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Abstract

Aquaponic is a soilless culture system combining aquaculture and hydroponics. However, those
systems still lack in means to fight against pathogens because fish’s presence hinder the use of
chemical products. Those systems are vulnerable to plant pathogens that can easily spread in
water, Pythium aphanidermatum being one of the major threats in soilless systems. Then, ways
of fighting pathogens bypassing chemical treatments are needed like the use of biocontrol
agents. Moreover, a suppressive effect of aquaponic water has been observed on the mycelium’s
growth of this phytopathogen. This study takes place in the problematic to identify organism in
aquaponics that are not present in hydroponics and in complemented aquaponics. This could
explain the suppressive effect and to develop efficient biological control agents against this
pathogen. Then, lettuce rhizoplane, rhizosphere and endosphere has been sampled in an in vivo
experience including the inoculation of P. aphanidermatum. Samples’ DNA has been extracted
and bacterial and fungal communities has been amplified by PCR by targeting V1-V3 region
of rRNA 16S and ITS1 respectively. Illumina Miseq technology has been used for high
throughput sequencing. Sequences has been analysed with QIIME 1.9.1 software. Results
showed high differenciation in microbiota of rhizoplane and rhizosphere that highlight
organisms that could have antagonist activities: Sphingobium, Agrobacterium,
Microbacterium, Azospirillum, Bdellovibrio, Haliangiaceae, Rhodococcus, Lysobacter and
Pseudomonas for bacterial communities and Catenaria, Pseudozyma and Penicillium for fungal
communities

Keywords: Suppression, aquaponics, HTS, bacteria communities, fungi communities, Pythium
aphanidermatum



Résumé

L’aquaponie est un systeme de culture hors-sol combinant 1’aquaculture et 1’hydroponie.
Cependant, ces systemes manquent encore de moyens de lutte contre les pathogeénes car la
présence de poissons empéche un traitement avec des produits chimiques. Ces systemes étant
vulnérables aux agents pathogeénes pouvant se propager dans 1’eau, Pythium aphanidermatum
constitue ainsi une menace importante pour ces systemes. Des lors, des moyens de lutte
contournant les produits chimiques sont recherchés comme le recours a des agents de
biocontrdles. De plus, un effet suppressif de I’eau aquaponique a été observé sur la croissance
de cet agent phytopathogene. Cette étude se place donc dans cette problématique en cherchant
a identifier des organismes présents dans cette eau aquaponique mais pas dans les eaux
hydroponiques et aquaponiques complémentées. Cela permettrait d’expliquer cet effet
suppressif et de pouvoir développer des agents de controle biologique efficaces contre ce
pathogeéne. Des lors, des échantillons de rhizoplane, rhizospheére et endosphére d’une
expérience in vivo impliquant I’inoculation de P. aphanidermatum ont été récoltés. L’ADN de
ces échantillons a ensuite été extrait, et les communautés bactériennes et fongiques ont été
amplifiées par PCR en visant les régions V1-V3 de I’ARNTr 16S et de I'ITS1 respectivement.
Un séquencgage haut-débit Illumina MiSeq a ensuite été réalisé. L analyse des séquences en
résultant a été réalisée grace au logiciel QIIME 1.9.1. Les résultats montrent une forte
différenciation au niveau des microbiotes de la rhizoplane et de la rhizosphere qui a permis de
mettre en évidence des organismes qui pourraient avoir un effet antagoniste : Sphingobium,
Agrobacterium, Microbacterium, Azospirillum, Bdellovibrio, Haliangiaceae, Rhodococcus,
Lysobacter et Pseudomonas pour les communautés bactériennes et Catenaria, Pseudozyma et
Penicillium pour les communautés fongiques.

Mots-clés : Suppression, aquaponie, HTS, communautés bactériennes, communautés
fongiques, Pythium aphanidermatum
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I. CONTEXTE GENERAL

Les systemes aquaponiques sont définis comme des systemes de culture hors-sol au coeur de
I’innovation combinant 1’aquaculture et I’hydroponie. Cependant, les pathogenes des plantes
dans ces systemes et les moyens de gestion de ceux-ci ne sont pas encore clairement développés
et ce a cause de la configuration du systeme. En effet, I’aquaponie est généralement composée
d’un systeme en une boucle ou la solution nutritive des plantes retourne dans le compartiment
des poissons. De ce fait, I’utilisation de pesticides chimiques et d’agents désinfectants n’est pas
autorisée a cause de la présence des poissons. De plus, ces produits pourraient également étre
toxiques pour les bactéries bénéfiques présentes dans le systeme (Rakocy, Masser and Losordo,
2006).

Parmi toutes les possibilités de propagation de maladies dans les systémes de culture hors-sol,
Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp figure parmi les plus problématiques. En effet, cet
Oomycetes est responsable de développements de pourritures sur les racines des plantes et est
capable de se disperser rapidement dans les milieux aqueux grice a sa forme mobile (Postma,
Bonants and Van Os, 2001).

Cependant, des articles récents mettent en avant la possibilité que le microbiote naturel ou des
effluents d’aquaculture permettrait de procurer une protection contre les pathogeénes au systeéme
(Gravel et al., 2015; Sirakov et al., 2016). Cette possibilité pourrait ainsi €tre li€é a un
phénomene de suppression des pathogenes a travers les modes d’action antagonistes d’un
consortium de microorganismes. Ce phénomene ayant déja été observé en systemes
hydroponiques (Postma, Van Os and Bonants, 2008).

De plus, une expérience in vitro a récemment été réalisée dans le laboratoire de I'unité de
Phytopathologie et d’ Agriculture Urbaine de Gembloux Agro Bio-Tech et a démontré que I’eau
aquaponique permettait d’inhiber le développement du mycelium de P. aphanidermatum.



II. INTRODUCTION

1. Aquaponie
1.1. Introduction et définitions

L’aquaponie peut étre définie comme étant un systeéme a eau recirculée combinant la production
de plantes en hydroponie et celle de poissons (Delaide et al., 2017). Ce type de systeme connait
un gain récent en popularité s’inscrivant dans diverses thématiques

Premieérement, il y a un besoin grandissant de revoir notre systeme de production alimentaire
vers des systemes plus durables (Konig et al., 2018). Effectivement, cette transition est possible
en jouant sur trois parametres, (i) réduire la consommation de viande, (ii) minimiser le
gaspillage alimentaire ou (iii) changer le mode de production (Jan et al., 2016). Un changement
de mode de production deviendra de plus en plus inévitable au vu de la raréfaction des
ressources naturelles (Jan et al., 2016). Cependant, vouloir changer celui-ci demande de
nouvelles technologies et c’est particulierement dans ce cadre que peut s’inscrire 1’aquaponie
(Jan et al., 2016; Konig et al., 2018).

Deuxiemement, 1’aquaponie a pour avantage d’étre une technologie pouvant faire face a
différents grands challenges auxquels notre société va étre confrontée, dont ceux de
I’agriculture traditionnelle. En effet, I’aquaponie permet de limiter le gaspillage d’eau douce
ainsi que de lutter contre le changement climatique et la dégradation des sols. Par-dessus tout,
I’atout de 1I’aquaponie est qu’elle peut étre réalisée dans des zones urbaines, dans des climats
arides ou les sols sont pauvres et ou I’eau peut étre rare (FAO, 2019). De méme que les autres
cultures hors-sols, I’aquaponie présente de multiples avantages tels une meilleure production,
une conservation de I’énergie, un meilleur controle des conditions de croissance et permet au
producteur d’étre indépendant du sol et de sa qualité (Van Os, 1999).

Finalement, la pratique de I’aquaponie a pour objectif de diminuer les volumes d’eaux usées
provenant de I’aquaculture en les nettoyant et en les valorisant en nutriments pour la croissance
de plantes (Goddek et al., 2016). En effet, les rejets li€s a I’aquaculture sont riches en nutriments
et si rejetés dans I’environnement, ils augmenteraient le phénomene d’eutrophisation (Cohen ef
al., 2018; Endo, 2019).

Comme définit précédemment, 1’aquaponie est la combinaison de 1’aquaculture et de
I’hydroponie. Cependant, pour le bon fonctionnement du systéme, d’autres compartiments sont
nécessaires. Généralement, un systetme aquaponique est composé au minimum d’un bassin
d’aquaculture, d’un filtre mécanique, d’un biofiltre et de I’unité hydroponique.

L’aquaculture mise en ceuvre dans un systeéme aquaponique peut s’apparenter a 1’aquaculture
recirculée. En effet, I’aquaculture recirculée est un systeme d’élevage et de production
d’organismes aquatiques, généralement des poissons, dans lequel I’eau est (partiellement)
réutilisée apres avoir subi divers traitements, chaque traitement ayant pour objectif de réduire
les quantités d’eau a renouveler (Martins et al., 2010; Somerville et al., 2014). Ces traitements
se réalisent dans deux compartiments, le clarificateur et le biofiltre (Somerville et al., 2014).



En aquaponie, le traitement de 'eau est réalisé par une filtration mécanique et biologique ainsi
que par le biofiltre. Le but premier de ces traitements est de réduire les particules solides dans
I’eau tout en les minéralisant, afin d’obtenir une eau sans solide mais riche en nutriments
solubilisés disponibles pour les plantes (Delaide et al., 2019). Ainsi, I’eau provenant du bassin
d’aquaculture traverse d’abord le filtre mécanique ou les particules solides présentes dans 1’eau
sont séparées (Somerville et al., 2014). Ces particules solides sont principalement composées
de déjections de poissons et de restes de nourriture pour poisson (Rakocy, Masser and Losordo,
2006). Séparer ces particules solides permet d’éviter la décomposition de cette matiere
organique dans le bassin d’aquaculture, cette derniere consommerait I’oxygene dissous, vital
pour les organismes vivants du systeme aquaponique (Somerville et al., 2014). De plus, une
accumulation de ces déchets pourrait bloquer le systeme d’irrigation ou former un film de
matiere organique autour des racines des plantes et par conséquent de créer une zone
anaérobique et diminuer 1’absorption des nutriments par la plante (Rakocy, Masser and
Losordo, 2006). L’eau traverse ensuite le biofiltre abritant de nombreuses bactéries ou elle est
a nouveau nettoyée par I’action de ces dernieres. Cette partie est généralement située juste apres
le filtre mécanique et permet un second traitement de 1’eau car elle contient encore des
substances dissoutes (Somerville et al., 2014). La fonction la plus importante réalisée par ce
biofiltre est la détoxification de I’eau, principalement la suppression de I’ammoniac étant
toxique en concentration trop élevée pour les poissons (Rakocy, Masser and Losordo, 2006). 11
est possible pour ces bactéries de coloniser le biofiltre parce que ce dernier a été optimisé pour
abriter les microorganismes sous forme de biofilms grace a un haut rapport surface (Somerville
etal., 2014).

Une fois filtrée, 1’eau irrigue les plantes dans 1’unité hydroponique. L hydroponie se base sur
la culture de plantes dans une solution contenant les éléments minéraux nécessaires pour la
croissance de la plante (Sheikh, 2006). Dans ce systeme, le substrat n’est pas le sol, a la place,
divers médias de croissance inertes, appelés substrats, peuvent étre utilisés en tant que support
pour la plante et pour le maintien de I’humidité. Ceux-ci peuvent €tre organiques ou
inorganiques (Somerville et al., 2014). Par ailleurs, il existe quatre principaux types d’irrigation
en hydroponie, la «technique du film nutritif » (nutrient film technique), la culture en eau
profonde (deep water culture), le goutte a goutte et le systeme a flux et reflux (ebb and flow),
plus d’informations sur ces différents systemes sont disponibles dans la littérature (Hayden,
2006; Sheikh, 2006; Delaide et al., 2017; Forchino et al., 2017; Wongkiew et al., 2017; Endo,
2019).

Enfin, selon le modele de systeme aquaponique utilisé, couplé ou découplé, I’eau retourne ou
non dans le bassin d’aquaculture (voir partie 1.2 Aquaponie couplée et découplée).

Maintenant que les différents compartiments d’un systeéme aquaponique sont décrits, il convient
de mettre en évidence les interactions entre ceux-ci. Afin de faciliter I’analyse, le systeme peut
étre résumé en trois ensemble, les poissons, les microorganismes et les plantes (Goddek et al.,
2015).



Figure 1: Cycle de l'azote en aquaponie, relation symbiotique entre poissons, plantes et bactéries (Goddek et al.,
2015).

Un systeme d’interaction symbiotique important entre ces trois compartiments est le cycle de
I’azote (Figure 1) (Goddek et al., 2015). L’azote n’est apporté presque que par la nourriture des
poissons qui est composée d’un haut taux de protéines (Ru et al., 2017). Les protéines sont ainsi
digérées par les poissons et excrétées sous forme d’ammoniac (NH4*) par les branchies ou dans
les matieres fécales. L’ammoniac est alors utilisé par les bactéries nitrificatrices autotrophes
présentes dans le biofiltre. La premiere étape de nitrification consiste en 1I’oxydation de
I’ammoniac en nitrite (NO2) par les nitroso-bactéries (Nitrosomonas sp., ...) puis de
I’oxydation du nitrite en nitrate (NOs3") par les nitro-bactéries (Nitrospira sp., Nitrobacter sp.,
...) (Goddek et al., 2015; Ru et al., 2017). Des lors, la bioconversion de I’ammoniac présent
dans I’aquaponie en nitrate diminue la toxicité que peut avoir I’ammoniac sur les poissons et
fournit une source d’azote pour la croissance des plantes (Goddek et al., 2015; Ru et al., 2017).

D’autres interactions sont identifiables en aquaponie mais un accent a été porté sur I’étude des
interactions entre les plantes et les microorganismes, plus de détails peuvent étre retrouvés dans
la partie 2. Interactions plantes-microorganismes



1.2. Aquaponie couplée et découplée

Les explications précédentes étaient majoritairement relatives a un systeéme aquaponique dit
couplé ol I’eau recircule a travers tout le systeme. Cependant, pour ce type de systeme, les
parametres de qualité de 1’eau sont les mémes a la fois pour les poissons et les plantes. Ceci est
un désavantage majeur car il est nécessaire de réaliser des compromis pour les conditions de
croissance des deux systemes, par exemple en termes de pH, de température et de
concentrations en nutriments (Monsees, Kloas and Wuertz, 2017; Goddek et al., 2019). Le
découplage de ces deux systemes permet de réguler la circulation des nutriments d’un
compartiment a 1’autre ainsi que la qualité de 1’eau afin de répondre aux exigences des deux
systemes (Goddek et al., 2016). Cela permettant de réguler entre autres deux facteurs
importants, le pH et la température, afin de fournir les conditions optimales pour la croissance
des poissons et des plantes tout en affectant positivement la solubilité des minéraux dans la
partie hydroponique (Figure 2) (Goddek et al., 2016; Endo, 2019). De méme, il est possible de
gérer les concentrations en minéraux des eaux usées a la sortie de ’'unité d’aquaculture ainsi
que les déficiences en éléments et de pouvoir les combler avec un fertilisant hydroponique
(Endo, 2019). Lorsque ce découplage permet I’ajout d’éléments minéraux, on parle d’aquaponie
complémentée (voir partie 1.2.1 Aquaponie découplée).
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Figure 2 : Disponibilité en minéraux dans une solution nutritive hydroponique (Trejo-Téllez and Gémez-Merino,
2012).

Par ailleurs, lors du passage a un niveau de production industrielle, il a été mis en évidence un
besoin d’augmenter la viabilité économique de ce genre de systeme (Goddek et al., 2019). Cela
pouvant étre optimisé a travers un découplage des parties d’aquaculture et d’hydroponie afin



d’assurer les conditions de croissance optimales pour les plantes et les poissons, 1’aquaponie
dite découplée (Forchino et al., 2017; Goddek et al., 2019).

Bien qu’étant des circuits d’eau indépendants, afin de balancer les pertes d’eau dues a
I’évapotranspiration réalisée par les plantes, le systtme hydroponique est rechargé en eau
provenant du systeme d’aquaculture. Cela permet également d’apporter une eau chargée
davantage en éléments minéraux. Par conséquent, tout retrait d’eau du systeme d’aquaculture
est compensé par 1’ajout d’eau propre et chargée en nutriments (Goddek et al., 2016; Endo,
2019). Cependant, en considérant le fait que le remplacement de 1’eau du systeme hydroponique
est uniquement basé sur le taux d’évapotranspiration des plantes, il a été observé de trop basses
concentrations en nutriments dans I’eau hydroponique. De ce fait, la consommation en
nutriments est plus importante que le renouvellement de ceux-ci. Par conséquent, les nutriments

ont tendance a s’accumuler dans le systetme d’aquaculture recirculée quand les taux
d’évapotranspiration sont bas (Goddek et al., 2019).

1.2.1. Aquaponie complémentée

Pour d’éventuels probléemes de carences en €éléments minéraux dans le cas d’un systéme
découplé, ces derniers peuvent étre ajoutés dans 1’eau du systeéme hydroponique, on parle des
lors 1’aquaponie complémentée. En effet, contrairement a un systeme hydroponique ou les
apports en nutriments sont étudiés pour rencontrer les besoins nécessaires pour la croissance
des plantes, en aquaponie, la source majeure de nutriments provient de 1’eau du bassin des
poissons, et plus précisément de leur nourriture, qui contient des composés minéraux solubles
et solides qui seront ensuite assimilés par les plantes (Goddek et al., 2015). Cependant, ces
apports couvrent les besoins nutritionnels des poissons mais ne couvrent pas toujours les
besoins de la plante. De méme, un suivi régulier des concentrations en minéraux doit étre
effectué afin de pouvoir en ajuster les concentrations tout en ayant le moins d’impacts sur le
fonctionnement du systeme (Graber and Junge, 2009; Goddek et al., 2015; Endo, 2019). Par
conséquent, il a été observé dans des systemes aquaponiques non complémentés que des
nutriments essentiels pour la plante étaient présents en faibles quantités comme le phosphore
(P), le potassium (K), le fer (Fe) et le manganese (Mn) (reviewé par Ru et al., 2017). Cela peut
avoir pour effet une plus faible croissance de la plante ou une moins bonne qualité des fruits
produits dans le cas de la tomate (Graber and Junge, 2009; Ru et al., 2017).

Delaide et al. (2016) ont comparé les rendements lors de la complémentation en nutriments
d’une eau aquaponique, afin d’atteindre les concentrations mesurées en hydroponie, aux
rendements mesurés en aquaponie et en hydroponie. Cette expérience a permis de mettre en
évidence qu’il y a une hausse significative du taux de croissance en aquaponie complémentée
de 39% par rapport au contrdle hydroponique tandis que 1’eau aquaponique montrait une
croissance de la plante similaire au controle hydroponique.

2. Interactions plante-microorganismes

Les plantes et les microorganismes y étant associ€s peuvent s’influencer dans une variétés
d’écosystemes, comprenant a la fois ceux a I’intérieur de la plante et ceux y étant environnants,
I’ensemble de ces derniers étant appelé le phytobiome (Leach ef al., 2017). Ainsi, la plante est
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également influencée par un certain nombre de facteurs abiotiques, tels que la température, le
pH, I’eau, les nutriments disponibles, etc. et par des facteurs biotiques tels les microorganismes,
nématodes, protozoaires, etc. Les communautés microbiennes natives de ces écosystemes et
leurs interactions peuvent étre influencées par I’ensemble de ces facteurs (Lugtenberg, 2015).

Ici, les interactions qui se déroulent dans trois microbiomes du phytobiome sont plus
particulierement étudiées : la rhizosphere, la rhizoplane et I’endosphere. En pleine terre, la
rhizosphere est considérée comme étant la partie du sol directement influencé par le systeme
racinaire de la plante. En hydroponie, la distinction est plus floue en raison du mouvement de
la solution nutritive dans le systeme et de ce fait autour des racines. On considérera la
rhizosphere en hydroponie et en aquaponie comme étant I’eau d’irrigation ou encore plus
précisément les zones d’eau immobiles ou stagnantes autour des racines (Maruyama et al.,
2018). La rhizoplane peut étre considérée comme étant la surface des racines, le microbiote
associé étant lié a la surface des racines (Postma, Van Os and Bonants, 2008). Tandis que
I’endosphere est la zone correspondant aux tissus présents dans la plante ou résident des
microorganismes endophytes (Maruyama et al., 2018).

Les microorganismes présents dans ces microbiomes peuvent avoir des effets bénéfiques,
neutres ou négatifs sur la croissance de la plante (Lugtenberg, 2015). Pour les organismes
bénéfiques, on parlera le plus généralement de PGPM (Plant Growth Promoting
Microorganism), d’agents antagonistes ou d’éliciteurs (Whipps, 2001). Ces organismes
augmentent indirectement la croissance de la plante ou permettent la suppression de maladies
causées par des agents phytopathogenes (voir partie 0. La sonication implique 1’application
d’ondes a hautes fréquences sur la solution nutritive en vue d’inactiver les agents pathogenes
avant leur entrée dans le systtme de production (Bazyar Lakeh et al., 2013; Mori and Smith,
2019). En pratique, une sonde est utilisée pour transmettre des ondes de 20 a 40 kH dans I’eau
(Albright et al., 2007). Ce procédé provoque un phénomene de cavitation ce qui signifie la
formation de bulles de vapeur sous basses pressions et leur éclatement. L’éclatement de ces
bulles dans la solution crée des conditions extrémes dans lesquelles les cellules sont détruites
(Albright et al., 2007).

Cette méthode pourrait €tre applicable afin de réduire les populations d’Oomycetes tel Pythium
en ayant un moindre impact sur les populations de bactéries bénéfiques. En effet, il a été
constaté qu’un traitement par sonication inactivait les zoospores de Pythium tandis que 75%
des cellules de Pseudomonas restaient viables. Ce phénomene s’explique par le fait que les
zoospores de Pythium sont plus larges que les cellules de bactéries et sont de ce fait plus
sensibles a la sonication (Tu, J. C., Zhang, 2000).

2.1. Désinfection chimique

Certaines méthodes employant des moyens chimiques sont disponibles et ont déja été testées
pour I’aquaculture et des systemes hydroponiques en vue d’améliorer la qualité de I’eau et de
réduire les populations d’agents pathogenes. Cependant, ces méthodes : 1’utilisation de
surfactants, la chloration et I’ozonation, peuvent avoir des impacts négatifs sur la santé des
poissons et des plantes. Quand ces méthodes sont utilisées, un systeme permettant de pomper



I’eau dans une cuve séparée afin de la traiter et d’en retirer les composés toxiques est nécessaire
(Hong and Moorman, 2005; Mori and Smith, 2019).

