiments ont influencé les communautés microbiennes. Les fertilisants ont influencé la

communauté bactérienne au sein de tous les compartiments alors qu’ils n‘ont qu’influencé la
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communauté fongique de la rhizosphere et du sol éloigné (Annexe Tableau S$1.10) La partition de la
variation de la matrice contenant les abondances relatives des ASVs microbiens a permis de constater
I'influence respective du type de plantes, des fertilisants et des compartiments sur la composition
communautaire (Figure 4.8). Comme anticipé par les ACoPs et les analyses PERMANOVAs, les fertilisants
ont influencé davantage la communauté des bactéries et des archées (partition de la variation = 13.68%)
que la communauté fongique (partition de la variation = 1.99%). Pour les deux types de communautés,

la plus grande partition de la variation a été expliquée par les compartiments échantillonnés.

Communauté des bactéries et des archées Communauté fongique
Plante Fertilisants Plante  Fertilisants

0.1368 0.0199

Résidus : 0.5984 Résidus : 0.7718

0.1673

Compartiments Compartiments

Figure 4.8 : Proportion de la variance du profil microbien expliquée par les différentes variables.

Puisque la communauté microbienne a changé en fonction des régimes fertilisants, il a fallu vérifier si
une modification de pH a pu étre en cause. Effectivement, les fertilisants inorganiques tels que le
NH4NOs peuvent changer le pH du sol. Le pH du sol éloigné a donc été mesuré (Annexe Tableau S1.5).
Aprés vérification des suppositions, une ANOVA a été réalisée (Tableau 4.5). Le test post-hoc de Tukey
pour la variable Fertilisants a mis en évidence la différence significative entre le pH du sol éloigné du
traitement inorganique (NH4NOs) et les autres. En fait, le pH du sol traité au NHi;NOs; a été
significativement plus acide (moyenne 5.30) que les autres conditions (acides aminés moyenne 5.64 et
aucun ajout d’N moyenne 5.58). Le pH du sol du bloc 1 a été significativement plus basique (moyenne
5.63) que le bloc 3 (moyenne 5.44). Le pH a également été significativement différent entre les pots
semés avec A. thaliana (moyenne 5.58) et les pots non-plantés (moyenne 5.43). Afin de vérifier sile pH a
influencé significativement les profils microbiens, des analyses PERMANOVAs (Tableaux 4.6 et 4.7) ont
été réalisées. Les résultats ont révélé que le pH n’a pas modifié significativement les communautés

bactériennes et fongiques du sol éloigné.
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Tableau 4.5 : Résultats d’une ANOVA effectuée sur les données de pH du sol éloigné. pH ~ Fertilisants * Plante + Bloc.

Variables explicatives F valeur p
Fertilisants 24.610 4.72e-07 ***
Plante 3.945 0.0301

Bloc 3.939 0.0110 *
Fertilisants * Plante 0.450 0.7716

*:p<0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001

Tableau 4.6 : Résultats d’'une PERMANOVA effectuée sur les abondances relatives de la communauté bactérienne et
d’archées pour vérifier si le pH peut expliquer le changement communautaire. Matrice D ~ Fertilisants *Plante * pH (9999
permutations).

Variables explicatives F R? valeur p
Fertilisants 7.4739 0.24994 0.0001 ***
Plante 2.6221 0.08769 0.0003 ***
pH 1.5374 0.02571 0.0639

Les autres interactions entre les variables n’ont pas été significatives. * : p< 0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001

Tableau 4.7: Résultats d’'une PERMANOVA effectuée sur les abondances relatives de la communauté fongique pour vérifier si
le pH peut expliquer le changement communautaire. Matrice D ~ Fertilisants *Plante * pH (9999 permutations).

Variables explicatives F R? valeur p
Fertilisants 1.9032 0.07875 0.0001 ***
Plante 2.9009 0.12003 0.0001 ***
pH 0.9212 0.01906 0.5982

Aucune interaction entre les variables n’a été significative. * : p< 0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001

4.4 Taxons microbiens corrélés aux miARNs répondant significativement aux fertilisants

La diminution significative de I'abondance relative de certains taxons en fonction de I'augmentation en
abondance relative d’'un miARN, pourrait s’expliquer par I'inhibition de I'expression d’un géne essentiel
a la survie du microorganisme par le miARN. Ainsi, une autre fagcon de repérer des cibles microbiennes
des miARNs, exsudés par les racines, a été de trouver les taxons dont I’'abondance relative a semblé
corréler avec les abondances relatives des miARNSs. Les corrélations de Spearman ont donc été réalisées
entre les abondances relatives transformées (Hellinger) des miARNs (Annexe Tableau S1.1)
potentiellement reldachés par les plantes a I'extérieur des racines et les abondances relatives
transformées (Hellinger) des taxons microbiens (Annexe Tableaux S1.2 et S1.3). De fagon générale,

plusieurs des miARNs ont été corrélés positivement aux taxons Haliangium, Opitutus (phylum
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Verrucomicrobia), Cupriavidus, Sorangium, Xanthomonadales, Sphingobacteriales et Rickettsiales
(Annexe Tableau S1.11) Les ordres Oligoflexales, Myxococcales (I'ordre d’appartenance d’Haliangium) et
la famille Tepidisphaeraceae ont souvent été corrélés (positivement ou négativement) avec I'abondance
relative des miARNs. ath-miR5642b, peu-miR2916, aof-miR166d et ath-miR396b ont été corrélés
positivement avec la famille Chitinophagaceae. ath-miR5642b, aof-miR166d ont été corrélés
positivement avec le genre Pseudomonas. Les genres Burkholderia et Parabulkholderia ont été corrélés
positivement avec ath-miR5642b et aof-miR159. ath-miR158a et peu-miR2916 ont été corrélés
négativement avec le genre Bryobacter. La majorité des miARNs ont été corrélés positivement avec les
taxons bactériens a I'exception et d’ath-miR158a dans la rhizosphére d’A. thaliana, d’aof-miR159 dans le
sol éloigné d’A. thaliana, d’aly-miR161-5p.1 dans la rhizosphere d’A. thaliana traitée aux acides aminés

et d’aly-miR161-5p.1 dans le sol éloigné d’A. thaliana.

Beaucoup moins de corrélations significatives ont été repérées entre I'abondance relative des miARNs et
I'abondance relative des micromycétes (Annexe Tableau S1.12). L’abondance relative du genre
Mortierella a été corrélée positivement aux abondances d’aof-miR166d et de peu-miR2916. Le genre
Archaeospora a été corrélé positivement avec aof-miR166d. ath-miR5642b a été corrélé positivement
avec le genre Paraglomus. Le genre Unguiculariopsis a été corrélé positivement avec ath-miR158b et
ath-miR5642b. aof-miR166d a été corrélé positivement au genre Bipolaris. Les seules corrélations
négatives détectées ont été entre aof-miR166d et Chytridiales, aof-miR166d et Lobulomyces, puis entre

aly-miR161-5p.1 et Holtermanniella.
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5 DISCUSSION

L'idée que certains miARNs peuvent se trouver au niveau de la rhizosphere et que certains miARNs
exsudés par les plantes sont communs aux deux plantes a été validée. La supposition que certains
miARNs rhizosphériques des plantes different selon les régimes d’azote a également été
confirmée. Cependant, le profil des miARNs rhizosphériques n’a pas changé selon les traitements
fertilisants. Les résultats ont démontré, comme anticipé, une influence du microbiote selon le type
de plantes, les compartiments échantillonnés et les régimes fertilisants. Les changements se
produisant au niveau du microbiote ont favorisé une évaluation précautionneuse des résultats
concernant les corrélations entre les abondances des taxons microbiens et les abondances des miARNs.
Par ailleurs, contrairement a mon hypothése initiale, I'abondance de plusieurs taxons microbiens n’a
pas été corrélée négativement a l'abondance des miARNs répondant significativement aux
fertilisants. Ce résultat laisse croire que la compétition entre les microorganismes et la plante pour
les ressources azotées, via l'exsudation de miARNs, est un processus complexe a |'échelle du
microbiote. Pour vérifier si une modification du réseau microbien peut étre engendrée par les
miARNs inhibant certaines fonctions écologiques liées au cycle de I'azote; des expériences

complémentaires seront nécessaires.

5.1 Caractéristiques générales du miRNAbolome

Les miARNs ont été trouvés dans le compartiment rhizosphérique suggérant ainsi que les miARNs
détiennent un roéle dans les interactions plante-microbiote. Par ailleurs, plusieurs miARNs
rhizosphériques ont été retrouvés a la fois chez A. thaliana et B. distachyon (18.86% pour la méthode De
Novo Sub et 42.21% pour la méthode De Novo). Cette expérience a démontré que le relachement de
miARNs a [I'extérieur des racines représente un phénoméne partagé entre deux plantes
phylogénétiquement distinctes. Une plus forte proportion de miARNs rhizosphériques, chez A. thaliana,
a été constatée au niveau du sol éloigné. Cela a appuyé les observations obtenues lors
de I'échantillonnage : le réseau racinaire d’A. thaliana était plus fin, mais plus répandu dans le
pot conférant alors une relation plus étroite entre la rhizosphere et le sol éloigné que le réseau racinaire

de B. distachyon.