2.1.1. Surfactant

L’utilisation de surfactants non-ionique présente une bonne efficacité lorsque la source
principale de propagation de maladies est les zoospores d’Oomycetes tels Pythium,
Phytophtora et Olpidium (Schnitzler, 2004). Les surfactants provoquent la perte de mobilité et
la lyse des zoospores tandis qu’a plus haute concentration, ils peuvent également inhiber
totalement la formation de zoospores et de vésicules (Stanghellini and Tomlinson, 1987). En
effet, les surfactants permettent de tuer rapidement les structures cellules sans paroi cellulaire,
rendant les zoospores et vésicules plus sensibles a ce traitement (Stanghellini ef al., 1996). Par
conséquent, les autres stades de développement tels le mycélium et les zoospores enkystés ne
sont pas affectés par les surfactants (Stanghellini and Tomlinson, 1987).

2.1.2. Chloration

Le chlore peut étre ajouté de différentes manieres telles que des granulés, injection gazeuse et
par électrolyse de chlorure de sodium (Hong and Moorman, 2005). Le chlore agit sur les
cellules en pénétrant dans celles-ci et en réagissant avec les composés intracellulaires sans
réaliser de dommages significatifs en surface ou affecter la perméabilité membranaire (Cho et
al.,2010). L’efficacité de cette méthode est influencée par le pH de 1’eau, la teneur en composés
organiques et inorganiques, la charge microbienne dans 1’eau ainsi que le stade de vie de I’agent
pathogene. Cependant, les concentrations nécessaires afin d’éliminer les agents pathogenes de
plantes sont connues comme pouvant étre toxiques pour les plantes et les poissons (Zillich,
1972; Hong and Moorman, 2005). Comme pour les surfactants, chaque stade de vie n’a pas la
méme sensibilité au chlore. En effet, les kystes et les zoospores s’averent étre plus sensibles
que les sporanges, hyphes, conidies et mycéliums (Cayanan et al., 2009).

2.1.3. Ozonation

L’ozone (O3) est un agent oxydant puissant qui réagit lorsqu’il entre en contact avec la matiere
organique. Selon le temps d’exposition et la concentration en ozone, cette méthode est capable
de tuer tous les organismes présents dans I’eau notamment grace a I’altération de la perméabilité
de la membrane cellulaire (Arana et al., 1999; Postma, Van Os and Bonants, 2008).
Contrairement a la chloration, I’ozone ne pénétre pas dans la cellule et n’effectue des dommages
qu’en surface (Cho et al., 2010).

L’ozone est produit a partir d’air sec et d’électricité et utilisant un générateur d’ozone,
provoquant la réaction suivante : 302 — 203. L’air enrichi en ozone est alors injecté dans 1’eau
(Postma, Van Os and Bonants, 2008).

Cependant, I’ozone réagit également avec les chélates de fer, provoquant sa précipitation et son
dépot dans le systeme d’irrigation. Le fer est rendu non disponible pour la plante et de plus
hauts dosages sont nécessaires (Postma, Van Os and Bonants, 2008). Par ailleurs, en présence
de certains composés tels que le brome (Br’), I’ozonation entraine la formation de sous-produits
qui pourraient avoir des effets toxiques (Wu et al., 2019).



Contrdle biologique) mais peuvent également réaliser d’autres activités telles que la fixation de
I’azote, la solubilisation de nutriments, la promotion de fonctions mycorhizales, le libération de
phytohormones et la diminution de la toxicité en métaux lourds (reviewé par Whipps, 2001).

En hydroponie, plusieurs genre de bactéries et de champignons ont été identifiés comme étant
des organismes bénéfiques, on peut retrouver certaines especes ou souches parmi des genres
tels que Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Streptomyces, Gliocladium et Trichoderma
(reviewé par Lee and Lee, 2015). Certains de ces organismes bénéfiques ont ainsi été cultivés
et formulés et sont désormais des produits commercialisés et appliqués en tant que biopesticides
ou produits de protection de la plante (Lugtenberg, 2015).

Cependant, des microorganismes, appelés agents phytopathogenes, ont des effets négatifs sur
la plante et peuvent introduire 1’apparition de symptomes (déviation du phénotype) et de dégats
sur les plantes cultivées, limitant ainsi le rendement. Ils sont également présents dans les
systemes de culture hors-sol et sont abordés dans la partie 3.3 En aquaponie, les sources
d’inoculum peuvent étre considérées comme €tant les mémes qu’en hydroponie en serre et sont
principalement liées a 1’approvisionnement en eau, a I’entrée de plantes, graines ou poissons
infectés, au matériel de croissance tels les différents médias de croissance, aux échanges d’air
avec I’extérieur qui peuvent introduire poussieres et particules, aux vétements du personnel, a
des insectes vecteurs d’agents pathogenes (Jarvis, 1992; Stanghellini and Rasumussen, 1994;
Paulitz, 1997; Hong and Moorman, 2005; Nozzi et al., 2016).

L’utilisation d’une lutte intégrée permet de produire et de protéger les plantes grice a
I’utilisation de différentes stratégies et pratiques de management afin de produire des plantes
saines en minimisant 1’utilisation de pesticides (Bouhssini and Trissi, 2019). Ce principe de
management se base sur 1’utilisation de différents seuils qui vont justifier I’intervention sur la
culture afin d’en limiter les pertes. Il sera question du seuil de préjudice économique lorsque la
population d’agent pathogene correspond a la plus basse densité de population qui cause des
dommages économiques et ou les dommages économiques sont la quantité de préjudices qui
vont justifier le colit de mesures de controle (Stern et al., 1959). On parle également de seuil
économique d’intervention ou seuil d’action qui correspond au niveau de densité de la
population d’agents pathogenes a laquelle 1’utilisation de moyens de contrdle est justifiée car
permet de prévenir la population d’augmenter jusqu’au seuil de préjudice économique (Stern
et al., 1959; Bouhssini and Trissi, 2019). En dessous de ce seuil, il n’y aurait pas de perte
économique significative sur la culture qui justifierait d’augmenter les cofts suite a I’utilisation
de moyens de controles (Bouhssini and Trissi, 2019).

Agents pathogenes dans les systemes de culture hors-sol.

3. Maladies dans les systemes de culture hors-sol

Les systemes de culture hors-sol, par leur structure non dépendante du sol sur lequel ils se
trouvent, étaient supposés €tre la solution pour se défaire des agents pathogenes du sol retrouvés
dans les autres méthodes d’agriculture traditionnelle (Stanghellini and Rasmussen, 1994;
Koohakan et al., 2004; Nozzi et al., 2016). Cependant, ces systemes restent sous la menace
d’agents pathogenes pouvant affecter les plantes cultivées ou leurs racines (Stanghellini and



Rasumussen, 1994; Koohakan et al., 2004; Nozzi et al., 2016). De plus, il est important de
mettre en évidence que 1’aquaponie étant la combinaison de deux systemes, 1’aquaculture et
I’hydroponie, elle combine les risques des deux systemes et est donc encore plus susceptibles a
la propagation d’agents pathogenes dans le systeme a eau recirculée (Goddek et al., 2015; FAO,
2019). Bien que des agents pathogenes de poissons puissent également €tre retrouvés en
aquaponie, dans le cadre de cette étude, une attention particuliere sera portée aux agents
pathogenes de plantes.

3.1. Cycle épidémiologique

Afin de comprendre le mode d’action des agents pathogenes et les maladies qu’ils peuvent
induire sur la plante, il parait important de maitriser la notion de cycle épidémiologique. Tout
d’abord, le cycle épidémiologique peut étre défini comme étant un ensemble de compartiments
ou d’étapes qui correspondent aux différents changements d’état du parasite et de la maladie.
Ces étapes se succedent sous l'effet de facteurs extérieurs a I’épidémie susceptibles de
I’influencer (Sache, 2003). Un cycle épidémiologique peut correspondre a un cycle du
développement du parasite, qui ne se reproduit qu'une seule fois par année ou par production,
il est des lors qualifié de monocyclique. Cependant, dans la majorité des cas, une épidémie est
caractérisée par la répétition et la juxtaposition des monocycles, on parle dés lors d’épidémie
polycyclique (Sache, 2003).

Ainsi qu’énoncé précédemment, un cycle est composé de plusieurs compartiments (Figure 3).
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Figure 3: Etapes de base du cycle épidémiologique (Stouvenakers et al., 2019)
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La premiere étape est I’entrée de 1’agent pathogene dans le systeme de culture, cela représente
I’inoculum (Sache, 2003).

Ensuite, la deuxieme étape est I’entrée en contact de I’inoculum avec la plante. Cependant,
I’entrée en contact de I’agent pathogene avec la plante ne signifie pas toujours qu’une infection
aura lieu. En effet, I’étape d’infection peut &tre composé de plusieurs sous-étapes et la bonne
réalisation de ces dernieres est nécessaire au succes de I’infection. L’ efficacité de cette infection
étant principalement modulée par la température et I’humidité. Bien que chaque agent
pathogene ait ses propres température et humidité optimales, une température et humidité
élevées favoriseraient I’étape d’infection (Sache, 2003).

Une fois I'infection réussie, il s’écoule une période durant laquelle aucun symptome n’est
visible a I’ceil nu, cette période peut étre décrite comme de latence ou d’incubation mais elles
ne correspondent pas exactement a la méme chose. En effet, la période d’incubation correspond
a la période entre I’infection et I’apparition des premiers symptomes tandis que la période de
latence correspond au temps entre 1’infection et la production de germes infectieux. Ces deux
périodes n’étant pas toujours équivalentes car certains symptomes peuvent se déclarer avant la
production de germes infectieux (Sache, 2003).

S’en suit une période infectieuse qui est le laps de temps pendant lequel une Iésion produit des
spores. Durant celle-ci, I’agent pathogene est capable de disséminer ses germes afin d’étendre
I’épidémie a d’autres plantes ou de réinfecter 1’organe déja infecté et ainsi augmenter la durée
de la période infectieuse (Sache, 2003).

L’étape de dissémination est composée de trois phases distinctes : la libération, le transport et
le dépdt de I’'inoculum. La libération consiste en la libération des spores dans le milieu ambiant.
Ce mécanisme peut étre actif si I’organe sporifere fournit lui-méme 1’énergie nécessaire a cette
libération ou passif si ’organe ne contribue pas a la libération des spores. Dans ce dernier cas,
un mouvement d’air est tres souvent impliqué dans cette libération (Sache, 2003). Ensuite, le
transport peut s’effectuer de différentes manieres selon 1’agent pathogene et I’organe infecté.
Comme il sera expliqué plus tard, les agents pathogenes tels les Oomycetes peuvent s’ attaquer
aux racines, leurs zoospores pouvant se propager dans 1’eau en recirculation. Pour les autres
agents pathogenes tels les champignons, bactéries et virus, s’attaquant aux racines ou aux
parties aériennes de la plante, la dispersion a lieu par des éclaboussures d’eau, un opérateur s’il
entre en contact avec I’organe infecté ou des courants d’air (Sache, 2003). L’efficacité de
dissémination n’est pas toujours relative a la quantité d’inoculum mais aussi a d’autres facteurs
tels que la disponibilité de tissus hote, un changement de résistance de I’hodte, a la dispersion de
I’'inoculum, etc. (Jarvis, 1992).

Une fois la phase d’infection terminée, les cellules meurent et le cycle épidémiologie est
terminé (Sache, 2003).

3.2. Sources d’inoculum

En aquaponie, les sources d’inoculum peuvent étre considérées comme étant les mémes qu’en
hydroponie en serre et sont principalement liées a I’approvisionnement en eau, a ’entrée de
plantes, graines ou poissons infectés, au matériel de croissance tels les différents médias de
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croissance, aux échanges d’air avec I’extérieur qui peuvent introduire poussieres et particules,
aux vétements du personnel, a des insectes vecteurs d’agents pathogenes (Jarvis, 1992;
Stanghellini and Rasumussen, 1994; Paulitz, 1997; Hong and Moorman, 2005; Nozzi et al.,
2016).

L’utilisation d’une lutte intégrée permet de produire et de protéger les plantes grice a
I’utilisation de différentes stratégies et pratiques de management afin de produire des plantes
saines en minimisant 1’utilisation de pesticides (Bouhssini and Trissi, 2019). Ce principe de
management se base sur I’utilisation de différents seuils qui vont justifier I’intervention sur la
culture afin d’en limiter les pertes. Il sera question du seuil de préjudice économique lorsque la
population d’agent pathogene correspond a la plus basse densité de population qui cause des
dommages économiques et ou les dommages économiques sont la quantité de préjudices qui
vont justifier le colit de mesures de controle (Stern et al., 1959). On parle également de seuil
économique d’intervention ou seuil d’action qui correspond au niveau de densité de la
population d’agents pathogenes a laquelle 1’utilisation de moyens de contrdle est justifiée car
permet de prévenir la population d’augmenter jusqu’au seuil de préjudice économique (Stern
et al., 1959; Bouhssini and Trissi, 2019). En dessous de ce seuil, il n’y aurait pas de perte
économique significative sur la culture qui justifierait d’augmenter les cofits suite a 1’ utilisation
de moyens de contrdles (Bouhssini and Trissi, 2019).

3.3. Agents pathogenes dans les systemes de culture hors-sol

Les systemes de culture hors-sols sont sujets a de nombreux agents phytopathogenes et
certaines études visent a dresser I'inventaire de ces derniers ainsi que leurs moyens de
propagation et les symptomes qu’ils peuvent causer aux plantes. Ces derniers sont a I’heure
actuelle principalement étudiés en hydroponie et dans des systemes d’irrigation (Hong and
Moorman, 2005; Postma, Van Os and Bonants, 2008; Vallance et al., 2010).

Parmi les microorganismes pathogéniques couramment détectés, une menace majeure réside
dans la présence d’Oomycetes pathogenes tels que Pythium et Phytophtora (Postma, Van Os
and Bonants, 2008; Vallance et al., 2010). Ces organismes sont généralement considérés
comme étant bien adaptés aux environnements aquatiques. En effet, une majorité des membres
de ces genres sont capables de former des zoospores, spores flagellés capables de se déplacer
de maniere active dans ces environnements (reviewé par Hong and Moorman, 2005). Une fois
dans le systeme d’irrigation de 1’eau, ces zoospores peuvent attaquer les racines et entrainent le
développement de pourriture sur ces dernicres. Dans des conditions favorables, la
multiplication des zoospores de ces Oomycetes et leur dispersion dans I’environnement peut
étre explosive et produire une infection de la plante hote en quelques minutes (Postma, Van Os
and Bonants, 2008).

Les systemes de culture hors-sol sont également sujets a d’autres agents pathogenes tels des
bactéries, champignons et virus, plus d’informations sur ces derniers peuvent ainsi €tre dans les
reviews de la littérature réalisée par Hong et Moorman (2005), Postma, Van Os et Bonants
(2008) et Vallance et al (2010).
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Finalement, une enquéte a été réalisée en 2018 aupres de personnes pratiquant 1’aquaponie sur
les agents pathogenes ainsi que les symptomes développés par les plantes qu’ils rencontrent
dans leurs systemes de culture (Stouvenakers et al., 2019). Cette enquéte met en avant que les
plantes en aquaponie sont bel et bien sujets aux agents pathogenes et que les mesures de
controles de ces derniers ne sont pas toujours maitrisées par ces pratiquants. Ainsi, certains
agents pathogenes ont été identifiés grace aux symptomes développés par les parties aériennes
ou les racines des plantes. De méme, lorsque les symptomes n’étaient pas aisément reliables a
un agent phytopathogene, la présence de ceux-ci a également été répertoriée, bien que ces
derniers pourraient aussi étre la conséquence de stress abiotiques (Stouvenakers et al., 2019).

4. Lutte contre les agents pathogenes

La lutte contre les agents pathogenes est un grand challenge en aquaponie. En effet, un systéme
aquaponique est caractérisé par un microbiote plus diversifié qu'un systeme hydroponique et
ce a cause de I’intégration d’unités d’aquaculture et de biofiltration dans la méme boucle d’eau
(Somerville et al., 2014). De maniere générale, 1’aquaponie est composée de plantes, de
poissons et de bactéries. Les moyens de lutte contre les agents pathogenes tels les antibiotiques
utilisés en aquaculture ou les pesticides utilisés en hydroponie ne sont plus utilisables en
aquaponie car ils seraient toxiques pour les autres composantes vivantes du systeme (Nichols
and Savidov, 2012; Goddek et al., 2015). 1l devient nécessaire de développer des moyens de
lutte contre les agents pathogenes et les maladies qui minimisent les impacts sur I’ensemble du
systeme.

Cependant, méme si aucun agent pathogene n’est détecté dans le systeme, il reste important de
préserver les conditions n’entrainant pas le développement de maladies ou le cas échant
d’effectuer des traitements afin d’en prévenir I’apparition mais aussi, s’il est présent,
I’aggravation ou la propagation. C’est dans ce cadre que s’inscrivent les « bonnes pratiques
agricultures » ou GAP (Good Agricultural Practices). Selon la FAO, les GAP sont une série
de principes a appliquer aux étapes de production et de post-production qui permettent de
produire de maniere siire et saine des produits destinés a I’alimentation ou non, tout en prenant
en compte les aspects économiques, sociaux et de durabilité environnementale (FAO, 2016).
Dans le cadre de 1’aquaponie, le département de 1’agriculture des Etats Unis a publié en 2018
une note reprenant les principaux critéres a respecter afin d’étre certifié comme appliquant les
GAP (USDA, 2018).

Il existe trois catégories de traitements pour lutter contre les agents pathogenes qui sont
applicables en aquaponie : les traitements physiques, chimiques et biologiques. Les moyens
physiques et chimiques jouent principalement sur la désinfection de I’eau afin d’éliminer ou
d’inhiber les agents pathogenes tandis que les moyens biologiques utilisent des
microorganismes vivants pour lutter contre ces deniers (Whipps, 2001; Mori and Smith, 2019).

4.1. Désinfection physique

Le contrdle ou la désinfection physique est défini comme étant une méthode de désinfection
qui ne repose pas sur I'utilisation de produits chimiques ou d’agents biologiques. En aquaponie,
six méthodes physiques de désinfections pourraient €tre utilisées et sont décrites dans la
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littérature : 1’irradiation ultraviolet (UV), les diodes électroluminescentes (LED), le milieu de
filtration, la membrane de filtration, la chaleur et la sonication (Mori and Smith, 2019). Celles-
ci ne sont pas toujours utilisées ou prouvées comme étant efficaces dans un systeme
aquaponique mais font 1’objet de pistes de méthodes qui pourraient étre utilisées pour lutter
contre les agents pathogenes.

4.1.1. Irradiation ultraviolet (UV)

La désinfection par ultraviolet dans les systemes de culture hors-sol implique 1’exposition de
I’eau a une lumiere germicide allant de 200 a 280 nm (Sholtes et al., 2016; Mori and Smith,
2019). La principale mesure de I’efficacité de la désinfection UV est la dose, influencée par
divers facteurs tels que la réflexion, réfraction, intensité de la lumiere et le temps d’exposition,
qui est la quantité d’énergie recue par unité de surface sur une période de temps. Cette dose
détermine si les microorganismes dans I’eau perdent leur viabilité et s’ils sont inactivés (Hijnen,
Beerendonk and Medema, 2006). Cette technique endommage I’ADN qui va perturber la
réplication et endommage I’ARNm (Xu et al., 2018). Généralement, les bactéries sont les plus
affectées, suivies des protozoaires, des virus et des spores de bactéries (Hijnen, Beerendonk and
Medema, 2006). Cependant, 1’eau traitée doit contenir le moins de particules possibles, étre
propre et relativement non colorée, certains de ces facteurs pouvant étre ajustée avec une
filtration (Hong and Moorman, 2005).

4.1.2. Diodes électroluminescentes (LED)

La désinfection par diodes luminescentes se réalise en émettant une lumiere allant de 400 a 470
nm (Wang et al., 2017). Bien que le mécanisme d’action des LED ne soit pas encore totalement
compris, une hypothese est que cette lumiere excite naturellement des chromophores sensibles
a cette lumiere dans la cellule microbienne et provoque la production de dérivés réactifs de
I’oxygene cytotoxiques (Wang et al., 2017). Dans le cadre d’un systéme aquaponique,
I’implémentation de cette technique de désinfection impliquerait le placement de ces lampes
LED au-dessus du compartiment dédi€¢ aux poissons (Mori and Smith, 2019). Cependant, les
études réalisées sur cette technique ne concernaient encore que I’élimination d’agents
pathogenes dans de I’eau d’aquaculture (Roh, Kang, et al., 2018; Roh, Kim, et al., 2018)

4.1.3. Milieu de filtration

Cette technique est basée sur la filtration de la solution nutritive afin d’en séparer les agents
pathogenes présents dans celle-ci. Les matériaux étant les plus communément employés sont le
sable et la laine de roche (Boller and Kavanaugh, 1995). Cette filtration peut avoir lieu soit
avant l'entrée de 1’eau dans le systeme, soit a la sortie du systéme afin de prévenir la
recirculation des agents pathogenes (reviewé par Mori and Smith, 2019). En outre, elle permet
principalement de retenir les débris organiques, les microorganismes et les virus (Arndt and
Wagner, 2003).

Cette méthode de filtration peut étre qualifiée de rapide ou de lente, principalement basé sur le
débit d’eau filtré (Arndt and Wagner, 2003). La filtration rapide utilise des débits de 4167 a 19
792 1/m?h tandis que la filtration lente utilise des débits de 42 a 334 1/m?h (Arndt and Wagner,
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2003; Mori and Smith, 2019). L’efficacité du systeme dépend également d’autres facteurs telles
la composition du milieu, la température de I’eau, I’accumulation de débris et la fréquence de
lavage a contre-courant du systeme (Arndt and Wagner, 2003).

La filtration lente combine un procédé a la fois mécanique et biologique. En effet, une filtration
mécanique se produit lorsque les particules sont retenues par le filtre, tandis que la filtration est
biologique lorsque les microorganismes présents dans la solution nutritive interagissent avec
ceux qui grandissent déja sur et dans le milieu de filtration (Arndt and Wagner, 2003; Hijnen et
al., 2004; Guchi, 2015). Ce mécanisme de filtration biologique peut se dérouler grace au bas
débit d’eau mais aussi par le sable utilisé qui permet la formation de biofilm dans les premieres
couches du lit de sable méme si des activités de prédations pourraient également s’y dérouler
(Huisman and Wood, 1974; Guchi, 2015). Cependant, plus I’accumulation de ces
microorganismes, combinée a I’accumulation de débris présents dans 1’eau, sera importante
plus il sera important d’augmenter la fréquence de lavage a contre-courant du systeéme (Arndt
and Wagner, 2003).