Dans cette expérience, le profil général des miARNs n’a pas été influencé significativement par les

fertilisants. En supposant que les miARNs exsudés interagissent continuellement avec le microbiote, il

57



est compréhensible que le profil général des miARNs n’a pas été changé par les fertilisants, car
I'interférence avec I'utilisation microbienne des ressources azotées serait uniquement le role de certains
miARNs. Les autres miARNs pourraient contribuer a la défense contre des phytopathogénes, a la
résistance a la sécheresse, a I'assimilation de P, a la stabilisation de la communauté de décomposeurs,
etc. Toutefois, le miRNAbolome a été significativement différent entre les compartiments et entre le
type de plante. En fait, le profil des miARNs endosphériques s’est distingué considérablement du profil
rhizosphérique et du sol éloigné. Il fallait s’y attendre, car les miARNs au sein des racines sont avant tout
impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de I’'h6te végétal ou de la niche microbienne
endosphérique. Chez les plantes, plusieurs miARNs sont spécifiques a un organe (fleurs, feuilles, racines
et graines) alors la différence entre I'endosphére et la rhizosphere était attendue (Meng et al., 2012;
Meng et al., 2016; Liu et al., 2017a). Par ailleurs, au sein de chagque compartiment, il a eu une différence
significative entre le profil des miARNs caractérisant les pots plantés avec A. thaliana de ceux plantés
avec B. distachyon. L'influence de la variable Plante a été plus prononcée au niveau de I'endosphere et
son effet a diminué plus la distance d’échantillonnage s’est éloignée des racines. Les genes codant les
miARNs sont hautement conservés dans le regne végétal, en revanche il existe des miARNs non-
conservés qui sont spécifiques a I'espece ce qui pourrait expliquer les différences obtenues entre A.
thaliana et B. distachyon. Parmi les miARNs qui ont été repérés hors des racines en réponse a |'azote,
miR156, miR166, miR159 et miR396 sont hautement conservés, miR158 est bien conservé, miR161 est
faiblement conservé et miR827 est conservé chez les angiospermes (miR2916 et miR5642b n’ont pas été

trouvés dans les études) (Zhang et al., 2006; Chavez Montes et al., 2014).

5.2 Les miARNs répondant a I'azote et leur influence sur les microorganismes du sol

Chez Arabidopsis, le miR156 peut augmenter la production d’anthocyanines protégeant la plante lors
d’un stress ou I'azote se trouve en quantité limitante (Gou et al., 2011). En fait, il a été démontré que les
plantes d’Arabidopsis, ayant une mutation dans la biosynthése des anthocyanines ont un taux de survie
plus faible lors d’'une croissance en carence d’azote (Liang & He, 2018). Nos résultats ont repéré le
miR156 dans la rhizosphére des pots plantés avec B. distachyon en réponse au traitement sans ajout
d’azote. Les plantes de Brachypodium n’ont pas eu de signes visibles d’anthocyanines contrairement a
celles d’Arabidopsis. |l a donc été curieux de trouver la réponse du bdi-miR156h-5p plus prononcé chez
Brachypodium, mais une étude a montré que le blé (Triticum aestivum L. dans la méme famille que
Brachypodium) a connu une augmentation de la production racinaire du bdi-miR156h-5p en conditions

N-limitées (Zhao et al., 2015). Etonnamment, dans I’endosphére, miR156 n’a pas répondu
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significativement au fertilisant dépourvu d’azote. Ainsi, au lieu de favoriser I'accumulation
d’anthocyanines chez B. distachyon, |'action de ce mIARN était possiblement d’empécher les

rhizobactéries d’acquérir I'azote en inhibant leur transporteur hydrophobe/amphiphile efflux-1.

Le miR158 est impliqué dans la résistance aux stress abiotiques comme I'ont démontré des études sur le
canola (Brassica napus) (Zhang et al., 2018) et le citron (Citrus sinensis) (Liang et al., 2017). Autrement,
le miR158 est sous-exprimé en conditions limitées en P (Gu et al.,, 2010). La réponse du ath-
miR158b/ath-miR158a-3p vis-a-vis différentes circonstances environnementales explique peut-étre
pourquoi cette molécule a été trouvée dans les sols d’A. thaliana traités aux acides aminés. De plus les
analyses de psRNAtarget ont entre autres prédit que ce miARN ciblait une perméase d’acides aminés ce
qui a appuyé I'hypothese générale stipulant que I'abondance relative des miARNs rhizosphériques
ciblant les génes bactériens responsables de I'acquisition d’acides aminés, allait étre plus prononcée en

présence d’acides aminés.

Chez Triticum aestivum L. le miR159b a été faiblement exprimé en situation limitante et non-limitant en
azote ce qui laisse croire que ce miARN ne répond pas a |'azote (Zhao et al., 2015). Le miR159 est tres
conservé et abondant dans le régne végétal. Au sein de la plante, miR159 est trés important pour le
développement et cible plus précisément des génes codant les facteurs de transcription R2R3 MYB qui
transmettent le signal de la gibbérelline (une phytohormone favorisant la croissance des plantes) (Millar,
Lohe & Wong, 2019). Donc, on pourrait s’attendre a ce que ce miARN soit présent de maniére similaire
entre les 3 conditions fertilisantes chez Brachypodium. Cependant, bdi-miR159b-3-.1 a été trouvé
majoritairement dans le sol éloigné de Brachypodium sous la fertilisation au NH4NOs et celle sans ajout
d’azote. Ainsi, la présence d’acides aminés a diminué la sécrétion de ce miARN hors des racines. De
facon plus intrigante, une version quasi-identique (aof-miR159) a été trouvé dans le sol éloigné d’A.
thaliana en réponse aux acides aminés. Plusieurs études démontrent que le miR159 détient un rdle
important pour contrer les stress au sein des racines tels que la salinité (Kitazumi et al., 2015), la
sécheresse (Lopez-Galiano et al., 2019; Gao et al., 2016) et les pathogenes fongiques (Zhang et al.,
2016a). Les quantités du miR159 lors d’expositions aux stress ont changé selon les espéeces étudiées ce
qui peut expliquer les divergences entre A. thaliana et B. distachyon dans cette étude (Millar, Lohe &
Wong, 2019; Gao et al., 2016; Cuperus, Fahlgren & Carrington, 2011). Par ailleurs, miR159 a été impliqué
directement dans l'inhibition de la virulence d’un pathogene fongique chez le coton impliquant que

cette famille de miARNs a la capacité d’interagir avec d’autres regnes (Zhang et al., 2016a). Il est donc
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possible que le miR159 répond a la présence de certains microorganismes, ainsi sa réponse aux

fertilisants serait une conséquence indirecte.

Une étude sur linteraction interrégne entre le miR161 d’Arabidopsis et le phytopathogene
Phytophthora capsici a trouvé que ce miARN a généré une accumulation de la production de petits ARNs
secondaires chez Arabidopsis qui ont pu inhiber plusieurs genes du pathogene (Ma et al., 2016). Ces
inhibitions ont conféré une résistance a l'infection. Par ailleurs, au sein d’Arabidopsis le miR161 régule
plusieurs genes de miARNs et modifie des cascades de régulation en inhibant les cibles de générer des
tasiARNs (Meng et al., 2012). Ainsi, 'effet d’aly-miR161-5p.1 est possiblement indirect expliquant
pourquoi aucun géne lié au cycle de l'azote a été trouvé par les analyses des cibles bactériennes

effectuées avec psRNAtarget.

Similairement au miR159, le miR166 est bien conservé au sein du régne végétal,est caractérisé par une
grande diversité fonctionnelle et est en mesure d’avoir des interactions interrégnes (Li et al., 2017,
Zhang et al.,, 2016a). Le miR166d a surtout été trouvé dans la rhizosphére et le sol éloignée
d’Arabidopsis traité sans ajout d’azote. Par I'inhibition de genes codant pour les aminopeptidases, ce
miARN peut possiblement ralentir I'assimilation des ressources azotées par les bactéries afin de

favoriser I'acquisition d’azote par la plante en conditions N-limitées.

Les effets du miR396b sont bien reportés car cette famille est conservée et cible des facteurs régulant la
croissance (growth-regulating factors). Les roles de ce miARN sont vastes : répondre au stress chez le
fruit du dragon (Hylocereus polyrhizus) (Li et al., 2019a), conférer une tolérance au froid a certains
agrumes (Zhang et al., 2016b), développer I'embryon (Szczygiet-Sommer & Gaj, 2019), les feuilles
(Mecchia et al., 2013), la floraison (Yuan et al., 2020) et la fructification (Cao et al., 2016). En cas
d’infection fongique chez A. thaliana, les niveaux de miR396 baissent afin de permettre I'expression des
facteurs régulant la croissance (Soto-Suarez et al., 2017). En conditions dépourvues d’azote, ath-
miR396b-3p a été davantage sécrété dans la rhizosphére et le sol éloigné des pots plantés avec A.
thaliana. Ainsi, ce miARN détient des roles supplémentaires au niveau des interactions avec les
microorganismes et a la capacité, selon les résultats, d’inhiber un transporteur ABC chez un membre du

genre Bacillus.