L’efficacité de ces systemes vis-a-vis de certains agents pathogenes présents dans les systemes
de culture hors-sol a déja été expérimentée avec des systemes de filtration lente. En effet, il a
été établi que le taux de suppression était toujours supérieur a 90% et dans le cas des agents
pathogenes Pythium et Phytophtora, des taux de 100% ont été constatés (reviewé par Mori and
Smith, 2019).

Concernant la filtration rapide, celle-ci permet de filtrer des volumes plus élevés que la filtration
lente, et pourrait par conséquent étre plus adaptées pour des systemes de production importants
que la filtration lente (Arndt and Wagner, 2003; Mori and Smith, 2019). Cependant, le
phénomene d’accumulation de débris se réaliserait plus rapidement et requerrait des lavages a
contre-courant plus fréquents (Arndt and Wagner, 2003).

Dans le cas de 1’aquaponie, ce phénomene d’accumulation de débris pourrait poser problemes
quant a 'utilisation de ces méthodes. En effet, ce systtme présente une haute quantité de
particules solides en suspension qui pourraient accélérer le phénomene d’accumulation de
débris (Mori and Smith, 2019).

4.1.4. Filtration sur membrane

La filtration sur membrane peut étre utilisée afin de retirer de la solution a la fois les particules
et les substances dissoutes d’origine organique ou inorganique, incluant les substances
microbiologiques (Lekang, 2013). Cette méthode présente de nombreux avantages tels que : (i)
la séparation jusqu’a une taille ionique, (ii) la non utilisation de produits chimiques, (iii) phase
de transfert non couteuse, (iv) ne nécessite pas beaucoup d’espace, (v) le scale-up est facile,
(vi) le systeme peut €tre automatisé et (vii) le systeme peut étre adapté (Lekang, 2013).

Ces systemes permettent d’éliminer les propagules infectieuses de champignons, les bactéries
et les nématodes pathogenes de 1’eau en recirculation (Schuerger and Hammer, 2009). Pour ce
faire, il est important de sélectionner la bonne taille de pores, qui détermine ce qui sera rejeté
de ce qui ne le sera pas (Lekang, 2013). En effet, la microfiltration avec des tailles de pores de
10 a 100 nm est généralement utilisée pour cette application et permet de filtrer a des débits
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supérieurs a 200 1/m?h (Lekang, 2013). Cependant, plus la taille des pores diminue plus le risque
d’encrassement de la membrane augmente, réduisant le débit de I’eau et la différence de
pression a travers la membrane et par conséquent 1’efficacité du systeme. Une solution est
d’utiliser un préfiltre a pore plus larges (de 10 a 100 pm) afin de retenir les débris les plus
grossiers (Schuerger and Hammer, 2009). Des produits chimiques tel le peroxyde d’hydrogene
peuvent également €tre utilisés en tant que traitement contre 1’obstruction de la membrane
(Schuerger and Hammer, 2009). Néanmoins, 1’utilisation de produits chimique doit étre prise
en considération s’ils sont utilisés dans le cadre de 1’aquaculture, hydroponie ou aquaponie
(Mori and Smith, 2019).

4.1.5. Traitement par la chaleur

Le traitement par la chaleur, ou pasteurisation, est basé sur un échange de chaleur a travers une
paroi conductrice ol de I’eau en ébullition chauffe de 1’eau froide. Cette eau est ensuite traitée
jusqu’a la température requise pendant un temps défini (par exemple 95°C pendant 30s), apres
quoi I’eau traitée est refroidie (Runia, 1988; Runia and Amsing, 2001). La chaleur dégagée lors
du refroidissement de I’eau traitée est réutilisée pour chauffer de I’eau non traitée (Runia and
Amsing, 2001). Ce traitement par la chaleur permet de dénaturer les protéines des agents
pathogenes, les rendant inoffensifs (Mori and Smith, 2019).

Cette méthode permet une inactivation efficace des agents pathogenes de poissons et de plantes
dans I’eau. Cependant, selon les organismes, les températures et temps d’exposition varient
largement. De maniere générale, plus la température d’inactivation sera élevée, plus le temps
de traitement nécessaire sera court (reviewé par Mori and Smith, 2019).

Néanmoins, certaines études ne se concentrent pas principalement sur 1’inactivation d’agent
pathogene mais sur I’'impact qu’a la réduction de ce dernier sur les symptomes développés par
les plantes ou les poissons (Mori and Smith, 2019). 1l a été observé dans un systeme
hydroponique qu’un traitement thermique a 60°C pendant une minute contre P.
aphanidermatum permettait de réduire de plus de 95% les dommages occasionnés aux racines

(Albright et al., 2007).

4.1.6. Sonication

La sonication implique I’application d’ondes a hautes fréquences sur la solution nutritive en
vue d’inactiver les agents pathogeénes avant leur entrée dans le systeme de production (Bazyar
Lakeh et al., 2013; Mori and Smith, 2019). En pratique, une sonde est utilisée pour transmettre
des ondes de 20 a 40 kH dans I’eau (Albright et al., 2007). Ce procédé provoque un phénomene
de cavitation ce qui signifie la formation de bulles de vapeur sous basses pressions et leur
éclatement. L’éclatement de ces bulles dans la solution crée des conditions extrémes dans
lesquelles les cellules sont détruites (Albright ez al., 2007).

Cette méthode pourrait étre applicable afin de réduire les populations d’Oomycetes tel Pythium
en ayant un moindre impact sur les populations de bactéries bénéfiques. En effet, il a été
constaté qu’un traitement par sonication inactivait les zoospores de Pythium tandis que 75%
des cellules de Pseudomonas restaient viables. Ce phénomene s’explique par le fait que les
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zoospores de Pythium sont plus larges que les cellules de bactéries et sont de ce fait plus
sensibles a la sonication (Tu, J. C., Zhang, 2000).

4.2. Désinfection chimique

Certaines méthodes employant des moyens chimiques sont disponibles et ont déja été testées
pour I’aquaculture et des systemes hydroponiques en vue d’améliorer la qualité de I’eau et de
réduire les populations d’agents pathogenes. Cependant, ces méthodes : 1’utilisation de
surfactants, la chloration et I’ozonation, peuvent avoir des impacts négatifs sur la santé des
poissons et des plantes. Quand ces méthodes sont utilisées, un systeme permettant de pomper
I’eau dans une cuve séparée afin de la traiter et d’en retirer les composés toxiques est nécessaire
(Hong and Moorman, 2005; Mori and Smith, 2019).

4.2.1. Surfactant

L’utilisation de surfactants non-ionique présente une bonne efficacité lorsque la source
principale de propagation de maladies est les zoospores d’Oomycetes tels Pythium,
Phytophtora et Olpidium (Schnitzler, 2004). Les surfactants provoquent la perte de mobilité et
la lyse des zoospores tandis qu’a plus haute concentration, ils peuvent également inhiber
totalement la formation de zoospores et de vésicules (Stanghellini and Tomlinson, 1987). En
effet, les surfactants permettent de tuer rapidement les structures cellules sans paroi cellulaire,
rendant les zoospores et vésicules plus sensibles a ce traitement (Stanghellini ef al., 1996). Par
conséquent, les autres stades de développement tels le mycélium et les zoospores enkystés ne
sont pas affectés par les surfactants (Stanghellini and Tomlinson, 1987).

4.2.2. Chloration

Le chlore peut étre ajouté de différentes manieres telles que des granulés, injection gazeuse et
par électrolyse de chlorure de sodium (Hong and Moorman, 2005). Le chlore agit sur les
cellules en pénétrant dans celles-ci et en réagissant avec les composés intracellulaires sans
réaliser de dommages significatifs en surface ou affecter la perméabilité membranaire (Cho et
al.,2010). L’efficacité de cette méthode est influencée par le pH de 1’eau, la teneur en composés
organiques et inorganiques, la charge microbienne dans 1’eau ainsi que le stade de vie de I’agent
pathogene. Cependant, les concentrations nécessaires afin d’éliminer les agents pathogenes de
plantes sont connues comme pouvant étre toxiques pour les plantes et les poissons (Zillich,
1972; Hong and Moorman, 2005). Comme pour les surfactants, chaque stade de vie n’a pas la
méme sensibilité au chlore. En effet, les kystes et les zoospores s’averent étre plus sensibles
que les sporanges, hyphes, conidies et mycéliums (Cayanan et al., 2009).

4.2.3. Ozonation
L’ozone (O3) est un agent oxydant puissant qui réagit lorsqu’il entre en contact avec la matiere
organique. Selon le temps d’exposition et la concentration en ozone, cette méthode est capable

de tuer tous les organismes présents dans I’eau notamment grace a I’altération de la perméabilité
de la membrane cellulaire (Arana et al., 1999; Postma, Van Os and Bonants, 2008).
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Contrairement a la chloration, I’ozone ne pénétre pas dans la cellule et n’effectue des dommages
qu’en surface (Cho et al., 2010).

L’ozone est produit a partir d’air sec et d’électricité et utilisant un générateur d’ozone,
provoquant la réaction suivante : 302 — 203. L’air enrichi en ozone est alors injecté dans 1’eau
(Postma, Van Os and Bonants, 2008).

Cependant, I’ozone réagit également avec les chélates de fer, provoquant sa précipitation et son
dépot dans le systeme d’irrigation. Le fer est rendu non disponible pour la plante et de plus
hauts dosages sont nécessaires (Postma, Van Os and Bonants, 2008). Par ailleurs, en présence
de certains composés tels que le brome (Br’), I’ozonation entraine la formation de sous-produits
qui pourraient avoir des effets toxiques (Wu et al., 2019).

4.3. Controle biologique

Le contrdle biologique a été défini par Cook et Baker (1983) comme étant la réduction de la
quantité d’inoculum ou de l’activité d’un agent pathogene induisant une maladie, cela est
accompli par un ou plusieurs organismes autres que I’homme. Les organismes employés dans
ce controle biologique et ayant une activité de suppression sur I’agent pathogéne sont nommés
par le terme d’agent de contrdle biologique (Pal and McSpedden Gardener, 2006). Il peut étre
considéré que I’intérét croissant porté a la lutte biologique a été animé par la préoccupation du
public quant a I’utilisation de produits chimiques dans I’environnement et le besoin d’y trouver
une alternative afin de lutter contre les maladies (Whipps, 2001). Dans le cadre des systemes
de culture hors-sol, ces organismes antagonistes sont principalement des bactéries,
champignons et virus ayant des effets antagonistes sur les agents pathogenes des plantes. Les
bactéries les plus représentées sont les genres Pseudomonas et Bacillus (Paulitz, 1997; Whipps,
2001). Cependant, malgré les possibilités qu’offrent ces organismes, peu de développements de
produits ont été effectués et des efforts doivent encore étre fournis en ce sens (Postma, Van Os
and Bonants, 2008; Stouvenakers et al., 2019).

En théorie, la lutte biologique devrait s’avérer étre plus efficace en aquaponie que dans les
systemes d’agriculture conventionnelle étant donné la plus faible diversité de microorganismes
dans les systemes de culture hors-sol. Il a été suggéré qu’il serait plus simple d’installer les
conditions environnementales propices au développement de microorganismes bénéfiques pour
le systtme aquaponique (Koohakan et al., 2004). 11 est néanmoins nécessaire que ces
microorganismes soient trés bien adaptés aux conditions environnementales. Qui plus est,
I’introduction d’agents de biocontrdle en concentration suffisante est plus simple dans les
systemes de culture hors-sol que dans une culture en champs parce que 1’acces au volume
environnant la racine, 1’eau, est plus simple. De méme, introduire des agents de lutte biologique
dans un systtme avec un microbiote encore déséquilibrée, par exemple en début de
fonctionnement ou apres une désinfection du systeme de culture, est a priori plus simple que
dans un systéme avec une forte compétition ou des microorganismes sont déja établis comme
dans le sol (Paulitz, 1997; Postma, Van Os and Bonants, 2008).

Vallance et al. (2011) a réalisé un compte-rendu dans lequel il fait état des éléments qui laissent
a penser que les bactéries indigenes des systemes de cultures hors-sol tel I’aquaponie pourraient
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avoir un effet suppressif contre certaines maladies. L’effet suppressif a été défini dans le cas de
I’hydroponie par (Postma, Van Os and Bonants, 2008) comme les cas ou (i) I’agent pathogene
ne s’établit ou ne persiste pas ou (ii) s’établit mais cause peu ou pas de dommages. Bien que
cet effet suppressif puisse €tre exercé par des facteurs abiotiques de I’environnement, il est dans
la plupart des cas di a la présence de microorganismes ou de composés d’origine microbienne
(James and Becker, 2007; Exp6sito et al., 2017).

Tout d’abord, le role du microbiote naturel dans la suppression de certaines maladies a été
étudié en comparant les systemes de cultures avec et sans leur microbiote, apres désinfection
du systeme, et il a été mis en évidence que ce microbiote naturel pouvait avoir un effet
suppressif sur ces maladies. Qui plus est, une haute densité de bactéries dans la rhizosphere
peut également limiter une attaque d’agent pathogene sur les racines. En aquaponie, il peut étre
considéré que le mécanisme de recyclage des nutriments provenant de I'unité d’aquaculture
peut également €tre une méthode préventive de controle d’agents pathogenes de plantes grace
a sa richesse en microorganismes qui pourraient ainsi jouer un rdle de lutte contre les agents
phytopathogenes, notamment par la présence de microorganismes non pathogenes occupant la
méme niche écologique que les agents pathogenes (Gravel et al., 2015). Une hypothese a été
formulée quant a I’implication de ce microbiote indigene sur la biosuppression de maladies
(Stouvenakers et al., 2019).

Ces agents de lutte biologique peuvent exprimer une large gamme d’activités différentes selon
la maniere avec laquelle ils interagissent avec la plante ou les agents pathogeénes (Pal and
McSpedden Gardener, 2006). Dans cette partie, il sera plus principalement abordé les modes
d’actions employés par les agents de lutte biologique plutot qu’une analyse détaillée de certains
agents de biocontrdle. Différents modes d’actions pouvant induire un effet antagoniste seront
abordés : I’antibiose, le parasitisme, la compétition pour les ressources et 1’induction de
mécanismes de résistance chez la plante (Whipps, 2001; Postma, Van Os and Bonants, 2008).
Cependant, un organisme peut dans certaines situations utiliser plusieurs modes d’actions
antagonistes, il est ainsi parfois difficile de catégoriser un individu comme utilisant
spécifiquement un mode d’action.

43.1. Antibiose

L’antibiose est un moyen d’antagonisme réalisé par I’intermédiaire de métabolites, spécifiques
ou non, d’origine microbienne, incluant les agents lytiques, les enzymes, les composés volatiles
et les autres substances toxiques (Jackson, 1965). Ces composés dits antibiotiques sont déléteres
pour la croissance d’autres microorganismes ou affectent leurs activités métaboliques
(Thomashow and Bakker, 2015). Cependant, il reste important de ne pas sélectionner un
organisme antagoniste uniquement parce qu’il démontre des comportements antagonistes dans
des cultures artificielles. En effet, ces organismes doivent aussi posséder des compétences dans
I’environnement dans lequel ils seront appliqués, telle la rhizosphere, et d’y produire des
métabolites dans des conditions naturelles (Jarvis, 1992; Thomashow and Bakker, 2015).

De maniere générales, deux genres bactériens, Pseudomonas et Bacillus, sont les plus étudiés
comme €tant des agents de biocontrole produisant des composés antibiotiques. Bacillus spp. est
le plus communément commercialisés grace a sa formulation plus aisée sous forme de spores
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(Whipps, 2001; Thomashow and Bakker, 2015). Le genre Bacillus, produit des lipopeptides
cycliques qui sont directement impliqués dans des mécanismes d’antibiose contre des agents
pathogenes du sol et des champignons phytopathogenes incluant des genres tels que Fusarium,
Rhizoctonia, Botrytis, Penicillium et Aspergillus (Raaijmakers et al., 2010). Pseudomonas spp.
produit également des lipopeptides dont beaucoup peuvent avoir un impact significatif sur des
Oomycetes tels Phytophtora et Pythium spp. mais aussi sur des bactéries telles que Rhizoctonia
(Yang et al., 2013)(Thomashow and Bakker, 2015).

Des lors, grace a I’action curative possible des antibiotiques et de leur large spectre d’action,
notamment contre les champignons, ces organismes peuvent €tre utilisés en tant que moyen
efficace de lutte biologique contre les agents phytopathogenes (Jijakli, 2003). Cependant,
I’utilisation de composés antibiotiques peut également induire une résistance chez 1’agent
pathogene ciblé (Jijakli, 2003).

4.3.2. Parasitisme

Le parasitisme peut étre définit comme étant une relation dans laquelle deux organismes non
phylogénétiquement li€s coexistent sur une durée de temps prolongée. L’ un des organismes, le
parasite, en tirant des bénéfices et 1’autre, 1’hote, qui subit des dommages mesurables (Pal and
McSpedden Gardener, 2006). D’un point de vue de biocontrle, on parle plus souvent
d’hyperparasitisme lorsqu’un agent de lutte biologique parasite un agent phytopathogene, cette
attaque menant a la mort de I’agent pathogene ou a celle de ses propagules (Pal and McSpedden
Gardener, 2006)

Dans I’hyperparasitisme, on distingue principalement trois classes : (i) les holoparasites, ou ces
derniers ne peuvent compléter leur cycle de vie sans exploiter 1’hote approprié, (ii) les
hypovirus, qui entrainent une hypovirulence et donc la réduction de la capacité de I’agent
pathogene a induire une maladie et (iii) les parasites facultatifs, qui ne sont pas obligés de
réaliser d’action parasitaire pour compléter leur cycle de vie.

Les bactéries, et plus particulierement les actinomycetes, sont capables de parasiter et de
dégrader les spores de champignons pathogenes de plantes. Cette relation peut s’étendre du
simple attachement de la bactérie a I’agent pathogene avec un passage des nutriments de ce
dernier a la bactérie, ou la croissance de 1’agent pathogene est inhibée, a une lyse complete et
une dégradation de 1’hyphe suite a la production d’enzymes dégradant les parois cellulaires
(Whipps, 2001).

4.3.3. Compétition pour les ressources

La compétition pour les ressources a généralement lieu pour deux ressources : les nutriments et
I’espace. Cette compétition a lieu lorsque plusieurs microorganismes consomment
simultanément le méme composé (Jijakli, 2003). Un agent antagoniste efficace présentera des
qualités essentielles telles qu’une colonisation rapide de I’environnement a protéger ainsi
qu’une utilisation rapide et efficace des nutriments méme si ces derniers sont présents en faible
quantités dans son environnement, cela pouvant résulter en une inhibition de la croissance de
I’agent pathogene (Jijakli, 2003). Les bactéries et levures présentent un avantage certain sur les
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tubes germinatifs des champignons car possédant un rapport surface-volume plus élevé (Jijakli,
2003).

Parmi les compétitions pour les nutriments, une des plus étudiées est la compétition pour le fer
(Whipps, 2001; Jijakli, 2003). Lors de conditions de carence en fer, les bactéries sont capables
de produire une variété de composés, des sidérophores, ayant une haute affinité avec le fer et
capables de chélater ce dernier (Whipps, 2001). Les sidérophores sont des « molécules de faible
poids moléculaire chélatrices du Fe3+ et servant de transporteur de 1’ion ferrique a I’intérieur
de la cellule » (Jijakli, 2003). Par ce phénomene, le peu de fer qui était présent dans la
rhizosphere devient indisponible pour les champignons pathogenes présents, limitant ainsi leur
développement. Par exemple, il a été illustré que le sidérophore pyoverdine produits par
plusieurs especes de Pseudomonas avaient un role dans le contrdle d’especes de Pythium et de
Fusarium (Whipps, 2001).

4.3.4. Induction de résistance chez la plante-hote

La plante peut développer une résistance a la suite d’une infection par un agent pathogene, en
réponse a un insecte herbivore, en réponse a un traitement chimique spécifique mais aussi par
la colonisation des racines par des microorganismes. Cette induction de résistance est
caractérisée par I’activation de mécanismes de défense latents qui seront exprimés si un contact
avec un agent pathogene a lieu a nouveau. On parle aussi de résistance systémique induite car
la résistance n’est pas seulement effective a 1’endroit du premier contact mais aussi dans les
autres parties de la plante (Pieterse et al., 2014).

L’avantage de I’utilisation d’organismes pour induire cette résistance systémique chez la plante
est qu’aucun symptome visible n’est causé a la plante hote (van Loon, Bakker and Pieterse,
1998). Si cette résistance est induite a 1’aide de composé€s microbiens qui induiront une
résistance contre 1’agent pathogene, ces composés sont plus généralement appelés éliciteurs
(Lepoivre, 2003).

Il a également été mis en évidence que des sidérophores, molécules impliquées dans la
compétition pour le fer, sont aussi impliquées en tant qu’éliciteurs efficaces de la résistance
systémique induite (Thomashow and Bakker, 2015). Par exemple, les Pseudomonas produisent
deux sidérophores, la pyocheline et I’acide salicylique, qui pourraient ainsi agir en tant
qu’éliciteurs dans le cas de certaines plantes (Whipps, 2001). Des lors, il est difficile d’établir
si I’activité de biocontrdle de 1’agent de lutte biologique est di a la compétition pour le fer, a
I’induction de résistance systémique, ou aux deux (Thomashow and Bakker, 2015).

5. Effet suppressif contre Pythium aphanidermatum en aquaponie

En aquaponie, trés peu d’informations sont disponibles quant a une capacité du microbiote
aquaponique d’offrir une possible protection a la plante. Malgré cela, en considérant les
avancées déja réalisées a ce sujet en hydroponie et en aquaculture recirculée, il est envisageable
que cet effet soit également présent en aquaponie (reviewé par Stouvenakers et al., 2019). De
fait, I’effet suppressif dans les cultures hors-sol a déja été reviewé par Postma et al. (2008) et
Vallance et al. (2010) mais ces derniers n’ont pas clairement identifié les organismes impliqués
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dans cette action suppressive. L’ implication de cet effet suppressif était généralement évaluée
par une élimination du microbiote, désinfection du systeme qui était ensuite réinoculé. Il a
également été suggéré que la recirculation de 1’eau pourrait permettre un meilleur
développement ainsi qu’une meilleure dispersion des microorganismes bénéfiques impliqués
dans I’effet suppressif par rapport a des systeémes ouverts sans recirculation (reviewé par
Stouvenakers et al., 2019).

Par ailleurs, un effet suppressif contre les agents phytopathogenes a aussi été observé dans le
sol (Weller et al., 2002; Latz et al., 2016) et en compost (Antoniou et al., 2017; Milinkovi¢ et
al., 2019; Wang et al., 2019). 1l a ainsi été suggéré que la présence simultanée de plusieurs
genres bactériens tels que Actinomyces, Bacillus et Pseudomonas permettrait d’augmenter
fortement la capacité suppressive d’un sol (Latz et al., 2016). De méme, des genres pouvant
avoir des activités antagonistes tels Bacillus, Microbacterium, Pseudomonas ont été identifiés
en compost (Antoniou et al., 2017)

Cependant, il peut également étre suggéré que cet effet suppressif soit affecté par un autre
facteur, la matiere organique. Cette matiere organique pourrait ainsi conduire a un écosysteme
microbien plus équilibré incluant la présence d’organismes antagonistes et qui serait ainsi moins
propice au développement d’agents phytopathogenes (reviewé par Stouvenakers et al., 2019).
Cela ayant déja été constaté dans le sol et en compost étant donné qu’un effet suppressif peut y
étre amélioré suite a I’ajout de matiere organique, tels les acides humiques ou fulviques (Weller
et al., 2002; Milinkovi¢ et al., 2019).

Par conséquent, si 1’effet suppressif a été constaté en hydroponie et en aquaculture recirculée,
ainsi qu’en sol et en compost, étant des environnements tres riches en matieres organiques, il
est possible de formuler une hypothese. Celle-ci supposerait que 1’aquaponie, étant un systéme
a eau recirculée et un environnement riche en matiere organique, devrait présenter un
consortium de microorganismes pouvant exercer une action suppressive contre des agents
pathogenes tel P. aphanidermatum.

6. Séquencage haut-débit et caractérisation de communautés
microbiennes

Depuis longtemps, les technologies développées par les scientifiques pour 1’étude de la
microbiologie environnementale étaient limitées aux techniques microscopiques et de culture
(Deutschbauer, Chivian and Arkin, 2006). Cependant, un frein majeur a ces techniques est qu’il
n’est pas toujours possible de détecter, avec des méthodes dépendantes de mises en cultures,
les organismes souhaités car ceux-ci nécessitent des conditions de croissance qui ne peuvent
facilement étre reproduites en laboratoire (Lagier et al., 2015). En effet, seule une tres faible
proportion de microorganismes sont actuellement capables d’étre isolés ou cultivés dans des
conditions standards de laboratoire (Deutschbauer, Chivian and Arkin, 2006; Cruaud et al.,
2014). C’est pour cela que des alternatives se sont développées et permettent de séquencer
certaines régions du matériel génétique afin de pouvoir en analyser les séquences
ultérieurement, le séquencage haut-débit ou séquencage de nouvelle génération (Metzker,
2010).
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Le séquencage haut-débit offre de nouvelles opportunités et particulierement celle d’analyser
tous les microorganismes présents dans un échantillon et d’en dresser le profil sa population,
cela est appelé la métagénomique. Plus rigoureusement, la métagénomique correspond au
séquencage non ciblé de tous les génomes microbiens présents dans un échantillon (Quince et
al., 2017). Cette technologie est particulicrement importante dans le cadre de 1’aquaponie et
plus particulierement dans 1’étude des interactions entre les populations microbiennes et leur
environnement (Munguia-Fragozo et al., 2015). Grace a ces nouvelles technologies, il est
possible d’évaluer le potentiel des communautés microbiennes en aquaponie pour de futures
utilisation biotechnologiques (Munguia-Fragozo et al., 2015).

Cependant, il reste important de tenir compte du fait que la caractérisation de communautés
microbiennes grace au séquencage haut-débit implique également des biais, notamment a
travers chaque étape réalisée telles 1’extraction ADN, I’amplification PCR ou encore 1’analyse
de données qui peuvent modifier la composition des échantillons analysés (Cruaud et al., 2014).

Finalement, une étape d’amplification par PCR d’un fragment du génome est nécessaire pour
la majorité des méthodes de séquencage et cette derniere est tres importante. En effet, il est
important de choisir la bonne région a amplifier afin de pouvoir caractériser I’ensemble de la
population microbienne (Cruaud et al., 2014). De maniere générale, la caractéristique
recherchée pour ces régions est une alternance des régions conservées et hypervariables, la
présence des régions conservées permettant le design d’amorces dites universelles car elles sont
supposées pouvoir s’hybrider a des organismes encore inconnus (Cruaud et al., 2014).
Cependant, selon les organismes que I’on souhaite identifier, les régions a amplifier ne sont pas
toujours les mémes (Voir partie 6.1. Régions étudiées).

6.1. Régions étudiées
6.1.1. ARN ribosomial 16S

La caractérisation de communautés bactériennes est tres largement réalisée grace au séquencgage
des genes codant pour I’ARN ribosomial 16S (Yang, Wang and Qian, 2016). Cette région est
composée de neuf régions hypervariables nommées V1-VO alternant des zones hautement
conservées et hypervariables mais, étant donné par la longueur limitée de séquencgage des
technologies HTS, seulement une partie de I’ ARNr 16S est séquencé (Munguia-Fragozo et al.,
2015; Yang, Wang and Qian, 2016). Pour la caractérisation de communautés bactériennes
complexes, bien qu’aucune région hypervariable seule ne soit capable de distinguer toutes les
bactéries, les régions hypervariables V2, V3 et V6 présentent le plus d’hétérogénéité et sont
ainsi capables de présenter un haut pouvoir discriminant (Chakravorty et al., 2007). Ainsi,
plusieurs jeux d’amorces ont été désignés et dans le cas de I’aquaponie, on retrouve notamment
Schmautz et al. (2017) et Eck et al. (2019) qui ont utilisé les amorces 27F et 534R (région V1-
V3) afin d’en caractériser les populations bactériennes dans différents compartiments.

6.1.2. Internal Transcribed Spacer

Pour la caractérisation de population de champignons, I’ Internal Transcribed Spacer (ITS) est
généralement utilisé (Schoch et al., 2012; Toju et al., 2012). Ce marqueur universel pour les
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champignons consiste en deux zones hypervariables (ITS1 et ITS2) comprises entre la petite
sous-unité d’ARNr 18S et la grande sous-unité d’ ARNr 288, et séparées par la région d’ARNr
5,8S (Figure 4).

Ces régions ont en effet été démontrées comme possédant la plus haute probabilité
d’identification correcte parmi deux autres régions, I’ARN ribosomique 28S et I’ARN
ribosomique 18S (Schoch et al., 2012). Cependant, 1’identification d’organismes jusqu’au
niveau de I’espece n’est pas possible avec un seul marqueur génétique. Qui plus est, 'ITS ne
permettrait pas la réalisation d’analyses phylogénétiques (Schoch et al., 2012).

La Figure 4 recense plusieurs combinaisons d’amorces qui sont utilisées pour la caractérisation
de communautés de champignons dans des environnements tres divers (Toju et al., 2012). Pour
I’instant, aucune analyse métagénomique des communautés fongiques n’a encore été effectuée
dans un systeme aquaponique, il est ainsi difficile de statuer sur 1’utilisation préférentielle de
certaines amorces.

ITS1-F_KYO2 ITE3_KYO2
ITS'_-:.KYCH ITST‘.tO'I
|T-EE- SBAZF
NSA3  NSH ITS5 53-,':;
NS? TSQW? -:L ll-b’:
|IIM _II\
ITS1 ITS2
FEQFOFI J;—: reglon ITS-‘-l ITS-lt‘i- hLCZ TH|JJ+.-5«I"I1L.I'I _R‘
S8AZR ITSBmun  NL4B NLEBmun
ITS10mun ITS4_KYO1 ﬁﬁ
ITS2_KYO1 ITS4_KYO2
ITS2 Ky02 IT34_KYO3

Figure 4: Carte de genes de d'ARN ribosomiques et de leurs régions ITS. Les amorces forward (fleche vers la
droite) et reverse (fleche vers la gauche) permettant I’amplification de ces régions sont représentées (Toju et al.,
2012).

6.2. Analyse bioinformatique

L’analyse bioinformatique de données de séquencgage issues de communautés microbiennes est
souvent réalisée a 1’aide de plateforme QIIME, bien qu’il en existe d’autres. QIIME
(Quantitative Insight Into Microbial Ecology, trad Apercu quantitatif de 1’écologie
microbienne) est un logiciel développé depuis 2010 qui permet I’analyse de communautés
microbiennes. En effet, les quantités d’informations générées par le s€équencage haut-débit étant
trés importantes, un logiciel permettant de les traiter efficacement est nécessaire. Ce logiciel
permet le traitement de ces données et plus particuliecrement 1’analyse des communautés
microbiennes ainsi que leur visualisation sous forme de figures et graphiques (Caporaso,
Kuczynski, et al., 2010). Cette analyse se réalise généralement par une succession de scripts
exécutés par I’utilisateur et un plan de travail a partir de données brutes jusqu’a 1’analyse des
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taxons et des diversités o et B a été dressé par Lawley et Tannock (2017). Ici, un intérét
particulier a été porté sur la comparaison des méthodes d’assignation taxonomique.

6.2.1. Méthodes d’assignation taxonomique

L’étape d’assignation taxonomique est une des plus cruciales et QIIME propose plusieurs
méthodes dont UCLUST, sa méthode par défaut, le RDP classifier et BLAST (Wang et al.,
2007; Camacho et al., 2009; Edgar, 2010; Almeida et al., 2018). Ces méthodes influencent
I’analyse bioinformatique par la précision des algorithmes de classification qu’elles utilisent
(Almeida et al., 2018).

La méthode UCLUST est la méthode par défaut proposée par QIIME 1. UCLUST est un
algorithme de clustering de séquences qui emploie la méthode USEARCH afin d’assigner des
séquences aux clusters. Cette méthode fonctionne en classant les séquences de la base de
données selon le nombre de « mots » qu’elles ont en commun avec la séquence d’intérét de
maniere décroissante. Ainsi, cela permet de dire que (i) si un hit existe dans la base de données,
il devrait se trouver parmi les premiers candidats et (ii) la probabilité que ce hit existe diminue
au fur et a mesure que le nombre de tentative infructueuses augmente. Cela permet d’analyser
uniquement les premiers candidats sans perte importante de sensibilité (Edgar, 2010).

BLAST est un des outils les plus populaires en bioinformatique. Cette méthode, en plus de
réaliser des alignements de séquences d’intéréts sur des bases de données, fournit une valeur
« attendue », la e-value, qui est une information statistique sur la signification de chaque
alignement. Ainsi, I'utilisation du BLASTn ou du MEGABLAST permet de comparer des
séquences nucléotidiques a une base de données aussi composées de nucléotides (Camacho et
al., 2009).

La méthode RDP est quant a elle basée sur la classification naive bayésienne qui est un modele
probabilistique simple qui calcule une série de probabilités sur base des fréquences et des
combinaisons de valeurs dans le jeu de données. De méme, cela est basé sur le théoreme de
Bayes et suppose que tous les attributs sont indépendants (Patil and Sherekar, 2013). L avantage
de cette méthode est qu’en plus de fournir le meilleur match d’assignation taxonomique, elle
offre également un score de confiance par rapport a I’assignation réalisée (Lan et al., 2012).

Différentes études ont déja réalisé des comparaisons de ces méthodes d’assignation
taxonomiques grace a 1’utilisation de mock communities. Bokulich et al. (2018) ont comparé
ces trois méthodes et ont mis en évidence que UCLUST présentait la précision la plus faible
tandis que RDP était la méthode la plus efficace en termes d’assignation taxonomique a la fois
pour des données issues d’ARNr 16S ou d’ITS.

a. Intérét des mock communities

Dans ce genre d’études, les mock communities sont généralement utilisées car elles sont
composées de mélanges de cellules microbiennes ou d’ADN a des ratios connus (Bokulich e?
al., 2016). Celles-ci permettent de pointer trois types de controles de la qualité dans les
expériences de métagénomique : (i) monitorer I’effet de batch de différents cycles de traitement
des échantillons, (ii) évaluer les variations induites par le choix des protocoles de traitement des
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échantillons et (iii) étudier les différences entre les observations et la composition actuelle de
la communauté (Brooks et al., 2015).

Dans le cas de I'utilisation de mock communities pour 1’évaluation de méthodes d’assignation
taxonomiques, trois indices sont généralement utilisés, la précision, le rappel et la F-measure,
nécessitant de connaitre au préalable la classification de chaque séquence, 1’ utilisation de mock
communities (Bokulich et al., 2018). Le rappel, aussi appelé, sensibilité, est la proportion de
vrais positifs correctement prédits positifs (Powers, 2011). En d’autres mots, il s’agit du nombre
d’objets prédits positifs par rapport a I’ensemble de tous les éléments positifs. Tandis que la
précision ou la confiance représente la proportion d’objets prédits positifs qui sont correctement
de vrais positifs (Powers, 2011). Il s’agit alors de la proportion de vrais positifs par rapport a la
somme de ces vrais positifs et des faux positifs.

Cependant, lorsque I’on cherche a améliorer un de ces indices, 1’ autre est généralement déprécié

(Bokulich et al., 2018). Une mesure plus harmonique est ainsi utilisée, la F-measure, les

2xprecision*xrappel R
P PP Cette mesure reflete

combinant de la maniere suivante : F — measure = —
precision+rappel

plus globalement 1I’efficacité d’une méthode (Powers, 2011).

6.3. Etude de la diversité

Apres 1’assignation taxonomique, la diversité o et B des communautés bactériennes est
généralement étudiée.

6.3.1. Diversité a

La diversité alpha correspondant en la mesure de la diversité au sein d’une communauté ou
d’un échantillon. Cette mesure peut soit étre mesurée de maniere simple a travers le nombre
d’especes observées, ou d’OTUs (Operational Taxonomic Unit), correspondant ainsi en la
richesse en especes (Lawley and Tannock, 2017). Une autre mesure similaire est ’indice Chaol
qui estime le nombre d’especes présentes dans I’échantillons sur base du nombre d’OTUs
observés et du nombre de singletons (OTU composé d’une séquence) et de doubletons (OTU
composé de deux séquences), Chaol fournit ainsi une estimation sur des especes non détectées
et est en théorie plus importante que le nombre d’OTUs observés (Chao and Chiu, 2016).

L’indice de Shannon peut également étre mesuré et correspond a une mesure de la diversité des
especes. Il consiste en la mesure de la quantité d’information inversement proportionnelle a la
probabilité d’occurrence de cette observation. Ainsi, cet indice porte plus d’importance aux
individus rares qu’aux individus communs (Marcon, 2018).

6.3.2. Diversité

L’analyse de la diversité beta permet un apercu qualitatif des différences entre plusieurs
communautés, il est ainsi possible d’observer des différences entre des traitements différents.
Cette diversité peut €tre estimée grace a des mesures prenant compte de I’information
phylogénétique ou non, ainsi qu’en prenant ou non compte des abondances relatives des
individus (weighted, unweighted) (Lawley and Tannock, 2017). Par défaut, QIIME calcule les
distances UniFrac weighted et unweighted, qui est une mesure prenant compte de la phylogénie
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(Lozupone, Hamady and Knight, 2006; Lawley and Tannock, 2017). Il est cependant possible
d’utiliser la mesure de dissimilarité Bray-Curtis lorsque la phylogénie n’est pas incluse dans
I’analyse de la diversité beta, celle-ci semblant €tre plus généralement utilisée pour 1’étude de
communautés fongiques (Xu et al., 2012; Li et al., 2018; Koechli et al., 2019).

III. CONTEXTE ET OBJECTIFS

Deux réplicas d’une expérience in vivo sur la laitue (Figure 5) ont été réalisés par Gilles
Stouvenakers durant son doctorat et ont permis de démontrer 1’effet suppressif d’une eau
aquaponique contre I’agent pathogene Pythium aphanidermatum. Cependant, durant ces mémes
essais, I’effet suppressif observé sur la maladie racinaire avec de 1’eau aquaponique n’a pas été
rencontré avec de I’eau hydroponique ou de I’eau aquaponique complémentée. Dans ces mémes
expériences, des témoins sains, ¢’est-a-dire sans inoculation de 1’agent pathogene ont également
été mis en place. L’hypothese émise pour expliquer 1’effet suppressif rencontré avec I’eau
aquaponique est celle de I'implication d’un microbiote bénéfique. Microbiote qui serait
différent en hydroponie et perturbé dans le cas de 1’aquaponie complémentée a la suite d’ajout
de sels nutritifs et a la modification du pH dans le but d’atteindre les niveaux établis en
hydroponie. C’est dans ce but qu’a été entrepris 1’analyse de trois microbiotes racinaires des
laitues ayant poussées durant les 2 expérimentations, c’est-a-dire la rhizosphere, la rhizoplane
et ’endosphere. L’analyse a été réalisée par séquencage Illumina 16S et ITS sur les échantillons
prélevés lors de ces expériences.

Cette expérimentation releéve ainsi pour objectif principal de comparer le microbiote racinaire
promu par les 3 conditions expérimentales et de mettre en évidence des organismes qui
pourraient avoir un effet suppressif contre 1’agent pathogene Pythium aphanidermatum en
aquaponie. Des objectifs secondaires portant sur 1’analyse bioinformatique ont aussi été posés
et sont les suivants :

- Mettre une évidence une méthode d’assignation taxonomique qui présente les
meilleures performances pour I’analyse de séquences 16S ou ITS1 issues du séquencage
haut-débit.

- Evaluer I'effet de I’ajout de séquences rejetées par le logiciel d’analyse bioinformatique
lors de I’appariement des séquences sur les résultats bioinformatiques
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Figure 5 : Photos d’une des deux expériences in vivo réalisée par Gilles Stouvenakers. (Photos : Gilles
Stouvenakers)

IV. MATERIEL ET METHODE

1. Manipulations en laboratoire

A la suite de I’expérimentation décrite dans la partie « Contexte et objectifs », des échantillons
correspondants a différents microbiomes de la laitue avaient été récoltés et étaient disponibles
pour les manipulations de ce travail. La maniere dont ces échantillons ont été récoltés et
conservés est décrite dans la partie suivante.

1.1. Récolte et conservation du microbiote racinaire des laitues

Trois microbiomes ont été récoltés en fin d’expérimentation : la rhizosphere, la rhizoplane et
I’endosphere.

Dans les expérimentations mises en place, la rhizosphere correspondait a 1’eau directement
influencée par les racines. Dans ce cas particulier ou le systeme de culture était constitué d’un
bac (L x 1 x H de 36,3cm x 42,5cm x 26,3cm) rempli de 201 d’eau correspondant au traitement
(eau hydroponique (HP), aquaponique (AP) et aquaponique complémentée (AP+)). Un
mouvement d’eau dans ces derniers était assuré par un bulleur actionné par une pompe a air
fonctionnant toutes les 6 heures. La rhizosphere des 4 laitues soutenues par un radeau en
polystyrene flottant, a été considérée comme étant ’entiereté des 201 d’eau contenus dans le
bac. Par conséquent, 30ml d’eau de chaque bac de culture ont été échantillonnés a la fin de
I’expérimentation, puis mélangés a 10ml de glycérol (VWR) autoclavé et conservés a -20 °C.

La rhizoplane a ensuite été récoltée par lavage des racines des laitues. Pour ce faire, 0,5g de
racines de chacune des laitues ont été échantillonnés et ajoutés dans un tube a centrifugation de
50ml contenant 30ml de tampon stérile de phosphate de potassium + tween (KH>PO4 0,05M
(Merck), KoHPO4 0,05M (Merck) et 0.05% de tween 80). Le tube a centrifugation a ensuite été
plongé dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes afin que le microbiote présent en surface
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des racines, la rhizoplane, s’en détache et soit en suspension. Les racines ont été retirées du tube
a centrifugation et le tampon phosphate contenant la rhizoplane a été mélangé a 10ml de
glycérol autoclavé et conservé a -20 °C.

Les racines utilis€ées pour la récupération du microbiote de la rhizoplane ont ensuite été
désinfectées en les immergeant pendant une minute dans de 1’alcool (Merck), trois minutes dans
de I’hypochloride de sodium (3,78%, VWR) et trois fois trois minutes dans de 1’eau distillée
stérile. Les racines maintenant désinfectées en surface mais contenant encore le microbiote de
I’endosphere dans ses tissus ont été conservées a -80 °C apres une congélation flash a I’azote
liquide.

1.2. Récupération des différents microbiotes racinaires

Les échantillons de rhizoplane et de rhizosphere étant composés de tampon phosphate avec du
glycérol a 25%, la méme méthode de récupération du microbiote a été utilisée. Une autre
méthode de récupération sera utilisée pour la racine contenant I’endosphere.

Afin de récupérer le microbiote de la rhizoplane et de la rhizosphere, les échantillons sont
d’abord décongelés et filtrés grossierement sur une étamine stérile afin d’enlever les débris de
racines et autres impuretés. Ces eaux ont ensuite €té filtrées sous vide par passage sur filtre de
0,2um (PALL Life Science super - 200, 47mm diametre). Le filtre contenant des lors le
microbiote a été récupéré et découpé en petits morceaux a 1’aide de ciseaux désinfectés. Ces
morceaux ont alors été conservés au frigo jusqu’a I’extraction ADN réalisée la méme journée.

Pour la récupération du microbiote de 1’endosphere, les racines décongelées ont été placées
stérilement dans un mesh bag (12cm*12,5cm, Agdia Biofords). Un tampon de broyage de
phosphate de potassium (KH2PO4 0,05M, KoHPO4 0,05M) contenant 0,05% de tween 80 et
ajusté a pH de 6,5 a été ajouté selon le rapport solide/liquide de 1/9. Les échantillons de racine
ont été broyés dans leurs mesh bags par pression et rotation a 1’aide d’une foreuse (PowerPlus
X0270, 850W) équipée d’un disque rotatif lisse. Le jus en résultant a été récupéré en prélevant
le minimum de débris racinaire et a été transféré dans un tube a centrifugation stérile de 15ml.
Cette solution a été filtrée grossicrement sur étamine dans un tube a centrifugation stérile de
50ml puis conservée a -20°C avec 25% de glycérol avant I’extraction ADN.