Il est connu que, sous un régime pauvre en azote, miR827 d’A. thaliana est significativement moins

abondant (Liang, He & Yu, 2012; Zhao et al., 2012). Chez Arabidopsis miR827 contribue au maintien de
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I’'homéostasie du phosphore en condition de carence azotée. miR827 favorise I'absorption de P, mais
lorsque les conditions sont pauvres en N et riches en P, comme les conditions expérimentales du
traitment sans ajout d’azote, afin d’éviter une suraccumulation de P, la plante diminue la production du
miR827 (Kant, Peng & Rothstein, 2011). J'ai trouvé ath-miR827 répondant significativement au
traitement aux acides aminés dans le sol éloigné d’A. thaliana. Tout comme ath-miR158, la réponse du
ath-miR827 confirme I'’hypothése générale stipulant que les miARNs inhibant le transport d’acides

aminés chez les microorganismes allaient étre relachés hors des racines en présence d’acides aminés.

Les interactions interrégnes du miR2916 ont déja été discutées en raison de son abondance dans le
plasma d’échantillons humains (Liu et al., 2017b) quoique la méthodologie de cette étude a été critiquée
(Witwer, 2018). Puisque le miR2916 est retrouvé dans la base de données miRBase (retrouvé chez
Populus euphratica) et ne correspond pas a une séquence synthétisée par le génome humain, on peut
croire qu’il s’agit d’'un miARN de plante. Par ailleurs, miR2916 a été trouvé dans le sérum de souris ayant
ingérés du pollen d’abeille de la plante colza (Brassica campestris L.) (Chen et al., 2016). Ce miARN est
donc probablement transmis de la plante aux mammiféres et agit en tant g’ARN interférant (ARNi). peu-
miR2916 a répondu significativement au NH4sNOs dans les pots plantés avec B. distachyon et A. thaliana.
Les analyses de cibles bactériennes ont révélé que ce miARN cible potentiellement des peptidases et
protéases d’une variété de genres bactériens. Etant donné son ubiquité, ce miARN cible possiblement

une gamme diversifiée de taxons.

Une étude pertinente a vérifié I'expression différentielle des miARNs au niveau des feuilles et du tissu
calleux (tissu se cicatrisant) lors d’un traitement aux lipopolysaccharides bactériens (LPS) (Djami-
Tchatchou & Dubery, 2015). La production du miR5642 a augmenté d’'un facteur de 1.1 trois heures
post-inoculation des LPS. Parmi les miARNs répondant significativement a I'azote, la production des
miR156, miR159 et miR396 a augmenté dans les tissus calleux lors de I'exposition aux LPS. Au niveau des
feuilles, la quantité des miR158 et miR396 a baissé (les miR156 et miR159 n’ont pas été repérés dans les
feuilles) alors que I'abondance du miR5642 a augmenté d’un facteur 1.4 trois heures apres le traitement
aux LPS. Contrairement aux autres miARNs tels que miR158, miR159 et miR396, le miR5642 n’est pas
reconnu comme étant un miARN répondant au stress, donc miR5642 répond peut-étre a la présence des
LPS dans le cadre d’initier une interaction interregne. Mes résultats ont repéré miR5642 répondant
significativement aux acides aminés. Peut-étre la production du ath-miR5642b s’est effectué en réponse
au changement microbien engendré par la fertilisation aux acides aminés plutot qu’a la présence des

acides aminés tels quels. Par ailleurs, ath-miR5642b peut cibler des réductases de nitrite (NO;) et des
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réductases d’oxyde nitreux (N,O) affectant ainsi la transformation de nitrite en ammonium et celle de

I’oxyde nitreux en diazote respectivement.

Le potentiel d’acidification de fertilisants commerciaux est urée-nitrate d’ammonium = nitrate
d’ammonium > nitrate de calcium-ammonium > nitrate de calcium (Peryea & Burrows, 1999). Comme
de fait, les résultats ont démontré que le fertilisant de nitrate d’ammonium a significativement acidifié
le sol. Selon les analyses de corrélations, plusieurs miARNs ont été corrélés significativement au pH. Les
miARNs aof-miR166d et peu-miR2916 ont été deux miARNs répondant a la fois aux fertilisants et
corrélés significativement au pH. Pour aof-miR166d, dont la présence a été favorisée par I'absence
d’azote, son abondance a également eu tendance a étre plus élevée lors de pH plus basique.
Puisqu’aucune différence significative a caractérisé le pH du sol éloigné traité aux acides aminés et celui
traité sans ajout d’azote, il est improbable que le miARN aof-miR166d a été relaché par la plante
spécifiguement en réponse aux conditions plus basiques. Pour peu-miR2916, répondant au traitement
au NH4NOs il a été attendu que son abondance correle négativement avec le pH, mais a la suite de
I’analyse graphique cela n’a pas été le constat. En fait, les miARNs identifiés comme peu-miR2916,
corrélés significativement au pH, ont appartenu a de clusters d’identification différents de ceux
répondant significativement aux fertilisants. Ainsi, le signal environnemental contribuant au
relachement de peu-miR2916 par la plante a été plus complexe qu’anticipé. peu-miR2916, identifié chez
A. thaliana et B. distachyon, a peut-étre joué un réle régulateur plus général dans la modulation du

microbiote rhizosphérique.

Comme anticipé, certains miARNs ciblant les transporteurs/perméases d’acides aminés des bactéries
ont été secrétés en présence du traitement aux acides aminés. De maniére plus surprenante, des
miARNs répondant a chaque régime de fertilisation ont été trouvés et leurs cibles potentielles étaient
variées. Il faut se méfier d’extrapoler les fonctions des miARNs se produisant au sein de la plante a celles
entre la plante et d’autres régnes. En revanche, I'exploration fonctionnelle des miARNs permet de
connaitre les circonstances environnementales provoquant leur expression. On peut également songer a
la possibilité que les miARNs ne sont pas activement relachés, afin d’interagir avec les microorganismes
pour aider la plante a acquérir plus d’azote, mais que ces miARNs constituent des molécules trouvées
dans la biomasse végétale en décomposition. Etant donné I"approche contraignante employée pour la
prédiction des cibles et les preuves littéraires confirmant la présence de quelques-uns des miARNs chez
d’autres régnes, j'émets I’"hypothése que les miARNs qui ont répondu aux fertilisants peuvent interagir

avec les microorganismes et ne sont pas des déchets métaboliques. De plus, si une contamination
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racinaire (forte présence de biomasse végétale) était caractéristique de la rhizosphere et du sol éloigné
une séparation beaucoup moins nette aurait été visible au sein des ACoPs microbiens et des ACoPs

présentant le profil des miARNSs.

5.3 Profil général du microbiote

Comme attendu, le type de plantes, les compartiments échantillonnés et les régimes fertilisants ont
fortement influencé le microbiote actif du sol. La variable Compartiment a expliqué la plus grande
proportion de variation des communautés microbiennes : pour la communauté des micromyceétes, le sol
éloigné s’est distingué avant tout, tandis que pour la communauté des archées et des bactéries,
I’endospheére a été caractérisée comme le compartiment le plus différent. L'influence de la plante sur le
microbiote est également bien caractérisée et peut méme changer entre différents cultivars de la méme
espece (Lei et al., 2019; Wei et al., 2019; Fitzpatrick et al., 2018). La raison pour laquelle les fertilisants
ont influencé davantage la structure des archées et des bactéries est possiblement que I'utilisation
d’azote des rhizobactéries est fortement liée a leur physiologie/régulation. La diversité métabolique
englobant I'utilisation d’azote est supérieure chez la communauté bactérienne (Jacoby, Succurro &
Kopriva, 2020). L'application d’acides aminés peut changer la structure microbienne comme une étude
portant sur la laitue (Lactuca sativa) a pu démontrer (Kalivas et al., 2017). Typiquement, le changement
de pH devrait avoir un effet sur la structure du microbiote (surtout bactérienne) (Tan et al., 2020; Wang
et al., 2019; Lammel et al., 2018), mais dans mon expérience le pH n’a pas été une variable explicative
significative dans le sol éloigné. En fait, la gamme de pH a varié entre 5.055 et 6.110 alors que le

gradient de pH évalué dans les autres études était 2 a 5 fois plus large.

5.4 Corrélations entre les miARNs potentiellement relachés par les plantes et les taxons
microbiens

Contrairement a ma quatrieme hypotheése, la majorité des corrélations ont été positives plutét que
négatives. Les seuls taxons qui ont été a la fois prédits comme cibles des miARNs et ont été corrélés
négativement a I'abondance de ceux-ci ont été : Actinobacteria (aof-miR166d) et Methylobacterium
(peu-miR2916). Les discordances entre les deux types d’analyses (psRNAtarget et les corrélations de
Spearman) peuvent s’expliquer par l'utilisation d’'une base de données bactériennes limitée, par une
différence communautaire entre les bactéries trouvées dans cette expérience et celles au sein de la base