1.3. Cultures pures de Pseudomonas chlororaphis

Afin de servir de témoin pour indiquer d’éventuelles contamination et vérifier la bonne
détection des organismes lors de I’analyse bioinformatique, une culture pure de Pseudomonas
chlororaphis TX-1 (ATCC 55670) a été réalisée. Ainsi, pour chaque type de microbiome
extrait, un échantillon de culture pure sera également extrait.

La souche a tout d’abord été inoculée dans le milieu de culture TSB (tryptone soy broth). Apres
une incubation de 72h a 25°C, une centrifugation de 10 minutes a 3000g a été réalisée et le
surnageant a été jeté. Afin de laver le culot, celui-ci a été resuspendu par vortex dans une
solution stérile de sulfate de magnésium (MgSO4, Merck) 0.1M et a ensuite été centrifugé
(Sigma 4-16KS) pendant 10 minutes a 3000g. Cette opération a été répétée deux fois afin
d’éliminer toute trace de TSB. Finalement, le culot a été resuspendu dans une solution 0,1M de
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MgSOs4. Apres lecture de 1’absorbance de la suspension de P. chlororaphis au spectrometre et
grice a une courbe d’étalonnage, celle-ci a été diluée pour atteindre une concentration finale de
10* cfu/ml contenant 25% de glycérol.

1.4. Extraction de ’ADN

Une fois les microbiotes récupérés, il est possible d’en extraire 'ADN en vue d’une
amplification par polymerase chain reaction (PCR).

L’extraction ADN est basée sur I’utilisation du FastDNA Spin Kit (MP Biomedicals) et suivra
le méme protocole pour les trois microbiotes récupérés. Cependant, le début du protocole varie
légerement selon le microbiote extrait, comme expliqué ci-apres.

Pour les échantillons d’endosphere, une centrifugation préalable a 2350g pendant 20 minutes a
20 °C a été réalisée afin de concentrer les cellules présentes dans 1’échantillon. Apres

centrifugation, le surnageant est alors retiré du tube a raison du 3% du volume total de
I’échantillon.

L’extraction avec ce kit d’extraction débute par une étape de dégradation des cellules par action
mécanique et chimique. Dépendant du type d’échantillon utilisé, 200ul de la solution
concentrée de I’endosphere ou les filtres découpés de la rhizoplane et de la rhizosphere ont été
ajoutés dans un tube contenant des petites billes de silice ainsi qu’une perle de céramique. Un
ml d’un tampon de lyse du kit a ensuite été ajouté et le tube a ét€ homogénéisé. L’ ADN a alors
été libéré en solution et I’échantillon a été centrifugé (Sigma 1-16K) a 14 000g pendant 10
minutes.

Apres homogénéisation et centrifugation, le surnageant, contenant I’ADN, a été récupéré et
mélangé a une suspension (binding matrix) afin de se lier aux molécules d’ADN. Apres une
courte incubation sous agitation a température ambiante, la solution a été centrifugée a deux
reprises dans un SPIN filter afin d’isoler du reste de la solution la matrice solide contenant
I’ ADN.

La matrice a été resuspendue dans une solution de lavage et centrifugée a nouveau pour obtenir
un culot purifié en ADN. Apres I’ajout d’une solution déliant I’ADN de la matrice solide et une
courte incubation a 55 °C, I’ADN est finalement €lué.

La qualité et la concentration de I’ADN est ensuite évaluée a I’aide d’un Nanodrop (Nanodrop
ND-1000 Spectrophotometre, Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Deux ratios
d’absorbance ont ét€ mesurés, 260/280 nm et 260/230 nm, I’ADN était considéré de bonne
qualité et de pureté quand ces ratios étaient environ 1,8 pour 260/280 nm et entre 2,0 et 2,2 pour
260/230 nm. L’ ADN est ensuite conservé a -20 °C. L’ ADN est finalement conservé a -20 °C.

1.5. Amplification PCR

Apres extraction, 'ADN purifié peut étre amplifié par PCR. Comme expliqué dans
I’introduction (voir partie ...), les bactéries et les champignons ont été analysées par le
séquencgage a haut débit de deux régions différentes, la région V1-V3 de I’ARN ribosomique
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16S pour les bactéries et la région ITS1 pour les champignons. Deux paires d’amorces
différentes sont par conséquent nécessaires.

Pour la région V1-V3 de I’ARN ribosomique 16S, les amorces sont celles utilisées dans la
littérature (voir I1.6.1.1 ARN ribosomial 16S) : I’amorce Forward V1-V3 27F (Eurogentec)
(5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3" et I’amorce Reverse V1-V3 534R (Eurogentec) (5°-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATTACCGCGGCTGCTGG-3),
ou la premiere partie représente les adaptateurs illumina et la partie en gras les amorces 16S
V1-V3.

Pour I’ITS1, les amorces ont été choisies parmi celles utilisées dans la littérature (voir 11.6.1.2
Internal Transcribed Spacer): 1’amorce Forward ITS1 KYO2 (Eurogentec) (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTAGAGGAAGTAAAAGTCGTA
A-3") et I’amorce Reverse ITS1 KYO2 (Eurogentec) (5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTYRCTRCGTTCTTCATC-3),
ou la premiere partie représente les adaptateurs illumina et la partie en gras les amorces ITS1.

La réaction d’amplification PCR a été réalisée avec le kit 2X KAPA HiFi HotStart
ReadyMixPCR (Kapa Biosystems). Des réactions de 25 ul ont été effectuées, dont 2,5 ul
d’ADN, 5ul de chaque primer, concentrés a 1 uM, et 12,5 ul de 2X KAPA HiFi HotStart
ReadyMixPCR. Le programme PCR utilisé débute avec une phase de dénaturation de I’ADN
de 5 min a 95 °C et avec 25, 30 ou 35 cycles de 30 sec a 95 °C, 30 sec a 55 °C et 30 sec a 72
°C. Vingt-cinq cycles ont été effectués pour toutes les amplifications relatives a I’ARNr 16S
tandis que 30 cycles ont été effectuées pour les échantillons de rhizosphere et de rhizoplane et
d’ITS1 et finalement 35 cycles pour les échantillons d’endosphere d’ITS1. Une phase
d’extension de 5 min a 72 °C termine I’amplification PCR. Les produits PCR sont finalement
conservés a 4 °C.

1.6. Séquencage haut-débit

Le séquencage a été réalisé par I’entreprise DNA Vision (Gosselies, Belgique). Au total, 225
échantillons ont été séquencés. Deux runs de séquencage ayant été réalisés a des moments
différents.

1.6.1. Protocole de DNA Vision

Le protocole utilisé par DNA Vision a été spécialement développé et optimisé pour préparer
des libraires d’amplicons a séquencer en utilisant le Miseq Illumina.

Tout d’abord, les produits PCR sont purifiés avec les billes AmpureXP pour éliminer les
amorces et dimeres d’amorces. Apres la purification, les échantillons sont indexés. Dans ce cas,
il s’agit d’'un double indexage ou chaque combinaison de deux index est propre a chaque
amplicon. Cela est réalisé a I’aide des Nextera XT Index Primer 1 et 2 sur les échantillons
d’ADN normalisés a Sng/ul. Le tout est amplifié par PCR avec la 2x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Kapa Biosystems) selon le méme protocole d’amplification a 25 cycles utilisé
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précédemment. Avant leur quantification, les librairies sont purifiées avec les billes AmpureXP.
Par apres, la validation des librairies est réalisée avec le bioanalyzer DNA 1000 ou la taille des
amplicons est vérifiée. Ensuite, les libraires sont quantifiées avec le picrogreen avant d’étre
normalisées a 4nM. Apres normalisation des librairies, elles sont poolées, dénaturées avec du
NaOH et ensuite par la chaleur avant d’étre chargées sur le Miseq Illumina. Finalement, les
reads séquencés présentent une longueur de deux fois 250 nucléotides.

2. Analyse bioinformatique

L’analyse bio-informatique des données de séquencage a été réalisée avec le logiciel QIIME
1.9.1 (Quantitative Insight Into Microbial Ecology) (Caporaso, Kuczynski, et al., 2010).

Deux jeux de données différents ont été utilisés afin de répondre a des objectifs différents. En
effet, des mock communities ont été utilisées afin de mettre en évidence une méthode
d’assignation taxonomique plus performante tandis que les données issues du séquencgage haut-
débit ont été utilisées afin de caractériser les trois microbiotes récoltés. Des lors, le plan de
travail utilisé ne varie pas fondamentalement mais de petites nuances y sont apportées selon
I’ objectif recherché et les données utilisées.

2.1. Plan de travail

La Figure 6 représente le plan de travail suivi pour les analyses bioinformatiques réalisées ou
chaque étape est développée dans les parties 2.1.1 Comparaison des méthodes d’assignation
taxonomique et 2.1.2 Analyse des données des essais in vivo.
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Données brutes

(fichiers FASTQ)

!

Appariement des reads

(multiple_join_paired_ends.py)

!

Conversion FASTQ en FASTA

(convert_fastaqual_fastq.py)

}

Ajout QIIME labels

(add_qgiime_labels.py)

!

Clustering OTUs +
Quality filtering

(pick_otus.py)

!

Choix séquence représentative/OTU

(pick_rep_set.py)

}

Assignation taxonomique

(assign_taxonomy.py)

l Création arbre
Création mapping file Création table OTU phylogénétique
(validate_mapping_file.py) (make_otu_table.py) (align_seqs.py,
filter_alignment.py,
l make_phylogeny.py)
Nettoyage table OTU

(filter_otus_from_otu_table.py,
filter_taxa_from_otu_table.py)

A\ 4

Table OTU nettoyée

Analyse taxons

Diversité
B 4 (summarize_taxa_through_plots.py,
compute_core_microbiome.py,
differential abundance.py,

(alpha_diversity.py) group_significance.py)

(beta_diversity_through_plots.py) Diversité o

Figure 6: Plan de travail de l'analyse bioinformatique a partir de fichiers en format FASTQ réalisée sous QIIME
1.9.1

2.1.1. Comparaison des méthodes d’assignation taxonomique

La comparaison des trois méthodes d’assignation, Ribosomial Database Projet, blast et uclust
a été réalisée a I'aide du logiciel QIIME 1.9.1. Celle-ci se base sur 1’analyse de mock
communities pour I’ARN ribosomial 16S issues des ressources du projet mockrobiota
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(http://caporaso-lab.github.io/mockrobiota/) (Bokulich et al., 2016). La mock community 15
(Kozich et al., 2013) a ainsi été utilisée pour les analyses suivantes.

a. Traitement des données brutes

Tout d’abord, les données des mock communities nécessitaient une préparation. En effet, les
séquences forward et reverse sont contenues dans deux fichiers FASTQ différents pour chaque
échantillon. 11 est nécessaire de les fusionner avec le script suivant:
multiple_join_paired_ends.py.

Ensuite, le script convert__fastaqual_fastqg.py estutilisé afin de séparer les séquences
des informations relatives a la qualité de I’échantillon.

Afin de permettre une identification complete de 1’échantillon en fonction des parametres
expérimentaux, une mapping file a été créée. Le script validate_mapping_file.py
permet d’assurer que la mapping file est correctement formatée et ne contient pas d’erreurs qui
pourraient rendre la suite de I’analyse impossible.

Finalement, le script add_giime_labels.py est utilisé afin d’ajouter 1’identification
encodée dans la mapping file, le QIIME label, a chaque échantillon. D’autre part, les fichiers
FASTA sont fusionnés en un seul.

A la suite de ces opérations, les données sont sous le bon format et une analyse plus poussée
est possible. La prochaine étape consiste a assigner des séquences similaires a un OTU
(Operational Taxonomic Unit) sur base d’un seuil d’identit¢ défini avec le script
pick_otus.py. Cette opération est réalisée avec la méthode USEARCH (Edgar, 2010,
version v5.2.236) et un taux d’identité minimal de 97%. Cette méthode permet ainsi de réaliser
des clusters mais aussi de vérifier la présence de chimeres et de réaliser un quality filtering. Ce
dernier se réalise a 1’aide de base de données 16S (SILVA, release 132).

Etant donné que chaque OTU est potentiellement composé de plusieurs séquences similaires
mais légerement différentes, il est nécessaire de choisir une séquence qui sera représentative de
I’OTU. Le script pick_rep_set .py adonc été utilisé a cette fin.

Il est désormais possible d’assigner une taxonomie a chaque OTU grace a une méthode et une
base de données avec le script assign_taxonomy .py. La base de données SILVA (release
136) ainsi que trois méthodes différentes (RDP classifier (Wang et al., 2007, version 2.2), blast
(Altschup et al., 1990, blastn et megablast) et UCLUST (Edgar, 2010)) ont ainsi été utilisées
pour comparer les méthodes d’assignation taxonomique avec les parametres par défaut de
QIME 1.9.1.

Une fois la taxonomie assignée, le script make_otu_table.py permet de générer une table
reprenant le nombre d’occurrence de I’OTU dans chaque échantillon ainsi que sa prédiction
taxonomique.

b. Analyse des mock communities
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La répartition taxonomique va étre analysée afin de calculer deux indices, le taux de précision
de taxon (TPT) et le taux de détection de taxon (TDT), afin de mesurer 1’efficacité de
I’assignation taxonomique sur base des vrais positifs (VP), faux positifs (FP) et des faux
négatifs (FN).

La répartition taxonomique a ainsi été générée a l'aide du  script
summarize_taxa_through_plots.py.

Finalement, ces deux indices ont été calculés a 1’aide des formules suivantes :

- TPT =VP/(VP + FP)
- TDT =VP/(VP + FN)

Ou TPT = taux de précision de taxon, TDT = taux de détection de taxon, VP = Vrai positif,
FP = faux positif et FN = faux négatif.

2.1.2. Analyse des données des essais in vivo

a. Traitement des données brutes

Le traitement des données brutes de séquencage haut-débit suit majoritairement la démarche
utilisée lors du traitement des données brutes des mock communities (voir 2.1.1.a. Traitement
des données brutes). Cependant quelques modifications y ont été€ apportées principalement da
au traitement de données d’ITS1 et aux résultats de la comparaison des méthodes d’assignation
taxonomique.

- Lescript pick_otus.py aété utilisé, en plus de la base de données SILVA pour
I’ARNr 16S, avec la base de données ITS1 UNITE (version 24.09.12) pour les
échantillons correspondants.

- L’assignation taxonomique a été réalisée avec les méthodes qui ont été mises en
évidence comme présentant la meilleure assignation taxonomique (voir VI.1.
Evaluation des méthodes d’assignation taxonomique).

Qui plus est, le plan de travail n’a pas été utilisé en entier pour la comparaison des méthodes
d’assignation taxonomique car seule cette assignation était évaluée, les scripts décrits-ci
dessous comprennent la suite du plan de travail décrit a la Figure 6.

Une fois la table OTU générée, celle-ci nécessite plusieurs nettoyages. En effet, il est
recommandé de la filtrer des singletons, OTU observés une seule fois, mais aussi des séquences
provenant des chloroplastes et des mitochondries grace aux scripts suivants :

» Filter_otus_from_otu_table.py aété utilisé en précisant de rejeter les OTU

observés moins de deux fois.
» Filter_taxa_from_otu_table.py permet de rejeter tous les OTU de la table

OTU qui ont été assignés en tant que chloroplastes ou mitochondries.

En méme temps que I’assignation taxonomique, il est possible de générer un arbre
phylogénétique a I’aide d’une succession de scripts. Cet arbre sera utile pour certaines analyses
basées sur la phylogénie. Comme expliqué dans I’introduction (I1.6.1.2 Internal Transcribed
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Spacer) I’arbre phylogénétique n’est pas utilis€ pour la caractérisation des microbiotes de
I'ITS1.

» Align_segs.py utilise par défaut la méthode PyNAST (Python Nearest Alignment
Space Termination) qui aligne les séquences sur une base de données sans la prise en
compte d’éventuels gaps (Caporaso, Bittinger, et al., 2010).

» Filter_alignment.py filtre I’alignement en retirant les positions qui s’averent
étre des gaps dans toutes les séquences, ce qui arrive régulierement lorsque de petits
fragments d’un gene sont comparés a tout un gene tel que le 16S.

» Make_phylogeny.py génere l’arbre phylogénétique sur base des séquences
alignées et filtrées en utilisant la méthode FastTree (Price, Dehal and Arkin, 2009).

b. Analyse des données apres traitement

Pour les analyses suivantes, les résultats ont été générés pour tous les échantillons dans leur
ensemble, tous microbiotes et tous essais in vivo confondus. Dans un premier temps, les essais
in vivo ont été comparés entre eux afin de caractériser les variations entre ces deux derniers.
Ensuite, ceux-ci ont été séparés ainsi que leurs microbiotes respectifs afin de caractériser les
variations au sein des différents microbiotes. Cela a nécessité de nouvelles tables OTU générées
al’aide du script filter_samples_from_otu_table.py.

Par ailleurs, ces résultats ont été générés sur base d’une table OTU raréfiée générée avec le
script alpha_rarefaction.py. La profondeur de séquencage a été choisie pour chaque
type de microbiote sur base de 1’échantillon contenant le moins de séquence, données obtenues
grice au script biom summarize-table. Cependant, il a été choisi de ne pas sélectionner
une profondeur de séquencgage inférieure a 1000 séquences sauf si celle-ci éliminait trop
d’échantillons. L’évolution de la diversité

1. Analyse des taxons observés

Afin d’évaluer la composition des communautés bactériennes selon les parametres
expérimentaux ou le microbiome sondé de la plante, des histogrammes ont été générés avec le
script summarize_taxa_through_plots.py.

Ensuite, les variations entre les communautés bactériennes ont été évaluées a 1’aide de plusieurs
scripts.

» Compute_core_microbiome.py identifie les OTUs présents dans un pourcentage
choisi d’échantillons.

» Differential_abundance.py identifie des OTUs qui different entre deux
groupes d’échantillons.

» Group_significance.py compare les fréquences des OTUs dans les groupes
d’échantillons et détermine s’il y a des différences statistiquement significatives entre
les abondances des OTUs dans les différents groupes. Dans ce cas, le test de Kruskal
Wallis a été utilisé.

ii. Analyse de la diversité a
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L’alpha diversité a été utilisée pour comparer les éventuelles variations du microbiote au sein
des échantillons. Plusieurs indices d’alpha diversité ont été utilisés et permettent d’évaluer la
diversité ou la richesse d’un échantillon. Chaol et le nombre d’OTUs observés sont tous deux
des mesures du nombre de taxons présents dans les échantillons et caractérisent ainsi la richesse
de ces derniers tandis que l'indice de Shannon et PD (Phylogenic Diversity) whole tree
permettent d’évaluer la diversité des organismes présents dans les échantillons. Dans le cas de
I’'ITS1, I'indice PD whole tree n’a pas été utilisé car la phylogénie n’est pas toujours
recommandée pour cette région. Les données brutes relatives a ces indices ont été générées pour
chaque échantillon avec le script alpha_diversity.py.

En complément de QIIME, ces données brutes ont ensuite été traitées avec le programme
Minitab 18. Des tests d’analyse de la variance a une variable ainsi qu’un test de Fisher ont été
effectués afin de mettre en évidence d’éventuelles variations significatives entre les différents
types d’eau inoculées ou témoins.

iii. Analyse de la diversité 3

La beta diversité a été utilisée pour comparer les variations entre les échantillons. Les résultats
ont été générés avec le script beta_diversity_through_plots.py qui réalise une
analyse en coordonnées principales (PCoA) et génere des graphiques en trois dimensions.

Cette analyse se base sur deux mesures de diversité B qui peuvent étre réalisées par ce script
selon si une phylogénie est utilisée ou non. Unifrac est une mesure utilisant la phylogénie tandis
que I’indice de dissimilarité de Bray-Curtis ne I’est pas, cette derniere a ainsi été utilisée pour
les analyses d’échantillons d’ITS1 tandis que Unifrac I’a été pour les échantillons d’ ARNr 16S.
Une autre distinction doit également étre apportée car la mesure de la distance Unifrac peut se
faire de maniere pondérée (weighted) ou non pondérée (unweighted) et permet ainsi de prendre
ou non compte de 1’abondance des différentes OTUs (Lozupone et al., 2007). Dans ce cas,
I’analyse pondérée a été préférée car elle tient compte de I’abondance des différents organismes.
La mesure de I’indice de dissimilarité de Bray-Curtis tient également compte de 1’abondance
des différents OTU (Ricotta and Podani, 2017).

Finalement, les coordonnées des trois axes de variation principaux ont été importées dans le
programme Minitab 18 afin de permettre la mise en évidence de groupes d’échantillons
présentant peu de variations en termes de diversité . Cela a été réalisé grace a une analyse
multivariée d’observations en groupe mesurant les distances euclidiennes entre chaque
échantillon sur base des coordonnées fournies. Ces groupes peuvent étre définis sur base d’un
pourcentage de similarité entre échantillons ou d’un nombre de groupe souhaité. Dans la
majorité des cas, I’utilisation d’un pourcentage de similarité de 75% a été préféré.

2.1.3. Ajout des séquences rejetées apres appariement des reads forward et
reverse

Le plan de travail utilisé pour évaluer I’effet de 1’ajout des séquences rejetées du read forward
apres 1’appariement des reads forward et reverse est le méme que suivi dans la partie 2.1.2
Analyse des données des essais in vivo. La seule différence réside dans la fusion de deux fichiers
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générés par le script multiple_join_paired_ends.py: celui contenant les reads
forward non appariés et celui contenant I’appariement des reads forward et reverse.

V. RESULTATS

1. Evaluation des méthodes d’assignation taxonomique
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L’évaluation de I’efficacité de trois méthodes d’assignation taxonomique, UCLUST, blast et
RDP classifier, a été basée sur la comparaison entre la taxonomie qui a été assignée sur QIIME
suite a ’application du plan de travail a la vraie répartition taxonomique de la mock community.

Le premier résultat est que quelle que soit la méthode d’assignation taxonomique utilisée, il n’y
a pas de différence des taxons observés, les trois méthodes attribuent la méme taxonomie avec
les mémes abondances relatives. De plus, I’assignation taxonomique est réalisée jusqu’au genre
alors que certaines bactéries €taient assignées jusqu’a I’espece dans la taxonomie attendue.

Ensuite, les abondances relatives observées des OTUs ne sont pas similaires a celles attendues
(Figure 7). En effet, la mock community est composée de 21 bactéries représentées en
proportions équivalentes. Dans la Figure 7, Streptococcus et Staphylococcus présentent des
abondances relatives attendues plus élevées car 3 et 2 especes de ces genres étaient
respectivement présentes dans 1’assignation taxonomique attendue de cette mock community.
Or, les abondances relatives obtenues suite a 1’analyse bioinformatique ne sont ni équivalentes
entre elles ni équivalentes aux abondances relatives attendues. De plus, un taxon,
Propionibacterium n’a pas été observé.

W Actinomyces

100% M Propionibacterium

m Bacteroides

90%
Porphyromonas

80% m Deinococcus

M Helicobacter
70% .

M Bacillus
60% M Listeria

m Staphylococcus
50% B Enterococcus

W Lactobacillus
40%

M Streptococcus
30% B Clostridium sensu stricto

m Rhodobacter
20%

Abondance relative

Neisseria

10% Escherichia-Shigella

M Acinetobacter
0% _

Observé Attendu

m Pseudomonas

Figure 7 : Représentation de la répartition taxonomique assignée observée suite a I’analyse sur QIIME et de la
répartition taxonomique attendue dans la mock community

2. Ajout du read forward

Comme expliqué dans le mode opératoire ci-avant, lors de 1’exécution du script
multiple_join_paired_ends.py les reads forward (read 1 ou R1) et les reads
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reverse (ou read 2 ou R2) ont été apparié€s un a un mais a la condition que leurs extrémités se
chevauchent. Cependant, lorsque ce n’est pas le cas, les séquences non appariées étaient rejetées
pour la suite de ’analyse bioinformatique. L’objectif de cette section est donc d’étudier si
I’ajout des reads 1 non appariés aux reads 1 et 2 appariés influence les résultats de 1’analyse
bioinformatique.

La premiere information a la suite de I’analyse bioinformatique est le nombre de séquences qui
constituent les échantillons. Le Tableau 1 reprend ainsi les nombres de séquences de I’essai in
vivo 2 pour ses différents microbiomes.

Tableau 1 : Comparaison du nombre de séquences selon le type de microbiote et 1’ajout ou non des reads 1 apres

I’étape d’appariement des reads 1 et 2. * : différence significative, ** : différence hautement significative, *** :
différence trés hautement significative

Sans ajout R1 | Avec ajout R1 Rapport

Régi T
eg{m} , yp e, (nombre de (nombre de ajout/sans Test de Fisher
amplifiée d’échantillon R R .
séquences) séquences) ajout
20072 +
< + ’ ke
Endosphere 122,0 £236,9 1665.5 16,5
3361,6 + 14502,5 +
1 ’ ’ ke
s Rhizoplane 23562 58673 4,3
Rhizosphere 2070,8 £ 1772 107268 + 52 wkk
1205p ©= 4082,7 ’
Cultures pures 9426,3 +
+ deodek
P. chlororaphis 672,3 +684.4 3408.,9 14,0
. 14280,2 + 15655,0 + _
. Endosphere 11097.9 12073.8 1,1 P-valeur = 0,683
. 39093,5 + 42659,3 + _
Rhizoplane 28105.1 20572.4 1,09 P-valeur = 0,671

Ces données révelent que, dans le cas des séquences 16S, 1’ajout du read a permis d’augmenter
tres hautement significativement le nombre de séquences pour tous les microbiotes et les
cultures pures de P. chlororaphis. L’ajout du R1 a ainsi permis d’augmenter jusqu’a 16,5 fois
en moyenne le nombre de séquences dans les échantillons de I’endosphere qui étaient tres
basses avant I’ajout du R1 (122,0 £ 236,9). La tendance est également a la hausse du nombre
de séquences par échantillon pour la rhizoplane et la rhizosphere méme si celle-ci est moindre,
respectivement 4,3 et 5,2 fois supérieure.

Cependant, cette méme tendance n’est pas constatée pour les échantillons de champignons
puisque 1’ajout du R1 ne présente pas de différence significative par rapport au cas ot il n’est
pas ajouté.

Ensuite, la répartition taxonomique de I’ARNr 16S et de I'I'TS a été étudié. Afin de simplifier
I’analyse de I’ajout du R1, seuls les échantillons de la rhizoplane ont été étudiés. La Figure
1Figure 8 représente ainsi 1’abondance relative de I’assignation taxonomique au niveau des
phylums pour I’ARNr 16S selon 1’ajout ou non du R1 tandis que la Figure 9 correspond a la
méme comparaison pour I'ITS.
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Figure 8: Représentation de la répartition taxonomique moyenne des communautés bactériennes dans les
échantillons de rhizoplane selon 1’ajout du read 1 apres 1’étape de d’appariement des reads 1 et 2.

L’ajout du R1 pour I’ARNr 16S (Figure 8) montre une nette augmentation du nombre de
phylums observés. Effectivement, sans 1’ajout du R1, 17 phylums étaient dénombrés tandis que
I’ajout du R1 augmente ce nombre a 31, soit une augmentation de 85%. Parmi ces phylums, les
Verrucomicrobes, Chlorobi, Nitrospirae sont retrouvés en majorité. Les abondances relatives
des phylums déja détectés en sont également affectées. On remarque une nette diminution des
abondances relatives de certains phylums comme les Chloroflexi (-19,1%) et les
Cyanobactéries (-5,2%) tandis que d’autres phylums comme les Firmicutes (+14,5%) et les
Actinobactéries (+2,7%) sont en nettes augmentations. Les autres phylums étant soit en 1égere
diminution ou 1égeére augmentation. Cependant, méme si les abondances relatives ne varient
pas, le nombre de séquences augmentant significativement, cela signifie que de nouvelles
séquences sont aussi intégrées dans ces phylums a abondances constantes.
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Figure 9: Représentation de la répartition taxonomique moyenne des communautés fongiques dans les
échantillons de rhizoplane selon 1’ajout du read 1 apres 1’étape d’appariement des reads 1 et 2.

Concernant 1’ajout du R1 aux échantillons d’ITS, aucune tendance n’est observée quant a
I’observation de nouveaux phylums. En effet, le nombre de ceux-ci n’a pas été affecté (7).
Malgré cela, des variations d’abondance relatives sont observées comme pour les
Basidiomycetes (3,18% a 6,50%) et les Gloméromycetes (3,86% a 3,07%). Une diminution de
séquences de champignons non identifiés est également constatée (90,50% a 88,62%).

L’a-diversité a finalement été évaluée a travers trois indices pour en comparer son évolution
suite a I’ajout des reads 1 : Chao 1, les OTUs observés et I’indice de Shannon (Tableau 2).
Tableau 2 : Comparaison des indices d’a-diversité chaol, OTUs observés et Shannon selon 1’ajout du read 1 apres

I’étape de fusion des reads 1 et 2. *: différence significative, ** : différence hautement significative, *** :
différence treés hautement significative.

Indice d’a-diversité Sans ajout R1 Avec R1 Test Fisher
Chaol 196,9 £ 77,3 634,9 +£209,7 wAE
. 165 OTUs observés 143,8 £ 58,9 478,5 +169,5 wAE
rhizoplane
Shannon 3,922 + 0,744 5,641 + 0,866 wkE
Chaol 193,7 £ 98,1 197,7 £ 103,7 P-valeur = 0,891
ITS
. OTUs observés 155,2+97,1 144,0 + 92,4 P-valeur = 0,685
rhizoplane
Shannon 2,862 + 2,030 3,135+ 2,035 P-valeur = 0,644

L’analyse de la variance réalisée montre des augmentations tres hautement significatives pour
les indices d’a-diversité des échantillons d’ARNr 16S apres 1’ajout du R1 montrant ainsi
I’apport en termes de diversité dans les échantillons provoqué par cet ajout. En effet, on observe
ainsi jusqu’a 3 fois plus d’OTUs dans la rhizoplane des échantillons d’ARNr 16S.

Cependant, cet ajout ne montre pas de différences significatives d’a-diversité pour les
échantillons d’ITS.
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3. Culture pure de Pseudomonas chlororaphis

Trois échantillons de 1a méme culture pure de P. chlororaphis ont suivi le méme protocole que
les trois types de microbiomes échantillonnés dans cette expérience afin de servir de témoin et
révéler d’éventuelles contaminations lors des manipulations.

La répartition taxonomique jusqu’a I’espece des trois cultures pures de P. chlororaphis est
reprise a la Figure 10. Afin d’en faciliter la lecture, les taxa représentés en moyenne a moins de
0,1% ont volontairement été retirés de cette figure.

90%
B Pseudomonas chlororaphis
80%
B Archaea
o 70%
E M Bacteria
%j 60%
o Lactobacillus
o 50%
3 B Proteobacteria
c  40%
2 .
< 30% B Sphingomonas
20% W Streptococcus

10% B Unclassified

0%
Cult pure rhizosphére  Cult pure rhizoplane  Cult pure endosphére

Figure 10 : Représentation de la répartition taxonomique de la population bactérienne des cultures pures de P.
chlororaphis.

Les abondances relatives des trois cultures pures de P. chlororaphis présentent des différences
et particulierement celle extraite en méme temps que les échantillons de rhizosphere. En effet,
72,4% des séquences ont été assignées a P. chlororaphis tandis que pour les deux autres cultures
pures extraites avec la rhizoplane et I’endosphere, 93,0 et 91,0% des séquences y sont
respectivement assignées. De plus, la culture pure de rhizosphere présente 25,1% de séquences
de bactéries non assignées a un phylum contre 6,3 et 8,0% pour les deux autres cultures pures.

Ces séquences non assignées mais tout de mémes présentes en proportions non négligeables
ont ainsi été soumises a un BLASTn afin d’essayer d’obtenir plus d’informations a propos de
ces séquences. En effet, 'utilisation d’'un BLASTn sur la platerforme NCBI permet de
comparer les séquences a d’autres bases de données que SILVA qui reprend uniquement des
séquences d’ARNTr 16S.

Parmi ces séquences, les 10 majoritaires ont été blastées et présentaient toutes de tres hautes
similarités avec le génome de P. chlororaphis mais ces dernieres n’appartenaient pas a I’ ARNr
16S. 1l s’agit ainsi probablement d’une amplification non spécifique de ces séquences, cela a
donc été vérifié par I’analyse de la fixation des amorces utilisées sur ces parties du génome de
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P. chlororaphis. Sur ces 10 séquences, entre 9 et 10 bases de I’extrémité 3’ des amorces forward
et reverse pouvaient ainsi s’apparier avec le génome de P. chlororaphis avec jusqu’a un
mismatch pour certaines séquences.

La nouvelle répartition taxonomique en considérant ces résultats est reprise a la Figure 11. Afin
d’en faciliter la lecture, les taxa représentés en moyenne a moins de 0,1% ont volontairement
été retirés de cette figure.
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Figure 11 : Représentation de la répartition taxonomique de la population bactérienne des cultures pures de P.
chlororaphis apres blast des 10 séquences majoritaires non assignées lors de I’analyse bioinformatique sur QIIME.
Ce complément d’assignation taxonomique grace a I’outil BLAST a ainsi permis de réduire les
proportions de bactéries non assignées et d’augmenter les proportions de P. chlororaphis dans
les trois cultures pures. Ainsi, des augmentations de 20,2 ; 5,4 et 6,8% d’abondance de P.
chlororaphis sont constatées. De plus, toutes les séquences non assignées n’ont pas €té blastées,
il reste des lors 4,9; 0,85 et 1,2% de séquences non assignées pour respectivement la
rhizosphere, la rhizoplane et I’endosphere.

Cependant, contrairement a ce qui pourrait €tre attendu dans une culture pure contenant en
théorie un seul organisme, les échantillons contiennent d’autres taxons. En effet, entre 1,4 et
7% des séquences ne sont pas assignées a P. chlororaphis dont entre 0,6 et 2,1% de séquences
assignées a des Archées ou a des genres bactériens. De ce fait, plusieurs genres bactériens
comme Lactobacillus, Sphingomonas et Streptococcus sont ainsi retrouvés a des abondances
relatives comprises entre 0,22 et 0,25% mais ne sont cependant pas systématiquement présents
dans les échantillons de culture pure.

4. Evaluation des différences entre les deux expérimentations in vivo

Cette partie vise a identifier si I’analyse conjointe des données liées aux deux expériences in
vivo est possible car bien qu’ayant des conditions expérimentales identiques, ces expériences
présentent quelques différences. En effet, en plus d’avoir été réalisées a des moments différents,
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les eaux utilisées peuvent varier Iégerement et particulierement les eaux aquaponiques (AP) et
aquaponiques complémentées (AP+). Effectivement, I’eau AP provient de la PAFF Box (Plant
And Fish Farming Box) de I'unité de Phytopathologie et d’ Agriculture Urbaine de Gembloux
Agro Bio-Tech et il s’agit d’un systeme dynamique dont le microbiote y étant présent a pu
varier selon le moment de prélevement. Ces différences pourraient ajouter un biais
supplémentaire non souhaité aux conditions expérimentales, il est ainsi important de les
caractériser.

Cette analysée a été réalisée a travers 1’étude séparée des trois microbiotes (rhizoplane,
rhizosphere et endosphere) car I’hypotheése qu’ils présentent une diversité d’organismes
différente a été posée. De plus, I’analyse de la diversité beta pour marquer les différences entre
les échantillons et pouvoir mettre en évidence des groupes d’échantillons a principalement été
utilisée pour répondre a la problématique. Afin de faciliter cette analyse, seuls les échantillons
d’ARNr 16S ont été utilisés dans cette partie.

4.1. Rhizoplane

L’étude de la diversité beta a été réalisée grace a une analyse en coordonnées principales (PcoA)
a partir des distances UniFrac et pondérées (weighted) (Figure 12).

PC1 (29.67 %)

Figure 12 : Analyse en coordonnées principales de la -diversité des échantillons de communautés bactériennes
de la rhizoplane. Rouge : Essai in vivo 1 ; Bleu : Essai in vivo 2

Cette analyse en coordonnées principales permet de visualiser que les essais 1 et 2 tendent a se
dissocier méme si une partie des échantillons de I’essai in vivo 2 tendent a se mélanger a ceux
de I’essai in vivo 1.

Une analyse multivariée d’observation en groupes a ensuite été réalisée sur base des distances
entre chacun des échantillons repris dans la Figure 12 afin de mettre en évidence les groupes
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partageant des caractéristiques. Ainsi, un dendrogramme est généré reprenant les groupes
d’échantillons présentant au minimum 75% de similarités (Figure 13).
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Figure 13 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés bactériennes de la rhizoplane
des essais in vivo 1 et 2.

Ce dendrogramme met ainsi en évidence que deux clusters pour chaque essai in vivo ne se
forment pas aisément. Cependant, les groupes formés sont généralement constitués
d’échantillons appartenant au méme essai in vivo montrant ainsi une certaine différenciation
entre ces essais.

De plus, une analyse plus poussée des résultats permet de déterminer que les échantillons de
I’essai 2 semblant se mélanger aux échantillons de I’essai 1 sont ceux d’eau hydroponique (HP),
d’eau hydroponique inoculée avec P. aphanidermatum (HPPA) et d’eau aquaponique inoculée
avec P. aphanidermatum (APPA).

Finalement, un test Adonis a été réalisé sur base de la matrice de distance de 1’analyse PcoA et
a fait ressortir une différence trés hautement significative entre les deux essais in vivo.

4.2. Endosphere

L’étude de la diversité beta a travers une PcoA et I’analyse multivariée d’observation en groupe
selon la similarité des échantillons sont repris dans les Figure 14 et Figure 15.
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Figure 14 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communauté bactériennes
d’endosphere. Rouge : Essai in vivo 1 ; Bleu : Essai in vivo 2
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Figure 15 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés bactériennes d’endosphere des
essais in vivo 1 et 2.

Ces analyses montrent une forte différenciation entre ces deux essais. En effet, les échantillons
sont spatialement séparés dans la PCoA et I’analyse statistique permet de confirmer cette
observation étant donné que seul un échantillon de 1’essai 1 est clusterisé avec ceux de 1’essai
2. Tout comme pour la rhizoplane, un test statistique Adonis mis en évidence une différence
tres hautement significative entre les deux essais in vivo.
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4.3. Rhizosphere

De méme que pour la rhizoplane et I’endosphere, 1’étude de la diversité beta a travers une PCoA
et I’analyse multivariée d’observation en groupe selon la similarité des échantillons sont repris

dans les Figure 16 et Figure 17.

PC1 (35.7 %)

Figure 16 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communautés bactériennes
de rhizosphere. Rouge : Essai in vivo 1 ; Bleu : Essai in vivo 2
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Figure 17 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés bactériennes de rhizosphere
des essais in vivo 1 et 2.

Ici, bien que d’un point de vue spatial les deux essais semblent relativement bien différenciés
dans la PCoA, au niveau du dendrogramme deux échantillons de 1’essai 1 sont repris dans le
groupe de I’essai 2 et un échantillon de I’essai 2 est repris dans le groupe de 1’essai 1. En
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complément, un test statistique Adonis fait ressortir une différence hautement significative
entre ces deux essais in vivo.

5. Etude de ’essai in vivo 1

La variation au sein de de I’essai in vivo 1 est étudiée afin d’essayer de mettre en évidence des
organismes qui pourraient avoir un effet antagoniste contre les agents pathogenes présents en
aquaponie. En effet, un effet suppressif a été observé en eau aquaponique apres 1’inoculation
de I’agent pathogene P. aphanidermatum mais pas dans les eaux hydroponique et aquaponique
complémentée. Des lors, les différences entre ces eaux et leur influence sur les différents
microbiotes (rhizosphere, rhizoplane et endosphere) vont étre évaluées a travers 1’analyse des
diversités a et 3, de la répartition taxonomique et des différences significatives de taxons entre
les différents types d’eaux présentes dans les bacs de culture.

5.1. Rhizoplane
5.1.1. Communautés bactériennes

Tout d’abord, la répartition taxonomique moyenne des différentes conditions expérimentales
(Figure 18) met en évidence des différences au niveau des microbiotes.
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Figure 18 : Représentation de la répartition taxonomique moyenne de la population microbienne de rhizoplane
selon le type d’eau et I'inoculation de I’agent pathogene P.aphanidermatum. Les phylums avec des abondances
relatives inférieures a 0,5% dans tous les échantillons n’ont pas été intégrés a ce graphique.
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En effet, au niveau des phylums, des différences d’abondances relatives sont principalement
observées au niveau des Protéobactéries qui sont présentes en abondances plus élevées en AP+
(86,6%) et HP (78,2%) qu’en AP (59,5%). De méme, AP présente une plus grande diversité de
phylums (31) que AP+ (23) et HP (21). Globalement, on observe ainsi une tendance a la
différenciation entre les différents types d’eaux.

Ensuite, la diversité B a été analysée a travers une PCoA (Figure 19) et une analyse multivariée
en observation en groupe (Figure 20).
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Figure 19 : Analyse en coordonnées principales de la f-diversité des échantillons de communautés bactériennes
de rhizoplane. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.
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Figure 20 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés bactériennes de rhizoplane selon
le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene P. aphanidermatum.

Sur base de ces analyses, il est observé une trés bonne clusterisation des différents parametres
expérimentaux. En effet, AP+, HP, AP+PA et HPPA forment tous des clusters différents
présentant plus de 75% de similarité. De plus, I’inoculation de P. aphanidermatum en AP+ et
HP semble avoir influencé ces microbiotes de maniere relativement similaire puisque ces eaux
restent proches dans 1’analyse PCoA. Cependant, cela n’est pas observé dans le cas d’AP et
APPA ou I’inoculation n’a pas entrainé de différences en termes de diversité .

La diversité a est également étudiée a travers 4 indices, Chao 1, le nombre d’OTUs observés,
I’indice de Shannon et PD whole tree (Tableau 3).
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Tableau 3 : Tableau des indices de diversité o (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon et PD whole tree) des
échantillons de communautés bactériennes de rhizoplane selon le type d’eau et I'inoculation de I’agent pathogene
P. aphanidermatum..

Chaol OTUs observés Shannon PD whole tree

Eau | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement
APPA | 4| 9282 784 | A 4 671 60,6 | A 41 63839 0,221 | A 4 48,6 2,78 | A

AP 4 789 29,8 4 601 193 |A 41 65677 |0,0911 | A 4| 45,178 | 1,096

HP 41 608,6 25 4| 434775 | 16,58 41 5217 0,215 4| 28,698 | 0411
AP+PA | 4| 5992 66 4 391 52 4 5,32 0,226 B 41 27,79 2,41

AP+ |4 | 63034 | 16,57 4 428 20,8 DJ4| 3531 0,433 D]4| 29,08 | 1,239

HPPA | 4| 523,11 60,9 4 341 31,4 4| 44009 |0,1374 C 4| 22,897 | 1,541

Ces indices permettent de mettre en évidence que AP et APPA présentent toujours une diversité
et une richesse spécifique significativement plus élevée que HP, AP+, HPPA et AP+PA. Pour
2 des 4 indices, des différences significatives sont toutefois observées entre AP et APPA, AP
qui tendrait a €tre Iégerement moins diversifié et moins riche que APPA.

Finalement, les différences significatives au niveau des abondances de taxons dans les
différentes eaux ont été investiguées. Pour faciliter la comparaison et inclure le moins de
variations possible, les groupes d’échantillons ont tout d’abord été comparés par paires.

Dans un premier temps, les shifts dans les microbiotes ont été évalués entre AP et HP et entre
AP et AP+. De plus, compte tenu de I’objectif qui est I’identification d’organismes antagonistes
et du fait que I’effet suppressif n’a été observé qu’en AP, seuls les organismes présents en
quantités significativement plus importantes en AP semblent intéressants. Des lors, la
comparaison entre AP et AP+ a permis de mettre en évidence que 46 OTUs présentaient des
abondances relatives significativement plus élevées en AP tandis que 93 OTUs présentaient
cette méme caractéristique lors de la comparaison AP et HP dont 43 étaient communs aux deux
comparaisons.

Ce raisonnement a également été appliqué aux comparaisons entre APPA et HPPA et entre
APPA et AP+PA. Dans ce cas, 102 OTUs présentaient des abondances relatives
significativement plus élevées en APPA qu’en AP+PA, 111 présentaient les mémes
caractéristiques entre APPA et HPPA et 98 OTUs étaient communs aux deux comparaisons.

Le Tableau 4 reprend ainsi les différents organismes mis en évidence si ces derniers étaient au
moins identifiés jusqu’au rang taxonomique de la famille. De plus, les OTUs ayant la méme
assignation taxonomique n’ont été retranscrits qu’une seule fois.

Tableau 4 : Liste des taxons de bactéries identifiés comme présentant des abondances relatives significativement
plus €élevées en AP qu’en AP+ et HP ou en APPA qu’en AP+PA et HPPA.