de données RefSoil, par un manque de précision quantitative des miARNs se trouvant a I'extérieur des
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racines ou par une approche critiquable de la méthodologie encadrant les analyses de prédiction de
cibles. Effectivement, I'utilisation de I'abondance relative des miARNs peut grandement biaiser les
résultats produits par les corrélations. Une quantification plus adéquate par reverse transcription -
réaction en chaine par polymérase quantitative (RT-qPCR) ou digital droplet PCR (ddPCR) des miARNs
pourrait désembrouiller les disparités observées. Par ailleurs, les analyses se rapportant a la prédiction
des cibles bactériennes se sont inspirées des interactions entre les miARNs des plantes et les ARNm de
celles-ci, or peut-étre les regles émises par Devi et al., 2019 sont plus flexibles lorsqu’il est question de
miARNs des plantes et leurs cibles microbiennes. La raison pour laquelle une majorité de corrélations
positives a été trouvée peut étre attribuée a des effets indirects engendrés par I'action des miARNs.
Les taxons opportunistes peuvent bénéficier des effets défavorables que les miARNs exercent sur un
taxon occupant la méme niche écologique. Par exemple, les phylums ou sous-phylums des taxons
microbiens les plus souvent corrélés positivement aux miARNs sont assez répandus dans le sol
Haliangium (Deltaproteobacteria 2.3%), Opitutus (phylum Verrucomicrobia 7%), Cupriavidus
(Betaproteobacteria 10%), Sorangium (Deltaproteobacteria : 2.3%), Myxococcales (Deltaproteobacteria
2.3%), Xanthomonadales (Gammaproteobacteria 8.1%), Sphingobacteriales (Sphingobacteriia 4.6%) et
Rickettsiales (Alphaproteobacteria 18.8%) (Janssen, 2006). Selon les résultats de prédiction de cibles
(psRNATarget), la majorité de ces taxons n'a pas été ciblée par les miARNs. Ainsi, ces taxons
généralistes sont peut-étre capables de répondre aux changements des activités microbiennes
engendrées par les miARNs. En fait, les interactions microbes-microbes, sont fondamentaux dans le
faconnement du réseau microbien (Hassani, Duran & Hacquard, 2018), alors une modification post-
transcriptionnelle de I'activité d’'un taxon par un miARN peut créer des nouvelles opportunités dans le

réseau.

Les raisons pour lesquelles trés peu de taxons fongiques ont été corrélés aux abondances des miARNs
peuvent étre expliquées par le fait que 1) cette communauté microbienne constitue un compétiteur
moins important dans le cycle de I'azote que la communauté bactérienne en raison de leur ratio C:N
élevé et 2) la communauté fongique a résisté davantage aux traitements fertilisants donc la sécretion
des miARNs ciblant les taxons fongiques répondant a I'azote a été un enjeu moins important. Le
phénomeéne inverse s’applique a la communauté bactérienne et souléve la question suivante : puisque
le traitement aux acides aminés a causé un changement communautaire des archées et des bactéries,
est-ce que les miARNs répondant également a ce traitement ont véritablement réagi a la présence des

acides aminés ou ont-ils plutot réagi a la nouvelle structure microbienne ? L’inhibition de certaines
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fonctions écologiques liées au cycle de l'azote par les miARNs n’a probablement pas modifié
significativement le réseau microbien hors des racines puisque la plante possede plusieurs autres
stratégies pour recruter, stabiliser et modifier les communautés (le priming rhizosphérique, les
métabolites primaires, les phytohormones, les métabolites secondaires et le mucilage racinaire).
L'application de fertilisants a également contribué a changer la structure microbienne hors des racines.
Bien que la proportion exacte de l'influence du miRNAbolome exsudé sur le microbiote n’a pas été
calculée dans cette étude, les corrélations ont permis d’admettre que l'effet des miARNs sur la

communauté microbienne risque d’étre plus compliqué a discerner en raison du dynamisme du réseau.
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6 CONCLUSION

Cette recherche constitue les premiers avancements explorant la sécrétion des miARNs par les plantes
hors des racines afin d’accroitre la compétitivité contre le microbiote rhizosphérique pour le gain de
ressources azotées. Bien que plusieurs caractéristiques aient été repérées afin de mieux comprendre les
facteurs influencant le profil microbien et le profil des miARNSs, les données de cette étude n’ont pas été
en mesure de caractériser de facon précise les effets des miARNs sur la structure du microbiote. Cette
expérience ne peut donc pas servir comme preuve que les miARNs sécrétés hors des racines modifient
le fonctionnement des activités métaboliques microbiennes du cycle de I'azote. Néanmoins, trois
miARNs trouvés a I'extérieur des racines (miR158b, ath-miR158a-3p et ath-miR827) ont permis de
valider I'hypothése générale stipulant qu’en présence du traitement aux acides aminés la plante relache
des miARNs pouvant inhiber le transport des acides aminés chez les bactéries. Pour compléter cette
preuve bioinformatique, des expériences confrontant certaines bactéries avec des miARNs synthétiques
pourraient étre réalisées sur des plaques colorimétriques mesurant |'activité métabolique. On
obtiendrait alors des informations quant a l'utilisation du substrat azoté par les microorganismes en
présence et en absence des miARNs. De maniére tres intéressante des miARNs de plantes, ciblant les
génes microbiens liés au cycle de l'azote, ont répondu a chacun des traitements azotés. Ainsi,
I’exsudation de miARNs par les plantes représente possiblement une stratégie permettant a la plante
d’acquérir I'azote sous une variété de conditions environnementales. La libération de miARNs dans la
rhizosphere, pour moduler les activités microbiennes, pourrait provenir d’années de coévolution et
représenter un outil incontournable dans le développement de pratiques agricoles durables. Enfin, étant
donné que la majorité des miARNs secrétés en réponse aux conditions azotées (9/11) sont conservés
dans le régne végétal, I'utilisation de miARNs comme moyen de compétition contre les microorganismes
rhizosphériques afin d’acquérir 'azote est possiblement un phénomeéne répandu a travers le régne

végétal.
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ANNEXE : RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

@ Aucun ajout d’azote
Acides aminés

@ NH NO,

A A. thaliana

B B, distachyon
¢ Témoins

Figure S1.1: Les 5 blocs retenus pour le séquengage des amplicons et des miARNs. De fagon générale, les plantes
d’Arabidopsis sans ajout d’azote ont eu un développement moins prononcé.
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Tableau S1.1: Portion du tableau des abondances relatives transformées (Hellinger) des résultats de séquengage des miARNs.

#872 #871 #869 #867 #866 #3864 #863 #862 #860 #859
0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.05921511 0.00000000 0.00000000 0.05921511 0.00000000 0.04979378 0.06553229

0.00000000 0.05209157 0.0000000 0.06194766 0.00000000 0.00000000 0.06194766 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.06582188 0.00000000 0.0000000 0.06582188 0.00000000 0.06582188 0.06582188 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.00000000 0.04790884 0.0000000 0.04790884 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.04790884 0.00000000 0.00000000
0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.04884322 0.00000000 0.05808470 0.04884322 0.00000000 0.00000000 0.04884322
0.00000000 0.00000000 0.0634838 0.00000000 0.07549538 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.06348380
0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.00000000 0.07952350 0.07952350 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.00000000 0.00000000 0.2869318 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.12562993 0.00000000 0.0000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.12562993 0.12562993 0.12562993

0.11768556 0.00000000 0.0000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.15488291 0.00000000 0.11768556
En colonnes se trouvent les identifiants des 10 groupes de miARNSs les plus abondants. Un tableau d’identification permet
d’associer chaque numéro de groupe au miARN correspondant. En rangées se trouvent 10 échantillons.

Tableau S1.2 : Portion du tableau des abondances relatives transformées (Hellinger) des résultats de séquencage des
transcrits du géne ARNr 16S pour la communauté bactérienne.

ASV#1 ASV#2 ASV#3 ASV#5 ASV#6 ASV#7 ) ASV#10 ASV#11 ASV#12
0.01622451 0.00000000 0.20032147 0.25262587 0.02962177 0.08255215 0.19059489 0.02912389 0.04118741 0.18074947
0.65820768 0.08259648 0.04100472 0.04147336 0.21563637 0.06138913 0.03932051 0.04973695 0.09947391 0.02525406
0.47507006 0.05987838 0.05967978 0.04724388 0.29819991 0.11531229 0.03928604 0.07533218 0.07872304 0.04466026
0.50376313 0.40221497 0.09295810 0.06533652 0.14565351 0.16140937 0.10473623 0.04225115 0.27258769 0.10473623
0.00000000 0.47187965 0.07485716 0.10059962 0.03931691 0.12711664 0.13830947 0.00000000 0.22617902 0.15019753
0.00000000 0.28271385 0.07230586 0.00000000 0.00000000 0.10341139 0.14972514 0.00000000 0.22480804 0.13201183
0.30217932 0.33207454 0.29731040 0.31955353 0.11354993 0.07380395 0.22063197 0.04124025 0.04234019 0.15228287
0.03305373 0.23847879 0.30372825 0.26849275 0.03755504 0.05896009 0.23634517 0.00000000 0.00000000 0.24223915
0.03408400 0.20775919 0.29183222 0.18971892 0.03797544 0.07488859 0.25201984 0.03771080 0.06933336 0.20606515
0.03373936 0.26693304 0.09162582 0.11519040 0.05843829 0.23931768 0.04882017 0.11253480 0.07425534 0.03266799

En colonnes se trouvent les identifiants des 10 ASVs les plus abondants. Un tableau taxonomique permet d’identifier chaque
numéro d’ASVs a sa taxonomie. En rangées se trouvent 10 échantillons.

Tableau S1.3: Portion du tableau des abondances relatives transformées (Hellinger) des résultats de séquencage des
transcrits de la région ITS2 pour la communauté des micromycetes.

ASV#1 ASV#2 ASV#3 ASV#5 ASV#6 ASV#7 ASV#9 ASV#10 ASV#11 ASV#12
0.96894069 0.07820099 0.03956991 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.00000000 0.01087069 0.04675660
0.73928473 0.18859519 0.26762426 0.00000000 0.03507755 0.05186316 0.0000000 0.11360131 0.02071766 0.00000000
0.43202064 0.29767594 0.30007982 0.08381535 0.00000000 0.05603542 0.3740519 0.14425304 0.07258622 0.00000000
0.84043907 0.04533490 0.07604858 0.12841269 0.01693456 0.16110103 0.0000000 0.07541746 0.04261772 0.00000000
0.96705071 0.06827608 0.02930393 0.04953268 0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.02215169 0.00000000 0.01278928
0.09344467 0.06375266 0.04911638 0.20121302 0.86806680 0.15285206 0.0000000 0.02941639 0.05609486 0.00000000
0.96636270 0.06371704 0.08658757 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.01721453 0.00000000 0.00000000
0.95224134 0.07382744 0.06489795 0.01740130 0.00000000 0.00000000 0.0000000 0.02032033 0.00000000 0.04633749

0.97251587 0.04556988 0.03579546 0.00000000 0.00000000 0.01329410 0.0000000 0.00000000 0.02740649 0.05832763

0.31748275 0.39303673 0.31185099 0.16475389 0.00000000 0.09014358 0.0000000 0.12782087 0.13409189 0.00000000

En colonnes se trouvent les identifiants des 10 ASVs les plus abondants. Un tableau taxonomique permet d’identifier chaque
numéro d’ASVs a sa taxonomie. En rangées se trouvent 10 échantillons.
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Tableau S1.4: Portion du tableau des présence-absence des résultats de séquencage des miARNs.

(0] 0
(0] 0
0 0
(0] 0
(0] 0
(0] 0
0 0
(0] 0
(0] 0

(=]
o

En colonnes se trouvent les identifiants de 10 miARNs. Un tableau d’identification permet d’associer chaque numéro de groupe
au miARN correspondant. En rangées se trouvent 10 échantillons .
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Tableau $1.5: Moyenne du pH du sol éloigné.

Plante Fertilisants Bloc Moyenne du pH
Arabidopsis Acides aminés 1 6.110
Arabidopsis NH4NOs 1 5.555
Arabidopsis Aucun ajout 1 5.725

Brachypodium Acides aminés 1 5.835
Brachypodium NH4NO3 1 5.405
Brachypodium Aucun ajout 1 5.670
Témoin non-planté Acides aminés 1 5.375
Témoin non-planté NH4NO3 1 5.360
Arabidopsis Acides aminés 2 5.740
Arabidopsis NH4NO3 2 5.355
Arabidopsis Aucun ajout 2 5.525
Brachypodium Acides aminés 2 5.795
Brachypodium NH4NO3 2 5.265
Brachypodium Aucun ajout 2 5.520
Témoin non-planté Acides aminés 2 5.600
Témoin non-planté NH4NO; 2 5.400
Témoin non-planté Aucun ajout 2 5.655
Arabidopsis Acides aminés 3 5.490
Arabidopsis NHiNO3 3 5.440
Arabidopsis Aucun ajout 3 5.460
Brachypodium Acides aminés 3 5.425
Brachypodium NH4NO3 3 5.180
Brachypodium Aucun ajout 3 5.605
Témoin non-planté Acides aminés 3 5.525
Témoin non-planté Aucun ajout 3 5.395
Arabidopsis Acides aminés 4 5.695
Arabidopsis NH4NO3 4 5.210
Arabidopsis Aucun ajout 4 5.740
Brachypodium Acides aminés 4 5.635
Brachypodium NH4NO3 4 5.240
Brachypodium Aucun ajout 4 5.520
Témoin non-planté Acides aminés 4 5.295
Témoin non-planté NH4NO; 4 5.055
Témoin non-planté Aucun ajout 4 5.315
Arabidopsis Acides aminés 5 5.660
Arabidopsis NHiNO3 5 5.130
Arabidopsis Aucun ajout 5 5.800
Brachypodium Acides aminés 5 5.660
Brachypodium NH4NO3 5 5.300
Brachypodium Aucun ajout 5 5.710
Témoin non-planté Acides aminés 5 5.780
Témoin non-planté NH4NO3 5 5.350
Témoin non-planté Aucun ajout 5 5.470
Témoin CaCl; Témoin CaCl; Témoin CaCl; 6.500
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Tableau S1.6: miARNs répondant significativement aux fertilisants selon le test H non-paramétrique Kruskal-Wallis et le test
Chi-carré d’indépendance

Méthodes Kruskal-Wallis Chi-carré

DE NOVO SUB

Rhizosphére aly-miR161-5p.1  0.04343039 ath-miR158b  0.0486064
Tout aof-miR166d 0.04741407 ath-miR5642b 0.0486064

cas-MR161 0.0486064
aof-miR166d  0.03482936
aof-miR159 0.03445927

ath-miR158b 0.04343039 ath-miR158b  0.0321815
A. thaliana ath-miR5642b 0.04343039 ath-miR5642b  0.0321815
aly-miR161-5p.1  0.04343039 cassMIR161  0.0321815
aof-miR166d 0.02274108 aof-miR166d  0.02973128
B. distachyon n.s. hpo-mir-50  0.04978707
Endospheére
Tout aof-miR398 0.04269648 Wi-MIR845c  0.04415717
aly-miR161-5p.1  0.04343039 aof-MIR827  0.03567399
] aly-MIR399a  0.01499558
A. thaliana
bdi-miR159a-3p  0.04343039 cas-MIR166b  0.03074147
aly-miR161-5p.1  0.04176426 cas-MIR167a  0.01376379
cas-MIR166b 0.04357553 ath-MIR827  0.02024191
ata-miR166c-3p  0.04628871 aof-MIR827  0.0029283
aof-miR166¢ 0.02674444 ath-MIR827  0.03074147
cas-miR167a 0.03209765

bra-miR398-3p 0.04628871
aly-miR399a-5p 0.009032767

aof-miR399a 0.01296225
aof-miR408 0.007718072
cas-miR408 0.01599124
ath-miR827 0.03284808
aof-miR827 0.03364287

ath-MIR5642a 0.0335415

5 aFss bdi-miR159b-3p.2 0.01892557 aof-MIR398  0.02351775
gaistdeayel csi-miR160c-5p  0.02059191 bdi-MIR444d  0.03567399
bdi-miR171f 0.01374502 Wi-MIR845c  0.02024191
ata-miR528-3p  0.02174708
Wi-MIR845¢ 0.01090405

bdi-miR7757-5p.1 0.032852

Sol éloigné

Tout mle-miR-31-5p  0.04741407 cas-MIR161  0.04415717
A. thaliana aly-miR161-5p.1 0.0330067 cas-MIR161  0.02024191

aof-miR166d  0.04269648 aof-MIR166d  0.03074147
B. distachyon mle-miR-31-5p  0.02274108 mle-mir-31 0.02024191
DE NOVO
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Rhizospheére
Tout

A. thaliana

B. distachyon

Endosphére
Tout

A. thaliana

B. distachyon

Sol éloigné
Tout

A. thaliana

peu-MIR2916  0.03224625
bta-mir-12036  0.01090405

aof-miR166d 0.02274108
peu-MIR2916  0.03656563
ath-miR5642b  0.04343039
bta-mir-12036  0.01090405
mmu-mir-6236 0.04343039

n.s.

aof-miR398 0.04269648
ath-MIR8175  0.04343039
mmu-mir-6236 0.04343039
mmu-mir-6236 0.04343039
mmu-mir-6236 0.0422299

bdi-miR159a-3p  0.04343039
aly-miR161-5p.1 0.03683051
ata-miR166¢c-3p  0.04628871
cas-miR166b 0.04357553
aof-miR166¢ 0.02674444
aof-miR166¢ 0.04769841
aly-miR399a-5p 0.009032767
aof-miR399a 0.01705301
bra-miR398-3p 0.04628871
cas-miR398b 0.04282759

aof-miR408 0.007718072
cas-miR408 0.01521134
aof-miR827 0.03364287

peu-MIR2916 0.01847701
peu-MIR2916 0.04343039
ath-MIR4228 0.03107261
mmu-mir-6236  0.04208378
mmu-mir-6236  0.03399885
mmu-mir-6236  0.01055212
mmu-mir-6236  0.01055212
mmu-mir-6236  0.02143228
mmu-mir-6236  0.02274108
bta-mir-12036  0.04343039

aof-miR159 0.04343039
bdi-miR159b-3p.2 0.02897334
aof-miR166d 0.00.03261611
csi-miR160c-5p 0.02633328
bdi-miR171f 0.009526214

ata-miR528-3p 0.03811971
peu-MIR2916 0.01090405
bdi-miR7757-5p.1 0.032852

ath-MIR8175 0.04343039

mle-mir-31 0.04741407

aof-miR166d 0.04269648
mmu-mir-6236  0.04343039
bta-mir-12036  0.01090405

aof-MIR166d
peu-MIR2916
ath-MIR5642b
mmu-mir-6236
bta-mir-12036

peu-MIR2916
mmu-mir-6236
hpo-mir-50

aly-MIR399a
peu-MIR2916
peu-MIR2916
aof-MIR827
ptc-MIR6478
bta-mir-12036
mmu-mir-6236
mmu-mir-6236
mmu-mir-6236
mmu-mir-6236

aof-MIR164
cas-MIR166b
ath-MIR827
aof-MIR827
peu-MIR2916
peu-MIR2916
peu-MIR2916
ath-MIR5642b
bta-miR-2478
bta-miR-12036
bta-miR-12036

aof-MIR398
ata-MIR528
peu-MIR2916
ath-MIR8175

peu-MIR2916
bmo-mir-3392
mmu-mir-6236
bta-mir-12036

aof-MIR159
aof-MIR166d
peu-MIR2916

0.02973128
0.04978707
0.0321815
0.0321815
0.006473748

0.04886226
0.006473748
0.04978707

0.01499558
0.01796843
0.03567399
0.03567399
0.02351775
0.03567399
0.03567399
0.03567399
0.03567399
0.02732372