Taxon identifié Baisse significative | Baisse significative de
. . de AP vers AP+ et | APPA vers AP+PA et
Famille Genre espece HP HPPA
Caldilineaceae Oui Non
Pirellulaceae Oui Non
Comamonadaceae Leptothrix Oui Oui
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Comamonadaceae Methylibium Oui Oui
Cytophagaceae Oui Oui
Gemmataceae Oui Oui
Hyphomonadaceae Oui Oui
Opitutaceae Opitutus Oui Oui
Piscirickettsiaceae Oui Oui
Planctomycetaceae Planctomyces Oui Oui
Saprospiraceae Oui Oui
Sphingomonadaceae Sphingobium Oui Oui
Syntrophobacteraceae Oui Oui
Xanthomonadaceae Oui Oui
Acetobacteraceae Non Oui
Armatimonadaceae Non Oui
Bdellovibrionaceae Bdellovibrillo Non Oui
Bryobacteraceae Non Oui
Comamonadaceae Hydrogenophaga Non Oui
Comamonadaceae Pelomonas Non Oui
Comamonadaceae Ramlibacter Non Oui
Comamonadaceae Rhodoferax Non Oui
Fimbriimonadaceae Fimbriimonas Non Oui
Haliangiaceae Non Oui
Hyphomicrobiaceae Hyp homz?robzum Non Oui
zavarzanii
Hyphomicrobiaceae Rhodoplanes Non Oui
Methylophilaceae Methylotenera Non Oui
Microbacteriaceae Non Oui
Microbacteriaceae Microbacterium Non Oui
Neisseriaceae Vogesella Non Oui
Pirellulaceae Pirellula Non Oui
Polyangiaceae Non Oui
Rhizobiaceae Agrobacterium Non Oui
Rhodospirillaceae Azospirillum Non Oui
Sinobacteraceae Non Oui
Xanthomonadaceae Luteimonas Non Oui

Ainsi, le croisement de ces comparaisons permet de faire ressortir 36 taxons, dont 10 sont

communs entre les deux comparaisons.

5.1.2.

Communautés fongiques

Dans un premier temps, la répartition taxonomique moyennes des différentes conditions

expérimentales (Figure 21) permet d’aborder les premieres différences entre celles-ci.
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Figure 21 : Représentation de la répartition taxonomique moyenne de la population fongique de rhizoplane selon
le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene P. aphanidermatum.

En effet, I’assignation taxonomique reprise uniquement jusqu’au niveau des phylums permet
déja de pointer des variations importantes. Des différenciations se marquent ainsi entre tous les
parametres expérimentaux. Seuls AP+PA et HPPA semblent présenter des abondances relatives
similaires. De plus, de fortes proportions de séquences uniquement assignées comme étant des
champignons sont présentes.

Ensuite, la diversité 3 a été analysée a travers une PCoA (Figure 22) et une analyse multivariée
en observation en groupe (Figure 23Figure 20).

PC1 (29

Figure 22 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communautés fongiques de
rhizoplane. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.
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Figure 23 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés fongiques de rhizoplane selon
le type d’eau du bac de culture et I’inoculation de 1’agent pathogéne P.aphanidermatum.

Ces analyses permettent de mettre en évidence la clusterisation de différents groupes
d’échantillons. En effet, tout comme pour les communautés bactériennes de la rhizoplane, AP
et APPA forment des groupes distincts. Cependant, les autres combinaisons de parametres
expérimentaux présentent plus de variabilité et ne forment pas tous des groupes distincts.
Malgré cela, les 3 échantillons d’ AP+PA sont observés en groupe ainsi que 3 des 4 échantillons
d’HP.

Tableau 5 : Tableau des indices de diversité a (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon) des échantillons de

communautés bactériennes de rhizoplane selon le type d’eau et l'inoculation de I’agent pathogene
P.aphanidermatum.

Chaol Observed OTU Shannon
Eau |N Moyenne EcTyp Groupement |N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement
AP 4 207,3 56,4 A 4 176,5 379 A 4 5,069 0,236 A
AP+PA ] 3 184,91 6,43 A B 3 152 4,58 A B 3 4,121 0,485 B
APPA | 4 212,39 15,35 A 4 155 8,16 A B |4 3,677 0,458 A B
HP 4 184 28.8 4 155 233 A B |4 4,245 0,921 A B
HPPA | 4 158,45 7,99 4 132 6,98 B |4 4,399 1,163 A B
AP+ |1 178 / / / 1 147 / / / 1 4,7 / / /

L’étude de la diversité a rejoint partiellement les observations réalisées lors de I’étude de la
diversité B. En effet, une variabilité au sein des échantillons empéchait parfois de ne pas
observer des groupes distincts, cela est également le cas pour la diversité o puisque 1’étude
d’aucun de ces trois indices ne permet de mettre en évidence une hiérarchie a plus de deux
niveaux. Cependant, cela met tout de méme en évidence que AP et APPA ne présentent pas de
différences significatives en termes de diversité et de richesse spécifique.

Ensuite, les différences significatives au niveau des taxons sont également prises et compte.
Les déplacements de microbiotes ont été évalués entre AP et HP et entre AP et AP+. Ainsi, la
comparaison entre AP et HP a permis de mettre en évidence 25 OTUs présentant des
abondances relatives significativement plus élevées en AP qu’en HP. Cependant, pour la
comparaison entre AP et AP+ il n’est pas possible de réaliser de test statistique car a la suite de
problemes d’amplification par PCR un seul des 4 échantillons d’AP+ a pu étre séquencé.
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Compte tenu du fait que seuls les taxons étant présents en plus hautes proportions en AP qu’en
AP+ et HP sont intéressants dans la comparaison réalisée, il a été recherché de savoir si les
OTUs mis en évidence lors de cette premiere comparaison semblaient également montrer des
différences d’abondances relatives entre AP et AP+. A la suite de cette comparaison, au moins
18 OTUs semblaient montrer des abondances relatives plus élevées en AP qu’en AP+. Parmi
les organismes mis en évidence lors de ces comparaisons, une treés grande majorité des
séquences correspondaient en réalité a des champignons non assignés. Par conséquent, seuls
trois taxons ont pu étre mis en évidence comme étant plus présents en AP qu’en AP+ et HP.

Les comparaisons entre APPA et AP+PA et entre APPA et HPPA ont respectivement permis
de mettre en évidence 21 et 12 taxons présentant des abondances significativement plus élevées
en AP. De nouveau, la majorité des OTUs ne sont pas assignés taxonomiquement et seuls trois
taxons sont plus présents en AP qu’en AP+ et HP.

Ensuite, I’analyse conjointe de ces comparaisons permet de faire ressortir que les trois taxons
mis en évidence par ces deux sont identiques et identifiés jusqu’au genre ou I’espece :

- Catenaria
- Pseudozyma prolifica
- Hysterium pulicare

5.2. Endosphere
5.2.1. Communautés bactériennes

L’analyse de la répartition taxonomique moyenne selon le type d’eau utilisée ainsi que
I’inoculation de 1’agent pathogene P. aphanidermatum est reprise a la Figure 24.
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Figure 24 : Réprésentation de la répartition taxonomique moyenne de la population bactérienne de 1’endosphere
selon le type d’eau et I'inoculation de I’agent pathogene P.aphanidermatum. Les phylums avec des abondances
relatives inférieures a 0,5% dans tous les échantillons n’ont pas été intégrés a ce graphique.

Peu de différences sont observées au niveau des phylums. En effet, AP, APPA et HP présentent
relativement les mémes abondances relatives. La variation majeure réside dans les abondances
de Proteobactéries qui varient entre 66% (AP) et 85% (HPPA).
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De plus, I’analyse conjointe de la diversité § a travers une PCoA (Figure 25) et de 1’analyse
multivariée d’observation en groupes (Figure 26) met en évidence qu’il y a peu de clusterisation
des échantillons selon les parametres expérimentaux. En effet, seulement les échantillons
d’ AP+PA et de HPPA sont observés dans le méme ensemble.

C2 (19.2 %)

4) AP+PA
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PC1 (41.08 %)

Figure 25 : Analyse en coordonnées principales de la f-diversité des échantillons de communautés bactériennes
de I’endosphere. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.
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Figure 26 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés bactériennes de 1’endosphere
selon le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene P.aphanidermatum.

Quatre indices de diversité o (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon et PD Whole tree) ont
été utilisés afin de caractériser si les parametres expérimentaux ont une influence sur la diversité
au sein des échantillons (Tableau 6).
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Tableau 6 : Tableau des indices de diversité a (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon, PD Whole tree) des
échantillons de communautés bactériennes de I’endosphere selon le type d’eau et 1’inoculation de I’agent
pathogeéne P.aphanidermatum.

Chaol OTUs observés Shannon PD Whole tree

Eau | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement| N Moyenne EcTyp Groupement

HP 4 88,5 26,3 A 4 70,25 16,3 A 4 4,469 0,349 | A 4 6,51 2,29 A

AP+ | 4 80,56 15,83 A 4 65,25 11,79 A 4 4,138 0595 | A B 4 6,015 1 A

AP 4 112,6 22,8 A 4 61,25 7,5 A 4 4,069 0407 | A B 4 6,538 0,467 A
APPA |3 104,6 19,8 A 3 69 12,77 A 3 4,326 0691 | A B 3 6,756 1,68 A
AP+PA | 4 94,2 29,1 A 4 60 22,2 A 4 3,373 1,113 B Cl4 6,497 1,659 A
HPPA | 4 87,2 344 A 4 50,75 8,69 A 4 2,702 0,26 4 5,941 0,681 A

L’étude de ces indices met en évidence que pour chacun d’entre eux sauf 1’indice de Shannon,
aucune différence de diversité n’est observée entre tous les échantillons. Cependant, I’indice de
Shannon souligne notamment une différence significative de diversité entre HP et HPPA.

L’étude des taxons ne met en évidence aucun OTU présentant des différences significatives
d’abondances relatives dans les comparaisons suivantes : AP et HP, AP et AP+, APPA et
HPPA, APPA et AP+PA.

5.2.2. Communautés fongiques

N

Pour les communautés fongiques de 1’endosphere, la tendance a une différenciation non
marquée des microbiotes semble étre la méme que dans le cas des communautés bactériennes.
En effet, I’analyse de la répartition taxonomique au niveau des phylums (Figure 27) est
relativement uniforme quels que soient les conditions expérimentales, seules de faibles
variations sont observées au niveau des séquences non assignées, des Basidiomycetes et des

Ascomycetes.
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Figure 27 : Réprésentation de la répartition taxonomique moyenne de la population fongique de I’endosphere selon
le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene P.aphanidermatum. Les phylums avec des abondances relatives
inférieures a 0,5% dans tous les échantillons n’ont pas été€ intégrés a ce graphique.
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Dans la continuité, I’analyse de la diversité  a travers une PCoA (Figure 28) et d’une analyse
multivariée d’observation en groupes (Figure 29) ne met pas en évidence de clusterisation
d’échantillons correspondant aux mémes conditions expérimentales.

4) AP+PA
4) APPA

Figure 28 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communautés fongiques de
I’endosphere. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.
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Figure 29 : Dendrogramme des similarités entre les échantillons de communautés fongiques de I’endosphere selon
le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene P.aphanidermatum.

L’étude de la diversité a souligne également une faible différenciation des échantillons
(Tableau 7). En effet, aucune différence significative n’est observée pour I’'indice de Shannon
et Chaol. Des différences significatives sont malgré tout constatées au niveau des OTUs

observés.
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Tableau 7 : Tableau des indices de diversité a. (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon) des échantillons de
communautés fongiques d'endosphere selon le type d’eau et I’'inoculation de I’agent pathogéne P.aphanidermatu

Chaol OTUs observés Shannon

Eau | N Moyenne EcTyp Groupement | N Moyenne EcTyp Groupement] Eau N Moyenne EcTyp Groupement

AP 41 1062 35,9 A 41 6825 11,64 | A AP |4 4,61 0,507 A
AP+ | 4| 71,55 6,68 A 4 50,5 465 | A| B AP+ |4 | 4245 0,397 A
AP+PA | 4 69,6 22,2 A 41 5275 793 | A|B | C|AP+P | 4| 4361 0,535 A
APPA | 4 81 25,9 A 4 63 209 | A| B | C|APPA |4 | 4,544 | 0,607 A

HP 4| 8542 13,11 A 41 64,25 4,57 B|C| HP |4 44 0,266 A
HPPA | 4 72,4 32,5 A 4| 46,75 9,39 C |HPPA | 4| 4,077 0,51 A

L’étude des taxons ne met en évidence aucun OTU présentant des différences significatives
d’abondances relatives dans les comparaisons suivantes : AP et APPA, AP et HP, AP et AP+,
APPA et HPPA, APPA et AP+PA.

5.3. Rhizosphere
5.3.1. Communautés bactériennes

Tout d’abord, la répartition taxonomique est étudiée afin de mettre en évidence de potentielles
divergences entre des parametres expérimentaux (Figure 30). Celle-ci met d’abord en évidence
une variété de phylums détectés. Egalement, des abondances relatives élevées de
Protéobactéries sont observées dans tous les échantillons. Finalement, les échantillons semblent
présenter des microbiotes relativement différenciés selon les conditions expérimentales.
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Figure 30 : Réprésentation de la répartition taxonomique de la population bactérienne de la rhizosphere selon le
type d’eau et 'inoculation de I’agent pathogene P.aphanidermatum. Les phylums avec des abondances relatives
inférieures a 0,5% dans tous les échantillons n’ont pas été intégrés a ce graphique.
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L’analyse de la diversité B a travers une PCoA (Figure 31) montre les échantillons AP et APPA
ainsi que AP+ et AP+PA sont bien différenciés tandis que cela n’est pas observé pour la paire
HP et HPPA.

PC1 (47.82 %)

Figure 31 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communautés fongiques de
I’endosphere. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.

Ensuite, la comparaison des indices de diversité o permet d’établir des tendances quant a la
diversité et la richesse des échantillons. En effet, AP+ présente une diversité plus élevée que
les autres échantillons pour tous les indices calculés. De maniere générale, 1’inoculation par
I’agent pathogeéne P. aphanidermatum semble avoir entrainé une baisse de diversité dans les
échantillons.

Tableau 8 : Tableau des indices de diversité a (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon, PD Whole tree) des

échantillons de communautés bactériennes de rhizosphere selon le type d’eau et I’inoculation de I’agent pathogeéne
P.aphanidermatum.

Eau N Chaol OTUs observés Shannon PD Whole tree
AP+ 1 720,26 484 6,34 39,68
AP 1 537,18 379 6,07 33,52
APPA 1 474,52 324 5,66 25,19
AP+PA 1 381,00 271 5,72 21,59
HP 1 346,87 261 5,31 19,99
HPPA 1 316,00 227 5,19 18,59

Dans le cadre de 1’étude des taxons qui sont présents en aquaponie et ne 1’étant pas dans les
autres eaux afin d’étudier les causes de I’effet suppressif observé en aquaponie, il est important
de pouvoir établir des différences significatives d’abondances relatives de taxons. Cependant,
un test statistique n’est pas applicable avec une seule observation. Ainsi, afin de tout de méme
pouvoir proposer des organismes qui pourraient étre impliqués dans cet effet suppressif, il a été
arbitrairement choisi d’exclure tous les taxons présents a moins de 0,1% et de ne garder que
ceux présents plus de deux fois plus dans les eaux aquaponiques que dans les eaux
hydroponiques ou aquaponiques complémentées.
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Des lors, en réalisant les mémes comparaisons par paires que réalisées dans le cadre de la
rhizoplane et de I’endosphere, 9 taxons répondaient aux conditions précitées en comparant AP
a AP+ et HP, et 12 en comparant APPA a AP+PA et HPPA, dont un est commun a ces
comparaisons (Tableau 9).

Tableau 9 : Liste des taxons de bactéries identifiés comme présentant des abondances relatives plus élevées en AP
qu’en AP+ et HP ou en APPA qu’en AP+PA et HPPA.

Taxon identifié Baisse d’abondance du | Baisse d’abondance du
. taxon de AP vers AP+ | taxon de APPA vers
Famille Genre et HP AP+PA et HPPA
Nocardiaceae Rhodococcus Oui Non
Comamonadaceae Methylibium Oui Non
Micrococcaceae Micrococcus Oui Non
Patulibacteraceae Oui Non
Pseudomonadaceae Pseudomonas Oui Non
Rhodocyclaceae Zoogleae Oui Non
Sphingomonadaceae Oui Non
Streptococcaceae Streptococcus Oui Non
Caldilineaceae Oui Oui
Bdellovibrionaceae Bdellovibrio Non Oui
Chitinophagaceae Sediminibacterium Non Oui
Enterobacteriaceae Trabulsiella Non Oui
Fimbriimonadaceae Fimbriimonas Non Oui
Hyphomonadaceae Non Oui
Legionellaceae Non Oui
Leptospiraceae Leptospira Non Oui
Nitrospiraceae Nitrospira Non Oui
Rhodocyclaceae Non Oui
Sinobacteraceae Nevskia Non Oui
Xanthomonadaceae Lysobacter Non Oui
5.3.2. Communautés fongiques

L’analyse de la répartition taxonomique des communautés fongiques permet de mettre en
évidence une certaine différenciation des échantillons (Figure 32). En effet, une forte
augmentation d’abondance relative de Basidiomycetes est constatée en APPA par rapport a tous
les autres échantillons. De plus, les abondances relatives de séquences uniquement assignées
en tant que champignons varient entre 47 et 76% sauf pour APPA qui ne présente que 15% de
séquences de ce type.
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Figure 32 : Représentation de la répartition taxonomique de la population fongique de la rhizosphere selon le type

d’eau et I'inoculation de I’agent pathogene P. aphanidermatum.

L’analyse de diversité  a ’aide d’une PCoA (Figure 33) permet de mettre en évidence des
différenciations entre les échantillons et particulierement a la suite de I’inoculation de I’agent

pathogene P. aphanidermatum.

PC1(26.18 %)

Figure 33 : Analyse en coordonnées principales de la B-diversité des échantillons de communautés fongiques de
la rhizosphere. Rouge : AP, Bleu : AP+, Orange : AP+PA, Vert : APPA, Mauve : HP, Jaune : HPPA.

Ensuite, la comparaison des indices de diversité o permet d’établir des tendances quant a la
diversité et la richesse des échantillons Tableau 10. En effet, APPA présente une diversité
globalement plus élevée que les autres tandis que AP est I’échantillon le moins diversifié.
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Tableau 10 : Tableau des indices de diversité o (Chaol, OTUs observés, indice de Shannon) des échantillons de
communautés bactériennes de la rhizosphere selon le type d’eau et I’inoculation de 1’agent pathogene

P.aphanidermatum.

Eau N Chaol OTUs observés Shannon
APPA 1 199,00 172 5,14
AP+ 1 177,38 154 241
AP+PA 1 174,55 159 522
HP 1 164,67 139 544
HPPA 1 157,00 148 4,68
AP 1 108,00 95 5,37

Pour finir, 1’étude des taxons a permis de mettre en évidence 8 taxons présents en abondances
plus élevées en AP qu’en AP+ et HP tandis que 4 taxons I’ont également plus été en APPA
qu'en AP+PA et HPPA (Tableau 11). Cependant, aucun de ces taxons ne sont communs entre

ces comparaisons.

Tableau 11 : Liste des taxons de champignons identifiés comme présentant des abondances relatives plus élevées
en AP qu’en AP+ et HP ou en APPA qu’en AP+PA et HPPA

Taxon identifié Baisse d’abondance du | Baisse d’abondance du
) taxon de AP vers AP+ | taxon de APPA vers
Famille Genre et HP AP+PA et HPPA
Helotiaceae Rhizoscyphus Oui Non
Dermateaceae Neofabraea Oui Non
Incertae_sedis Pyrenochaeta Oui Non
Mycosphaerellaceae Cercospora Oui Non
Tremellaceae Dioszegia Oui Non
Trichocomaceae Aspergillus Oui Non
Trichocomaceae Penicillium Oui Non
Tulasnellaceae Oui Non
Incertae sedis Rachicladosporium Non Oui
Incertae sedis Acremonium Non Oui
Orbiliaceae Monasporium Non Oui
Schizophyllaceae Schizophyllum Non Oui

6. Etude de ’essai in vivo 2

L’analyse de la variabilité au sein de I’essai in vivo 2 n’a pas été étudiée dans ce travail car ce

dernier ne réunissait pas les conditions idéales pour tenter de mettre en évidence des agents
antagonistes de P. aphanidermatum. En effet, les bacs de culture d’AP et AP+ ont développé
une autre maladie causée par un autre agent phytopathogene. Des lors, seule la comparaison
entre les eaux aquaponiques et hydroponiques aurait été possible et semble donc moins robuste.
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VI. DISCUSSION

1. Evaluation des méthodes d’assignation taxonomique

Tout d’abord, lors de la comparaison des trois méthodes d’assignation taxonomique BLAST,
UCLUST et RDP classifier, aucune différence n’a été observée entre ces méthodes quant a la
taxonomie assignée aux différents OTUs. Dans les conditions testées, ces méthodes semblent
ainsi présenter la méme efficacité d’assignation taxonomique. Cela se révele €tre contraire a ce
que Bokulich et al. (2018) mettait en évidence ou RDP présentait une meilleure efficacité que
BLAST et UCLUST. Cependant, cette étude a également investigué 1’optimisation de ces
méthodes d’assignation taxonomique et a utilisé ces parametres optimisés pour la comparaison
de D'efficacité de ces méthodes (Bokulich er al., 2018). Or, les parametres utilisés dans cette
évaluation ont été ceux configurés par défaut dans QIIME, cela ayant également pu entrainer
son lot de divergences. Une optimisation des parametres aurait pu ainsi pu étre effectuée afin
d’essayer de rencontrer les résultats obtenus par Bokulich et al. (2018).

Ensuite, 1’évaluation des méthodes d’assignation taxonomique révele des différences par
rapport a la taxonomie attendue. En effet, un taxon n’est pas observé et les abondances relatives
ne correspondent pas a ce qui est attendu. Cela peut s’expliquer par le fait que lors de
I’exécution du script join_paired_ends.py qui apparie les reads forward et reverse, une
partie non négligeable des séquences n’étaient pas appariées méme lorsque la longueur
minimale de la superposition requise pour I’appariement des reads était fixée a la valeur
minimale possible (1 base). Des lors, une partie des séquences n’étaient plus prises en compte
pour la suite de I’analyse, ayant un impact sur les abondances relatives observées et provoquant
la non détection d’un taxon. La prise en compte des séquences rejetées serait ainsi une piste
d’amélioration quant a I’efficacité du plan de travail d’analyse bioinformatique.