0.03074147
0.03074147
0.03074147
0.0029283
0.00616242
0.02351775
0.02351775
0.01376379
0.02024191
0.02351775
0.02351775

0.02351775
0.03567399
0.00427682
0.02351775

0.04415717
0.03567399
0.03567399
0.01258814

0.03074147
0.03074147
0.02351775
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B. distachyon

REFERENCE

Rhizosphere
A. thaliana

B. distachyon

Endospheére
A. thaliana

B. distachyon

Sol éloigné
A. thaliana

B. distachyon

mle-miR-31-5p 0.02274108

ath-miR158a-3p
ath-miR396b-3p

bdi-miR156h-5p

ath-miR158b
ath-miR160a-3p
ath-miR164c-5p
ath-miR166b-5p
ath-miR166d
ath-miR390a-3p
ath-miR396b-5p
ath-miR398b-3p
ath-miR398c-3p
ath-miR398a-3p
ath-miR399c¢-3p
ath-miR399c¢-5p
ath-miR399b
ath-miR408-3p
ath-miR827
ath-miR5642b

bdi-miR171f
bdi-miR399b

n.s.

n.s.

0.04279095
0.04343039

0.04457172

0.02437658
0.03899022
0.03579311
0.01887343
0.01777433
0.03178041
0.01777433
0.01849971
0.01133341
0.01779608
0.03238694
0.03178041
0.003374067
0.007012928
0.02625234
0.02423397

0.008345386
0.03178041

mmu-mir-6236
mmu-mir-6240
bta-mir-12036

mle-mir-31

ath-miR396b-3p

bdi-miR156h-5p

n.s.

ath-miR827

0.02351775
0.02351775
0.00427682

0.02024191

0.0321815

0.04066043

0.02351775

bdi-miR159b-3-.1 0.03567399

n.s : non-significatif.
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Tableau S1.7: Séquences des miARNs répondant significativement aux fertilisants.

miARNSs Séquence
bdi-miR156h-5p ugacagaagagagugagcac
ath-miR158a-3p ucccaaauguagacaaagcea
ath-miR158b ccccaaauguagacaaagca
aof-miR159 uuuggauugaagggagcucua
bdi-miR159b-3p.1 uuuggauugaagggagcucug
aly-miR161-5p.1 uugaaagugacuacaucgggg
aof-miR166d ucggaccaggcuucauucccc
ath-miR396b-3p gcucaagaaagcugugggaaa
ath-miR827 uuagaugaccaucaacaaacu
peu-miR2916 uggggacucgaagacgaucauau
ath-miR5642b ucucgcgcuuguacggcuuu

Tableau $1.8: Résultats d’'une PERMANOVA effectuée sur les abondances relatives des miARNs pour vérifier si le pH peut
expliquer le changement global. Matrice D ~ Fertilisants *Plante * pH (9999 permutations).

Variables Méthode De Novo Sub Méthode De Novo
explicatives F R? valeur p F R? valeur p
Fertilisants 1.0864 0.06308 0.3069 1.1827 0.07299 0.0857

Plante 4.0752 0.11831 0.0001 ***  3.4136 0.10534 0.0001 ***
pH 1.0822 0.03142 0.3300 1.1090 0.03422 0.2374

Fertilisants*pH 1.3774  0.07998 0.0386 * 0.9486 0.05854 0.6408
Les autres interactions entre les variables n’étaient pas significatives. * : p< 0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001

Tableau S1.9: Résultats d’'une PERMANOVA effectuée sur les abondances relatives des miARNs identifiés par la méthode
Référence pour vérifier si le pH peut expliquer le changement global. Matrice D ~ Azote * pH (9999 permutations).

Variables Arabidopsis Brachypodium

explicatives F R? valeur p F R? valeur p

Fertilisants 0.8053 0.12376 0.8938 1.0458 0.14834 0.3688
pH 0.6532 0.05019 0.9215 1.6510 0.11709 0.1147

Aucune interaction entre les variables n’était significative. * : p< 0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001
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Fimbriimonas
Rubrobacter
Bdellovibrio
Acidithiobacillus
Polaromonas
Cupriavidus
Acidiphilium
Brucella
Dechloromonas
Anaeromyxobacter
Sphingobium/Novosphingobium
Caulobacter
Variovorax
Actinoplanes
Friedmanniella
Microlunatus
Tsukamurella
Micromonospora
Catenulispora
Sorangium [ ]
Geobacter
Saccharopolyspora
Mycobacterium
Methylibium
Alicycliphilus
Streptomyces
Listeria
Staphylococcus
Flavobacterium
Acetobacterium
Streptococcus
Paludibacter
Erysipelothrix
Pedobacter
Clostridium [ ]
Rickettsia
Gloeocapsa [ ]
Deinococcus
Pelobacter =0
Burkholderia/Paraburkholderia .
Geitlerinema
Corallococcus
Granulicella
Hyphomicrobium
Methylovorus [ g
Arthrobacter/Pseudarthrobacter
Klebsiella
Chitinophaga
Ralstonia [ ] ‘
Chromobacterium
Corynebacterium [ ]
Sulfurospirillum
Rhizobium/Bradyrhizobium
Pseudomonas/Rhodopseudomonas
Exiguobacterium
Melaminivora
Advenella
Chthonomonas
Francisella
Desulfosporosinus
Ketogulonicigenium
Legionella
Cyanothece
Janthinobacterium
Granulibacter
Ochrobactrum
Bacteroides
Xanthomonas
Microcoleus
Anabaenopsis
Nostoc /Leuconostoc
Aeribacillus
Thermobaculum
Methylobacterium
Sediminispirochaeta
Xenorhabdus
Cylindrospermum
Bacillus/Amphibacillus/Paenibacillus @)@ © O @@
Candidatus Solibacter

Marinobacter

Figure S1.2: Genres bactériens ciblés par les miARNs répondant aux fertilisants et relachés a I’extérieur des racines.
La taille des cercles est proportionnelle au nombre de fois que le taxon est ciblé.
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Tableau $1.10: Résultats des PERMANOVAs effectuées sur les abondances relatives du séquengage d’amplicons (9999
permutations).

PERMANOVAs

Variables
controlées

Communauté
bactérienne et
d’archées
F valeur p

Communauté
fongique

F valeur p

Analyse compléete
Matrice D~
Fertilisants*Plante
*

Compartiment

Fertilisants
Plante
Compartiment
Fertilisants*Plante
Fertilisants*Comparti

0.13735 0.0001 ***
0.12070 0.0001 ***
0.17233 0.0001 ***
0.03790 0.0029 **
0.02987 0.0396 *

2.2504 0.0028 **
8.8777 0.0001 ***
7.3496 0.0001 ***
1.3042 0.0658 .

0.8932 0.6832

ment 0.03149 0.0001 *** 1.5453 0.0444 *
Plante*
Compartiment
Analyse compléte Fertilisants 0.13735 0.0001 *** 1.99210.0077 **
H ~ % % %k
Matrice D Plante 0.12070 0.0001 7.8586 0.0001 ***

Fertilisants*Plante

Fertilisants*Plante

0.03790 0.0769

1.1545 0.1855

Analyse complete

Fertilisants

0.13735 0.0001 ***

2.1186 0.0055 **

Matrice D~ Compartiment 0.21086 0.0001 *** 11.8522 0.0001 ***
Fertilisants*Comp  Fertilisants*Comparti 0.03445 0,058 1.0047 0.4081
artiment ment ' 0585
Endospheére Endospheére
| de ch 0.14065 0.0003 *** 1.0568 0.2995
Ana yse de chaque Rhizosphére Rhizosphére
Compartiment Fertilisants 5.3513 0.0001 *** 1.4168 0.0077 **
: ~ Sol éloigné Sol éloigné
Mat.rl.ce D 0.24619 0.0001 *** 1.8627 0.0002 ***
Fertilisants*Plante . .
Endosphére Endospheére
0.23850 0.0001 *** 1.7157 0.0148 *
Plante Rhizosphére Rhizosphére

Fertilisants*Plante

5.8446 0.0001 ***
Sol éloigné
0.08880 0.0002 ***

Endosphére
0.06124 0.1229
Rhizosphére
1.1682 0.2243
Sol éloigné
0.08027 0.0922

1.8077 0.0027 **
Sol éloigné
2.9678 0.0001 ***

Endospheére
0.8922 0.7146
Rhizosphére
0.82400.9670
Sol éloigné
0.9618 0.6258

* . p<0.05, ** : p<0.01 et *** : p<0.001
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Tableau S1.11: Taxons bactériens corrélés aux miARNs répondant significativement aux fertilisants.