Cette mock community avait déja été utilisée par Bokulich ef al. (2018) et fait partie du projet
mockrobiota (Bokulich et al., 2016), ou aucun probleme n’avait été identifié pour cette étape
de I’analyse. Cependant, cette étude avait réalisé le traitement de ses données brutes sur la
plateforme QIIME 2 méme si I’assignation taxonomique était réalisée sur QIIME 1.9.1, cela
pouvant également étre une piste d’amélioration du protocole afin améliorer I’efficacité de ces
étapes.

Finalement, en considérant le fait que 1’évaluation réalisée aurait dii permettre de décider des
méthodes d’assignation taxonomique utilisées dans le plan de travail, les conclusions tirées par
Bokulich ef al. (2018) ont été privilégiées. Par conséquent, la méthode RDP classifier sera
employée pour les données de séquencage d’ARNr 16S tandis que la méthode BLAST pour les
données de séquencage d’ITS (Bokulich et al., 2018).

2. Ajoutduread 1

Pour commencer, 1’ajout du R1 n’influence pas de la méme maniere 1’analyse bioinformatique
s’il s’agit de la région V1-V3 de I’ARNr 16S ou de I'ITS1.
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En effet, il est observé que cet ajout contribue positivement aux trois facteurs employés : le
nombre de séquences par échantillon, le nombre de phylums détectés ainsi qu’aux indices
diversité a des échantillons. Des lors, cet ajout devrait permettre d’identifier une plus large
gamme d’organismes et de réaliser une analyse plus complete. Cependant, pareil constat n’est
pas réalisé dans le cas de I’I'TS car ces trois facteurs ne montrent pas d’amélioration significative
dans le cas de I’analyse réalisée. Malgré cela, une diminution du nombre de séquences non
assignée est observée (de 90,50% a 88,62%). Cela implique que méme si une augmentation
significative du nombre de séquences par échantillon n’est pas observée, de nouvelles
séquences sont ajoutées et qu’'une partie de celles-ci sont taxonomiquement assignées et
permettent de diminuer la proportion de séquences non assignées.

Cette différence de nombre de séquences gagnées entre la région V1-V3 de I’ARNr 16 et I'ITS
peut s’expliquer par la taille des régions amplifiées. En effet, I'TTS1 mesure 208 + 56 paires de
bases (Porras-Alfaro et al., 2014). Le séquengage générant des reads de 250 bases, il ne devrait
pas y avoir de cas ou I’appariement des reads ne se produit pas, ceci explique ainsi le faible
nombre de séquences supplémentaires observées ainsi que I’absence de différences
significatives au niveau des facteurs €étudiés. Concernant la région V1-V3, celle-ci mesure
environ 500 paires de bases. Des lors, le séquencage étant limité a deux fois 250 paires de bases,
il est possible que ces séquences ne présentent pas suffisamment de superpositions et soient
rejetées lors de 1I’exécution du script multiple_join_paired_ends.py. Des lors, cela
expliquerait 1’augmentation trés hautement significative des nombres de séquences et de la
diversité au sein des différents échantillons.

De plus, I’étude métagénomique de communautés microbiennes de différents compartiments
aquaponiques a déja été réalisée a 1’aide d’uniquement les reads forward de la région V1-V3
par Schmautz et al. (2017) et ce avec les mémes amorces qu’utilisées dans cette étude. Au
niveau de I’assignation taxonomique, cette étude a détecté 42 phylums et a permis de faire
ressortir plusieurs différences significatives au niveau de taxons assignés jusqu’au genre
(Schmautz et al., 2017). Cela montre que I’analyse métagénomique de communautés
bactériennes a I’aide uniquement de la moitié du matériel génétique reste possible et permet de
réaliser une analyse taxonomique performante. Des lors, ajouter les reads forward non appariés
aux reads forward et reverse appariés ne devrait pas nuire a la performance de I’analyse des
données de séquencage haut-débit.

Suite a ces observations, I’ajout du R1 sera considéré pour tous les échantillons, 16S et ITS,
dans la suite des analyses.

3. Culture pure de Pseudomonas chlororaphis

L’analyse de la répartition taxonomique des différentes cultures pures révele que d’autres
séquences que I’ARNr 16S ont été amplifiées. En effet, celles-ci n’étaient pas reconnues par la
base de données Silva mais une analyse par BLASTn et une comparaison a des bases de données
autres que d’ARNr 16S a permis de les identifier comme faisant partie du génome de P.
chlororaphis. Le fait que d’autres régions soient amplifiées signifie ainsi que les amorces
utilisées sont capables de s’hybrider a d’autres endroits du génome et d’en permettre
I’amplification lors de la PCR.

66



De plus, seules les 10 séquences non assignées majoritaires ont fait I’objet d’une analyse
BLAST. Cependant, il reste possible que d’autres séquences parmi ces dernieres appartiennent
également au génome de P. chlororaphis, il n’est donc pas a exclure que ces abondances
relatives soient en réalité plus élevées.

De plus, des séquences d’autres organismes ont été identifiés dans ces échantillons. Ces
organismes peuvent ainsi avoir diverses sources comme une contamination lors de la réalisation
de la culture pure ou lors des étapes d’extraction ADN et d’amplification PCR (Krakat et al.,
2017). Cependant, la relativement faible représentation de ces organismes combiné au fait qu’ils
ne soient pas systématiquement présents dans tous les échantillons de culture pure indique qu’il
s’agirait plus probablement d’une contamination ponctuelle et non systématique.

4. Evaluation des différences entre les deux expérimentations in vivo

D’un premier point de vue, I’analyse de la beta diversité de 1I’endosphere permet d’assurer que
les microbiotes des essais in vivo ont été influencés de maniere différente et qu’une analyse
séparée de ces deux essais permettrait d’effacer ce biais et de mieux pouvoir observer les
différences dont la cause est liée aux parametres expérimentaux. Cette remarque est également
valable pour les échantillons de rhizosphére méme si certains échantillons ne sont pas
clusterisés dans les bons groupes.

Pour la rhizoplane, bien que des échantillons appartenant aux mémes essais in vivo soient
observés en groupe et que le test statistique Adonis révele une différence hautement
significative entre les deux essais in vivo, certains échantillons comme ceux d’HP et d’HPPA
de I’essai 2 sont proche de ceux de I’essai 1. Cela peut s’expliquer par le fait que contrairement
aux eaux AP et AP+, I’eau HP avait la méme composition en termes de minéraux mais aussi en
termes de microbiote car celle-ci était stérilisée avant d’€tre en contact avec les plantes.
Cependant, cette tendance n’est pas observée dans le cas de la rhizosphere, les microbiotes des
eaux hydroponiques se sont ainsi différenciés d’un essai in vivo a 1’autre malgré leurs
compositions initiales identiques. Aussi, les ressemblances au niveau de la rhizoplane
pourraient étre dues a la variabilité de 1’essai in vivo 2 qui semble étre plus importante par
rapport a I’essai in vivo 1 et qui, par hasard, les place dans la méme zone du PCoA (Figure 12).

5. Etude de ’essai in vivo 1

L’étude des communautés bactériennes a travers trois microbiotes, la rhizoplane, 1I’endosphere
et la rhizosphere et de I’inoculation d’un pathogene, P. aphanidermatum, permet d’évaluer les
effets qu’aura chacun de ces parametres expérimentaux ainsi que leurs combinaisons sur le
microbiote. De plus, cela devrait également rendre possible 1’identification de potentiels agents
antagonistes de P. aphanidermatum. Ces derniers étant supposés €tre présents en abondances
plus élevées dans les eaux aquaponiques ou un effet suppressif a été constaté.

5.1. Communautés bactériennes

Tout d’abord, les communautés bactériennes se sont clairement différenciées au niveau de la
rhizoplane. En effet, on observe un groupe composé des échantillons d’AP et APPA, I’eau
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aquaponique a ainsi été tres peu affectée par I’inoculation de 1’agent pathogene, supposément
car celle-ci contenait au préalable le microbiote nécessaire pour y faire face.

De plus, une autre hypothése comme quoi le microbiote d’une eau aquaponique qui a été
complémenté est déséquilibré a la suite de cette complémentation est vérifiée. En effet, en plus
de présenter un profil bactérien différent d’ AP, AP+ est significativement moins diversifié¢ que
AP. De plus, contrairement a AP, quand AP+ est inoculé avec 1’agent pathogeéne, un décalage
important se produit dans son microbiote, montrant ainsi que AP+ ne dispose pas des défenses
naturelles d’ AP.

Dans I’analyse de 1’endosphere, il est possible d’effectuer un lien entre la maladie induite par
I’agent pathogene au niveau de la diversité . En effet, le microbiote endophytique des laitues
qui ont développé les symptomes d’une infection par P. aphanidermatum (AP+PA et HPPA)
présentent une clusterisation trés nette tandis que tous les autres échantillons non infectés
présentent une grande variabilité empéchant toute observation en groupe (Figure 25). Ainsi, en
s’attaquant aux racines, P. aphanidermatum a probablement également provoqué un décalage
dans les communautés bactériennes endophytiques de AP+PA et HPPA. De méme, il semblerait
que le microbiote endophytique soit plus susceptible d’€tre influencé par 1’inoculation du
pathogeéne que par I’eau irriguant les racines de la laitue. En effet, aucune tendance influencée
par le type d’eau n’est observable.

Dans le cas de la rhizosphere, I’effet de P. aphanidermatum semble moins marqué. En effet,
I’analyse de la diversité B ne met pas en évidence de similarités entre les échantillons ayant été
infectés par 1’agent pathogene. Toutefois, il aurait pu étre attendu que P. aphanidermatum
provoque un shift dans les communautés bactériennes de la rhizosphere en considérant le fait
que les zoospores de ce dernier se propagent dans celle-ci.

Ensuite, les abondances relatives des taxons ont permis de mettre en évidence des taxons étant
significativement présents en abondances plus importantes lorsque 1’eau de culture était
aquaponique que lorsqu’elle était hydroponique ou aquaponique complémentée. Ces
différences n’ont toutefois été constatées que dans la rhizosphere et la rhizoplane, 1I’endosphere
présentant peu de variations en termes d’assignation taxonomique et de diversités a et f3.

Dans la rhizoplane, 36 taxons ont été mis en évidence dont 12 présentent a la fois des
abondances relatives plus élevées en AP et APPA que dans les autres conditions
expérimentales. On retrouve ainsi 12 taxons présents initialement dans 1’eau aquaponique et
qui gardent des abondances relatives importantes apres ’attaque du pathogene. Ces taxons
pourraient ainsi jouer un réle dans les mécanismes de défenses contre ce dernier. A contrario,
les organismes qui étaient présents avant I’attaque du pathogene et qui ne le sont plus, sont eux
moins susceptibles d’étre impliqués dans un phénomene de suppression. Ce raisonnement peut
également étre appliqué aux organismes qui ne présentaient pas de différences significatives et
qui en présentent apres infection par 1’agent pathogene, ces derniers étant susceptibles d’avoir
augmenté en population pour s’opposer a I’agent pathogene. Ainsi, parmi les 36 taxons, un
intérét particulier sera accordé aux taxons étant constatés avant et apres inoculation ainsi qu’a
ceux uniquement observés apres inoculation.
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Parmi ces genres (Tableau 4) certains taxons pourraient présenter des activités de biocontrole.
En effet, le genre Sphingobium, bien que comprenant des organismes pouvant également étre
pathogéniques, contient des especes telles que S. mellinum qui ont déja été mises en évidence
comme pouvant effectuer des activités de biocontrole (van Bruggen, Francis and Jochimsen,
2014). De méme, le genre Agrobacterium est composé de nombreux pathogenes des plantes
mais certains organismes peuvent également présenter des activités de biocontrdle comme
I’antibiose (Pal and McSpedden Gardener, 2006). Le genre Microbacterium a également des
agents de biocontrole dont M. oleovorans, agent de biocontrole de Fusarium verticilloides
(Sartori, Nesci and Etcheverry, 2012). Azospirillum est un PGPB treés étudié capable de
coloniser beaucoup d’especes de plantes, il exerce aussi une variété de mécanismes comme la
fixation de 1’azote et la production de phytohormones mais peut aussi limiter la prolifération
des agents phytopathogenes (Tortora, Diaz-Ricci and Juan C, 2011). Le genre Bdellovibrio
pourrait également étre une piste d’agent de biocontrdle puisque ce dernier peut effectuer des
actions de prédation en s’attaquant notamment aux bactéries de la rhizosphere (Damron and
Barbier, 2013; Olanya and Lakshman, 2015). Finalement, le genre Haliangium de la famille
des Haliangiaceae pourrait également faire partie de I’effet suppressif observé en aquaponie
car celui-ci est capable de produire des composés antibiotiques inhibant le développement de
nombreux champignons (Kundim et al., 2003).

Certains taxons ont quant a eux été mis en évidence dans des environnements suppressifs mais
sans avoir pu les relier a des activités suppressives comme la famille des Cyrophagaceae
(Mendes et al., 2018), le genre Luteimonas de la famille de Xanthomonadaceae (Xiao et al.,
2017) et le genre Ramlibacter de la famille des Comamonadaceae (Bonanomi et al., 2018).
D’autres de ces taxons sont soit des bactéries impliquées dans le phénomene de nitrification
(Planctomyces (Kong et al., 2017), Hyphomicrobium (Sugita, Nakamura and Shimada, 2005)
ou présentes dans les environnements aquatiques (Saprospiraceae (Xia et al., 2008),
Hyphomonadaceae (Abraham and Rohde, 2014)) mais sans activité de biocontrdle recensées.
Ainsi, une majorité de ces taxons ne sont pas connus comme présentant des activités de
biocontrdle ni comme pouvant promouvoir la croissance de la plante.

Parmi les 36 taxons bactériens mis en évidence dans la rhizoplane, six d’entre eux sont, sur base
de la littérature, capables d’exercer des activités antagonistes contre d’autres bactéries et
champignons : Sphingobium, Agrobacterium, Microbacterium, Azospirillum, Bdellovibrio et
Haliangiaceae.

Au-dela de la rhizoplane, plusieurs taxons avaient également été mis en évidence dans la
rhizosphere (Tableau 9).

Parmi ces taxons, le genre Rhodococcus contient des especes telles que R. erythropolis capable
de déstabiliser la communication basée sur le guorum sensing de bactéries pathogenes (reviewé
par Latour et al., 2013). Un autre taxon important est Lysobacter, ce dernier est d’un grand
intérét puisque ’efficacité de L. enzymogenes a déja été évaluée contre P. aphanidermatum et
a démontré des activités antagonistes en conditions in vitro. L. enzymogenes serait ainsi capable
de produire des composés antifongiquse mais lors d’une expérience in vivo sur de la culture
hydroponique de concombre ce dernier n’a pas montré de suppression de la maladie (Folman
et al., 2004). Bdellovibrio est également retrouvé dans la rhizosphére, renforcant ainsi
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I’hypothese de son implication dans I’effet suppressif observé. Finalement, Pseudomonas est
également observé et est un genre bactérien particulicrement étudié pour ses activités de
contrdle biologique dans la rhizosphere (Whipps, 2001).

Pour résumer, I’analyse des taxons a permis de mettre en avant six taxons dans la rhizoplane et
quatre taxons dans la rhizosphere, dont un commun aux deux microbiomes, qui pourraient
participer a I’effet suppressif observé en aquaponie.

5.2. Communautés fongiques

Tout d’abord, les communautés fongiques semblent étre moins affectées par les conditions
expérimentales que les communautés bactériennes. En effet, dans la rhizoplane et son analyse
par la PCoA (Figure 22), les communautés fongiques présentent des distances entre échantillons
plus élevées et une clusterisation en groupe est ainsi plus compliquée. Ensuite, il était observé
dans I’endosphere des populations bactériennes une différenciation des échantillons d’ AP+PA
et d’HPPA probablement due a I’infection provoquée par P. aphanidermatum. Cependant, ce
constat n’est pas vérifié dans le cas des communautés fongiques endophytes puisque les
échantillons se clusterisent comme si aucun parametre expérimental n’avait été appliqué aux
racines des laitues., il n’y a donc pas de tendance au groupement de AP+PA et HPPA

Comme dans le cas des communautés bactériennes, 1’étude des différences significatives au
niveau des abondances relatives des taxons devrait permettre de mettre en évidence des taxons
qui pourraient jouer un rdle dans I’effet suppressif rencontré en aquaponie.

Lorsque cette comparaison était réalisée dans la rhizoplane, contrairement aux communautés
bactériennes ou de nombreux taxons €taient retenus, seuls trois 1’ont été pour les communautés
fongiques : Catenaria, Pseudozyma prolifica et Hysterium pulicare.

Le genre Catenaria est composé d’especes comme C. anguillulae qui est un agent de
biocontrdle endoparasitique de nématodes (Singh et al., 2013). Ensuite, le genre Pseudozyma
représente un groupe de levures dont P. flocculosa connu comme agent de biocontrdle avec une
activité particuliere contre les champignons grace a la flocculosine qu’il synthétise (Marchand
et al., 2009). Finalement, le taxon Hysterium pulicare désigne un champignon libre non
lichénisé pouvant se développer sur le chéne (Coste, 2014), taxon inattendu dans une eau
aquaponique. Ainsi, deux taxons pouvant jouer un role dans I’effet suppressif ont été identifiés :
Catenaria et Pseudozyma.

Finalement, aucune différence significative d’abondances de taxon n’était observée dans
I’endosphere mais des taxons avaient ét€ mis en évidence dans la rhizosphere (Tableau 11).
Parmi ces taxons, plusieurs d’entre eux comme Pyrenochaeta (Vanachter, Van Wambeke and
Van Assche, 1988), Cercospora (Tessmann, Charudattan and Preston, 2008), Aspergillus
(Stevens et al., 2000) et Neofabreae (Chen et al., 2016) s’averent étre de potentiels agents
pathogenes sans qu’il soit fait état de potentielles activités antagonistes dans la littérature
scientifique. Malgré la présence de ces agents pathogenes, Penicillium, un taxon pouvant étre
également pathogene mais aussi exercer des activités antagonistes contre les champignons
pathogenes des plantes via la production de de substances antifongiques est rencontré dans cette
liste de taxons (Yang et al., 2008). Cependant, méme si plus d’organismes potentiellement
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pathogéniques que bénéfiques ont été mis en évidence dans le cas des communautés fongiques,
il reste important de tenir compte des proportions importantes de séquences non assignées chez
les champignons. Par conséquent, des organismes étant présents en abondances
significativement plus importantes en eaux aquaponiques ont potentiellement pu jouer un rdle
dans I’effet suppressif mais n’ont pas pu étre identifi€s avec les bases de données actuelles.

VII. CONCLUSION

1. Amélioration du plan de travail d’analyse bioinformatique

La premiere partie de cette étude s’est focalisée sur I’amélioration du plan de travail utilisé lors
de I’analyse bioinformatique sous QIIME a travers 1’évaluation de différentes méthodes
d’assignation taxonomique et la prise en compte de reads perdus lors de I’exécution du script
join_paired_ends.py.

Premieérement, 1’évaluation de méthodes d’assignation taxonomique n’a pas permis de mettre
en évidence de méthode présentant de meilleures performances contrairement a ce que Bokulich
et al. (2018) parvenait a réaliser. De plus, certains organismes n’étaient pas représentés et les
autres n’étaient pas observés dans les abondances relatives attendues. 1l a également été constaté
une perte de séquences lors de I’exécution du script join_paired_ends.py. Ainsi, il serait
intéressant de réévaluer I’efficacité de ces méthodes avec des parametres optimisés pour celles-
ci ainsi que d’évaluer si I’appariement des reads forward et reverse n’entraine pas la perte de
séquences sur QIIME 2.

Deuxiemement, 1I’évaluation de 1’ajout des reads forward rejetés aux reads forward et reverse
appariés a mis en évidence que celui-ci augmentait de maniere tres hautement significativement
le nombre de séquences pour la suite de I’analyse bioinformatique. De méme, cet ajout
augmente de nombre de phylums observés de 17 a 31 dans le cas de la rhizoplane de
communautés bactériennes. Cet ajout permet ainsi d’observer une diversité accrue d’individus
et de réaliser une analyse plus complete.

2. Analyse des essais in vivo

Apres cette partie d’amélioration du protocole d’analyse bioinformatique, les échantillons de
I’analyse in vivo ont été analysés en tenant compte des résultats de ces étapes précédentes.

Dans un premier temps une comparaison entre les essais in vivo 1 et 2 a été réalisée afin
d’évaluer si une analyse conjointe des deux essais est réalisable. Des différences significatives
ont été observées pour les trois microbiomes échantillonnés, indiquant un biais lié aux essais in
vivo si une analyse conjointe était réalisée.

Ensuite, I’essai in vivo 1 a été€ analysé et une différenciation tres marquée des microbiotes au
niveau de la rhizoplane a été observée. Cela permet de renforcer 1’hypothese que 1’aquaponie
présente un effet suppressif et que 1’eau aquaponique perd cet effet suppressif si elle est
complémentée en nutriments. L’analyse des différences d’abondances relatives de taxons entre
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les différentes conditions expérimentale a permis de mettre en évidence des taxons qui
pourraient jouer un role dans l’effet suppressif rencontré en aquaponie: Sphingobium,
Agrobacterium, Microbacterium, Azospirillum, Bdellovibrio, Haliangiaceae, Rhodococcus,
Lysobacter et Pseudomonas pour les communautés bactériennes et Catenaria, Pseudozyma et
Penicillium pour les communautés fongiques.

3. Perspectives

Une des premieres choses qui pourrait étre faite dans la continuité de cette étude est I’analyse
de I’essai in vivo 2. En effet, méme si une partie des échantillons avaient été infectés par un
autre agent pathogene, il reste toutefois possible de vérifier si les taxons mis en évidence par
cette étude sont également observés dans les différents microbiotes aquaponiques de ce
deuxieme essai in Vivo.

Ensuite, compte tenu du fait que les taxons proposés n’ont pour la plupart pas été observés en
aquaponie, il serait important d’essayer d’isoler par des méthodes spécifiques ces taxons. Cela
permettrait dans un premier temps de confirmation I’observation de ces taxons a la suite de
I’analyse bioinformatique mais aussi d’évaluer si ces taxons présentent bel et bien des
mécanismes d’antagonisme vis-a-vis de P. aphanidermatum.
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