Valeur-p Rho de Spearman Taxonomie

De Novo Sub

Arabidopsis ath-miR158b

Rhizosphere 0.0001271442 0.8480265 o__Vampirovibrionales
0.000294225 0.8235795 g__Haliangium
0.001920288 0.7520143 g__Cupriavidus
0.002395472 0.7416472 o__Chthonomonadales
0.003945734 -0.7163974 g__Niastella
0.004646325 0.7075251 g__Eoetvoesia

Traitements aux
acides aminés

ath-miR5642b
5.386805e-12
1.75804e-05
0.0001823819
0.0001823819
0.0002357269
0.000370259
0.000932228
0.001115687
0.0012768
0.001392256
0.001639439
0.002238008
0.002238008
0.002393266

0.9914894
0.8925303
0.8379907
0.8379907
0.8304234
0.8161672
0.78279

0.7755586
0.7699511
0.7662705
0.7591424
0.7448862
0.7448862
0.7416914

aly-miR161-5p.1

3.779245e-05
0.0001271442
0.0001766806
0.0001823819
0.000370259

aof-miR166d
1.409084e-06
5.84598e-06
8.757761e-06
0.000370259
0.000370259
0.0008231459

ath-miR158b
n.s.

ath-miR5642b
0
0
0

0.8772079
0.8480265
0.8389019
0.8379907
0.8161672

0.9304148
0.9111648
0.9047482
0.8161672
0.8161672
0.7876548

aly-miR161-5p.1

o O oo

0

0.00481823
0.00481823
0.00481823

R R e

1
-0.9746794
-0.9746794
-0.9746794

g__Azohydromonas
g__Bdellovibrio
f__Chitinophagaceae
g__Pseudomonas
g__Haliangium
g__Burkholderia-Paraburkholderia
f__Chitinophagaceae
g__Sorangium
f__Rickettsiaceae
g__Labilithrix
g__Cupriavidus
f__Chitinophagaceae
f__Rickettsiaceae
o__Oligoflexales

g__Variibacter
g__Hyphomicrobium
g__Sorangium
g__Haliangium
o__Rickettsiales

g__Haliangium
o__Sphingobacteriales
g__Tepidisphaeraceae
g__Litorilinea
g__Pirellula
g__Oligoflexus

c__Ktedonobacteria
f__Acidobacteriaceae
g__Asticcacaulis

g__Opitutus
o__Myxococcales
g__Duganella
c__Gammaproteobacteria
f__Sandaracinaceae
g__Bdellovibrio
o__Myxococcales
g__Mesorhizobium
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Traitements sans
ajout d’azote

Arabidopsis
Sol éloigné

Traitements au
NHsNO3

0.00481823  -0.9746794
0.00481823  -0.9746794
0.00481823  0.9746794
0.00481823  0.9746794
0.00481823  0.9746794
0.00481823  0.9746794

aof-miR166d

0.00481823  -0.9746794
0.00481823  0.9746794
0.00481823  0.9746794

aly-miR161-5p.1

0.001395467 -0.7463019
0.001591407 -0.7405096
0.001683843 0.7379747
0.001751918 -0.7361785
0.002303929 -0.7326741
0.002303929 -0.7233754
0.002851297 -0.7129193

aof-miR166d
0.0001064067 0.8352113
0.0002526468 0.8098739
0.002052165 0.728869
0.002378436 0.7218423
0.002543291 -0.7185821
0.002771583 -0.714336
0.002543291 0.7101556

aly-miR161-5p.1

0.04051933 -0.8944272
0.04051933 -0.8944272
0.04051933 -0.8944272
0.04051933 -0.8944272

f__Chitinophagaceae
g__Ideonella
g__Rhizomicrobium
o__Rhodospirillales
o__Myxococcales
o__Myxococcales

g__Quadrisphaera
p__Chloroflexi
f__Xanthobacteraceae

o__Myxococcales
g__Acidibacter
g__Planctomyces
o__Myxococcales
p__Planctomycetes
o__Rhodospirillales
o__Halanaerobiales

g__Haliangium
f__Archangiaceae
g_Pseudomonas
c__Gammaproteobacteria
f__Tepidisphaeraceae
o__Oligoflexales
g__Variovorax

g __Coxiella
g__Sphingomonas
g __Massilia

o__Armatimonadales

Traitements aux aof-miR166d

acides aminés n.s. n.s
De Novo

Arabidopsis aof-miR166d

Rhizosphere

Traitement sans

1.409084e-06 0.9304148
5.84598e-06 0.9111648
8.757761e-06 0.9047482
0.000370259 0.8161672
0.000370259 0.8161672
0.0008231459 0.7876548

ath-miR5642b

5.386805e-12 0.9914894
1.75804e-05  0.8925303
0.0001823819 0.8379907
0.0001823819 0.8379907
0.0002357269 0.8304234
0.000370259 0.8161672
0.000932228 0.7827937

peu-miR2916
0.0004638313 0.8085733
0.002101167 0.747851
0.003283055 0.7260125
0.003393445 0.7243108
0.003878971 0.7173059
0.004134647 0.7138906
0.004501126 -0.7092732

aof-miR166d

g__Haliangium
o__Sphingobacteriales
f__Tepidisphaeraceae
g__Pirellula
g__Litorilinea
g__Oligoflexus

g__Azohydromonas
g__Bdellovibrio
g__Pseudomonas
f__Chitinophagaceae
g__Halia

g__Burkholderia-Paraburkholderia

f__Chitinophagaceae

f__Chitinophagaceae
g__Opitutus
g__Nitrosospira
p__Verrucomicrobia
g__Caulobacter
g__Nevskia
g__Methylobacterium

80



ajout d’azote
Traitement aux
acides aminés
Traitement au

NHsNO3

Brachypodium
Rhizosphere

Arabidopsis
Sol éloigné

Traitement sans
ajout d’azote

n.s.

ath-miR5642b
n.s.

peu-miR2916
n.s.

peu-miR2916
n.s.

aof-miR166d
0.0001064067
0.0002526468
0.002052165
0.002378436
0.002543291
0.002771583
0.003012061

peu-miR2916
n.s.

aof-miR159
0.0002275158
0.0003961792
0.0009031284
0.001452804
0.002240428
0.002386648
0.002386648
0.002616245
0.002616245
0.002732041

aof-miR166d

OO0 OO0 0000000000 O0OOoOO0o

0

0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823
0.00481823

0.8352113
0.8098739
0.728869
0.7218423
-0.7185821
-0.714336
0.7101556

-0.8131571
0.7950442
-0.7644708
0.7445424
0.7247138
0.7216757
0.7216757
0.7171932
0.7171932
0.7150509

R R R RPRRRREPRPRRRERRPRRRRR

1
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794
0.9746794

g__Haliangium
f__Archangiaceae
g__Pseudomonas
c__Gammaproteobacteria
o__Oligoflexales
f__Tepidisphaeraceae
g__Variovorax

f__Tepidisphaeraceae
g__Pseudogulbenkiania
g__Acidibacter
g__Burkholderia-Paraburkholderia
g__Roseiarcus

g__Arthrobacter

g__Cupriavidus

g__Azoarcus

g__Thiobacillus

g__Cupriavidus

g__Haliangium
o__Sphingobacteriales
f__Tepidisphaeraceae
g__Amaricoccus
g__Longilinea
o__Myxococcales
g__Sorangium
g__Haliangium
p__Verrucomicrobia
g__Dongia
c__Betaproteobacteria
c__Betaproteobacteria
g__Ornatilinea
f__Chitinophagaceae
g__Belnapia
g__Opitutus
g__Longilinea
g__Methylorosula
g__Litorilinea
f__Rhodospirillaceae
f__Oligoflexacea
g__Chthoniobacter
p__Planctomycetes
g__Flavitalea
f__Alcaligenaceae
g__Amaricoccus
g__Dinghuibacter
g__Prosthecobacter
g__Pseudolabrys
g__Haliangium
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0.00481823 0.9746794 g__Ohtaekwangia

0.00481823 0.9746794 g__Fluviicola
0.00481823 0.9746794 o__Rhodospirillales
0.00481823 0.9746794 g__Haliangium
0.00481823 0.9746794 g__Haliangium
0.00481823 0.9746794 c__Alphaproteobacteria
0.00481823 0.9746794 o__Rickettsiales
0.00481823 0.9746794 f__Chitinophagaceae
0.00481823 0.9746794 g__Haliangium
0.00481823 0.9746794 g__Phenylobacterium
0.00481823 -0.9746794 g__Luteimonas
0.00481823 -0.9746794 o__Rhodospirillales
peu-miR2916
0 1 f__Blastocatellaceae
0 1 o__Myxococcales
0 1 p__Acidobacteria
0 1 g__Flavobacterium
0 1 f__Nitrosomonadaceae
0 1 g__Haliangium
0 1 g__Pedomicrobium
0.00481823 0.9746794 o__Oligoflexales
0.00481823 0.9746794 o__Sphingobacteriales
0.00481823 0.9746794 o__Ktedonobacterales
0.00481823 0.9746794 o__Myxococcales
0.00481823 0.9746794 p__Chloroflexi
0.00481823 0.9746794 p__Verrucomicrobi
0.00481823 0.9746794 g__Dokdonella
0.00481823 0.9746794 f__Tepidisphaeraceae
0.00481823 0.9746794 o__Halanaerobiales
0.00481823 0.9746794 c__Holophaga
0.00481823 0.9746794 g__Anaeromyxobacter
0.00481823 0.9746794 g__Haliangium
0.00481823 0.9746794 g__Zavarzinella
0.00481823 0.9746794 g__Variibacter
0.00481823 0.9746794 g__Pseudolabrys
0.00481823 0.9746794 g__Longilinea
0.00481823 -0.9746794 g__Devosia
0.00481823 -0.9746794 g__Devosia
0.00481823 -0.9746794 g__Bryobacter
0.00481823 -0.9746794 g__Pardfilimonas
0.00481823 -0.9746794 g__Flavisolibacter
0.00481823 -0.9746794 f__Tepidisphaeraceae
0.00481823 -0.9746794 g__Bryobacter
0.00481823 -0.9746794 f__Oligoflexaceae
0.00481823 -0.9746794 g__Phenylobacterium
aof-miR159

Traitement aux n.s. n.s.

acides aminés
ath-miR166d
0.00481823 0.9746794 g__Clostridium
0.00481823 0.9746794 o__Sphingobacteriales
0.00481823 -0.9746794 g__Haliangium

Référence

Arabidopsis ath-miR158a
0.0005415688 -0.819780 g__Shinella

Rhizosphere 0.0005138282 -0.8050113 o__Myxococcales
0.0005523893 -0.8024498 g__Dinghuibacter
0.0009551078 -0.7818324 g__Candidatus Alysiosphaera
0.001385286  -0.7664857 o__Myxococcales
0.001614949  -0.7598089 p__Tectomicrobia
0.03780678 0.7582418 f__Xanthomonadaceae
0.001724932 0.7568761 c__Gammaproteobacteria
0.001774474  -0.7556034 g__Pedomicrobium
0.001888961 0.7527667 o__Vampirovibrionales
0.001888961  -0.7527667 g__Oligoflexaceae
0.002058923  -0.7487972 f__Chitinophagaceae
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0.002091095 -0.7480753 g__Bryobacter
ath-miR396b
5.386805e-12  0.9914894 g__Parasegetibacter
5.386805e-12  0.9914894 f__Chitinophagaceae
2.087999e-08  0.9659574 g__Novosphingobium
1.147488e-05 0.9001916 g__Brevundimonas
1.75804e-05 0.8925303 g__lamia
3.779245e-05  0.8772079 g__Rhizobium
0.0001271442  0.8480265 g__Plantactinospora
0.0001271442 0.8480265 f__Chitinophagaceae
0.0001271442  0.8480265 g__Rhodobacter
0.0001271442 0.8480265 g__Novosphingobium
0.0001342208 0.8465631 g__Caulobacter
0.0001823819  0.8379907 f__Streptomycetaceae
0.0001823819 0.8379907 f__Tepidisphaeraceae
0.0001823819  0.8379907 g__Rubellimicrobium
0.000370259 0.8161672 p__Cyanobacteria

Traitement aux ath-miR396b

acides aminés 0 1 o__Chlorobiales
0 1 o__Xanthomonadales
0 1 g__Novosphingobium

Sol éloigné ath-miR396b
6.355576e-05  0.8485648 f__Acidobacteriaceae
7.106964e-05 0.8457709 g__Tepidisphaeracea
0.0001439892 0.8267897 f__Planctomycetaceae
0.0003482489 0.7994201 g__Candidatus Solibacter
0.0005215675 0.7853587 g__Azohydromonas
0.0005215675 0.7853587 g__Gemmata
0.0005215675 0.7853587 o__Myxococcales
0.0008242711 0.7680981 p__Proteobacteria
0.0008242711 0.7680981 p__Omnitrophica
0.0008242711 0.7680981 g__Bryobacter
ath-miR827
n.s. n.s

Référence

Brachypodium bdi-miR156h
1.75804e-05 0.8925303 o__Xanthomonadales

Rhizosphére 1.75804e-05 0.8925303 g__Variibacter
3.779245e-05 0.8772079 c__Betaproteobacteria
3.779245e-05 0.8772079 g__Chungangia
0.0001337619 0.8466561 g__Psychroglaciecola
0.0002573522 0.8277483 p__Chloroflexi
0.0003981363 0.8137569 g__Microlunatus
0.0004337826 0.8108656 g__Flavisolibacter
bdi-miR159
0.0004569087 0.8090906 g__Bauldia

Traitement sans bdi-miR156h n.s.

ajout d’azote n.s.
bdi-miR159-3-.1
n.s. n.s

Traitement au bdi-miR159-3-.1

NHsNO3 n.s. n.s
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Tableau S1.12: Taxons fongiques corrélés aux miARNs répondant significativement aux fertilisants.

Valeur-p Rho de Spearman Taxonomie

De Novo Sub

Arabidopsis ath-miR158b

Rhizosphére 0.0001823819  0.8379907 k__Fungi
0.001511294 0.7627221 p__Chytridiomycota
0.003101311 0.728915 g__Blastobotrys
0.003951268 0.7163226 g__Lobulomyces
0.004646325  0.7075251 g__Unguiculariopsis
0.004646325  0.7075251 p__Ascomycota
ath-miR5642b
0.0001271442  0.8480265 g__Paraglomus
0.0005817228  0.8005959 k__Fungi
0.000932228 0.7827937 k__Fungi
0.004646325 0.7075251 g__Unguiculariopsis
0.004646325 0.7075251 g__Unguiculariopsis
0.004646325 0.7075251 g__Unguiculariopsis

Traitements aux
acides aminés

Traitements sans
ajout d’azote

Arabidopsis
Sol éloigné

Traitements au

aly-miR161-5p.1

3.779245e-05
0.001511294

aof-miR166d
0.0009868986
0.00442027

ath-miR158b
n.s.

ath-miR5642b
n.s.

0.8772079
0.7627221

0.7805267
0.7102659

aly-miR161-5p.1

n.s.

aof-miR166d
n.s.

aly-miR161-5p.1

0.003369045

aof-miR166d
4.779073e-05

0.7044164

0.8554513

aly-miR161-5p.1

g__Lobulomyces
p__Chytridiomycota

g__Archaeospora
g__Bipolaris

g__Nadsonia.

g__Mortierella

NH2NO3 0.00481823 -0.9746794 g__Holtermanniella

Traitements aux aof-miR166d

acides aminés 0.00481823 -0.9746794 o__Chytridiales
0.00481823 -0.9746794 k__Fungi

De Novo

Arabidopsis aof-miR166d

Rhizosphere 0.0009868986 0.7805267 g__Archaeospora
0.00442027 0.7102659 g__Bipolaris
ath-miR5642b
0.001907163 0.8480265 g__Paraglomus
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Traitement au
NH2NO3

Traitement aux
sans ajout d’azote

Traitement aux

acides aminés

Brachypodium
Rhizosphere

Arabidopsis
Sol éloigné

Traitement aux
sans ajout d’azote

0.008725842
0.01398342

0.004646325
0.004646325
0.004646325

peu-miR2916
n.s.

aof-miR166d
n.s.

ath-miR5642b
0

peu-miR2916
n.s.

aof-miR159
0.002240428

aof-miR166d
0.0007168609

peu-miR2916
9.90508e-05
0.0005215675
0.0008242711
0.001535907
0.002663166

aof-miR166d

0.8005959
0.7827937
0.7075251
0.7075251
0.7075251

0.7247138

0.855451

0.8371406
0.7853587
0.7680981
0.742089
0.7163162

0.00481823 -0.9746794

k__Fungi
k__Fungi
g__Unguiculariopsis
g__Unguiculariopsis
g__Unguiculariopsis

g__Rhodotorula

g__Mortierella

k__Fungi
g__Paludomyces
g__Mortierella
g__ Clydaea
g__Paraglomus

o__Chytridiales

0.00481823 -0.9746794 k__Fungi
peu-miR2916
n.s. n.s

Traitement aux aof-miR166d

acides aminés 0 1 g__Mortierella
0 1 g__Archaeospora
0.00481823 -0.9746794 g__Lobulomyces
aof-miR159
n.s. n.s

Référence

Arabidopsis ath-miR396b

Rhizosphére 5.386805e-12  0.9914894 k__Fungi
0.0001271442 0.8480265 g__ Clydaea
0.0001823819 0.8379907 g__Paludomyces
0.001511294 0.7627221 g__Triscelophorus
ath-miR158
n.s. n.s.

Traitement sans ath-miR396b

ajout d’azote n.s. n.s.

Arabidospsis ath-miR396b

Sol éloigné 7.106964e-05 0.8457709 k__Fungi
0.0008242711 0.7680981 p__Ascomycota
0.0008242711 0.7680981 k__Fungi
0.002663166 0.7163162 g__Hemileia
0.00316178 0.7076859 g__Claroideoglomus
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ath-miR827

n.s. n.s

Traitement sans ath-miR396b

ajout d’azote n.s. n.s

Référence

Brachypodium bdi-miR156h

Rhizosphére 0.001488418 0.7633863 k__Fungi
0.001824275 0.7543521 k__Fungi
0.001824275 0.7543521 k__Fungi
0.001824275 0.7543521 g__Unguiculariopsis
bdi-miR159
n.s. n.s.

Traitement sans bdi-miR156h

ajout d’azote n.s. n.s
bdi-miR159
n.s. n.s

Traitement bdi-miR159

NHaNO3 n.s. n.s

n.s : non-significatif
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