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Résumé :

La thése a pour objectif d’établir une base scientifique fiable pour I'utilisation efficace des phages (les virus des bactéries)
comme agents thérapeutiques pour lutter contre des maladies bactériennes des plantes. Les phages, en tant que membres
du microbiote naturel, sont des alternatives prometteuses aux antibiotiques dans le domaine médical, qui est confronté a
I'émergence d'infections bactériennes résistantes aux antibiotiques. Linfluence du contexte agricole sur la prédation des
bactéries phytopathogénes par les phages n'est pas actuellement appréciée. En particulier, 'influence des pesticides, tel
que le cuivre, sur la biodiversité et activité de ces phages n’a été jamais évalué. Ce projet de thése vise a identifier les
principaux facteurs de prévalence, de diversité et d'impact des phages sur la bactérie phytopathogene Pseudomonas
syringae dans des vergers d'abricotiers de la région PACA, fréquemment impactés par le chancre bactérien. Les approches
comprennent des analyses métagénomiques de la diversité et de la prévalence des phages dans le paysage agricole, des
mesures environnementales, des études expérimentales avec phages, bactéries et contaminants en laboratoire, et la mise
en place de collections de phages de P. syringae candidats pour le biocontréle. Le projet permettra d'étre a la pointe dans
un domaine scientifique peu développé en France.

A. Enjeux scientifiques et socio-économigues

Les bactéries pathogénes représentent une menace croissante pour la santé humaine et la sécurité alimentaire, malgré des
décennies de recherche consacrées a leur biologie '2. La gestion des maladies comprend 'amélioration génétique et
déploiement de cultivars de plantes résistantes ou I'application de pesticides, dont certains a base de cuivre, largement
appliqués en vergers. Des ravageurs résistants a ces deux mesures apparaissent de plus en plus souvent, et les métaux
lourds tel que le cuivre se sont révélés toxiques pour I'environnement 3. Les bactéries pathogenes ont leurs propres
ennemis naturels, principalement des bactériophages (ci-aprés dénommés "phages"), qui sont des virus spécialisés qui
n'infectent que les bactéries. Les phages apparaissent comme une stratégie prometteuse de lutte biologique contre les
agents pathogenes, mais de nombreux défis subsistent é. Les phages font partie du microbiote associé aux plantes, mais
on sait trés peu de choses sur leur prévalence en milieu agricole et sur leur réle dans I'écologie et I'émergence des
maladies bactériennes des plantes ”. La prédation par les phages pourrait modifier de maniére significative la diversité
génétique et le potentiel de virulence des bactéries dans les communautés microbiennes naturelles, mais ce type
d'interactions est encore inexploré pour les pathogenes bactériens des plantes 8°. Au niveau expérimental, le cuivre a une
activité bactéricide et virucide, et c’est un facteur d’induction des prophages (les phages qui se trouvent intégrés dans le
génome des bactéries) prouvé, mais son impact sur la biodiversité et I'activité des phages a des concentrations
environnementales n'a pas été exploré dans les agrosystemes 1", Les objectifs de ce projet sont de parvenir a une
compréhension approfondie des interactions naturelles entre les phages et les bactéries pathogénes des plantes afin de
gérer avec succes les maladies a l'avenir.

Pseudomonas syringae est un pathogene de plantes omniprésent, qui est a l'origine de jusqu'a 60 % des pertes de
rendement dans une grande variété de cultures, notamment les arbres fruitiers et a noix, les Iégumes et les plantes
ornementales ™. Il n'existe pas de mesures de gestion efficaces contre les maladies causées par P. syringae, et le secteur



agricole exige des solutions durables. P. syringae a un statut d'organisme modéle, avec de nombreuses données
génétiques et phénotypiques disponibles. Dans ce projet, le/la doctorant.e élucidera la dynamique des populations de la
bactérie phytopathogéne P. syringae et de ses phages par la métagénomique et des approches expérimentales. A notre
connaissance, aucune approche métagénomique de la dynamique des bactéries et de leurs phages en contexte agricole
n'est disponible, mais elle pourrait révéler les relations entre la prévalence des phages et les maladies des plantes dans la
nature, et indiquer quand et ou appliquer des phages pour un contréle efficace des maladies bactériennes. Des chercheurs
en ltalie, en Belgique, en Nouvelle-Zélande, au Chili ou en Corée ont isolé des phages qui infectent P. syringae et qui
pourraient avoir le potentiel de contréler les maladies induites '*-'°. Le projet proposé, et la collecte ultérieure de phages de
P. syringae, sera sans précédent en France.

B. Questions de recherche

Le contexte agricole choisi est celui des abricotiers de la région PACA que I'unité INRAE-PV a étudié précédemment dans
des projets comme le CASDAR CHABABRI (2017), et avec des nombreux producteurs.trices appartenant au groupement
GRCETA , partenaire du projet 6. Diverses variables agricoles (données épidémiologiques, paysagéres et climatiques) des
vergers seront récupérées. Des résultats récents de l'unité INRAE-PV démontrent que la variabilité génétique des souches
de P, syringae pathogénes pour |'abricot est beaucoup plus importante que ce qui avait été signalé précédemment, et que
la pathogénicité d'une souche ne peut étre prédite par la position phylogénétique ou par des caractéristiques
phénotypiques communes 6. Lunité EMMAH a déja montré que les produits phytopharmaceutiques (dont le cuivre) ont un
impact important sur la biodiversité et les services écosystémiques dans les milieux aquatiques et les parcelles agricoles
1718 Ce projet pourrait révéler le role des phages dans I'évolution et la pathogénicité des pathogeénes bactériens des
plantes.

Les questions scientifiques du projet sont les suivantes :

1) Les phages influencent-ils les communautés bactériennes et leur agressivité dans la nature ? Pour cela, le/la doctorant.e
mettra en relation la présence et la diversité des phages et les caractéristiques bactériennes au cours du temps avec les
variables phytosanitaires et agricoles.

2) La co-évolution expérimentale des phages et des bactéries en laboratoire permet-elle de prédire la virulence des
bactéries vis a vis des plantes ? Cette tache permettra d'identifier des relations de cause a effet qui ne sont pas
nécessairement visibles dans les relations statistiques basées sur les données de terrain.

3) Les produits phytopharmaceutiques ont-ils un impact sur l'efficacité des agents de biocontrble a contrdler les bactéries ?
Pour cela, le/la doctorant.e utilisera le cuivre comme modele, I'analysera dans le milieu agricole et testera in vitro son effet
sur l'activité des phages.

Le projet comprend quatre approches :
1. Diversité des phages de Pseudomonas syringae

Contrairement aux bactéries, les phages ne partagent pas un géne commun et il est difficile d'associer leurs hétes
bactériens en se basant uniquement sur leur information génomique. Dans la premiére approche, le projet vise a compiler
un catalogue de phages de P. syringae qui sera analysé ultérieurement dans la dynamique spatio-temporelle par un
séquencage a haut débit. En s'appuyant sur les connaissances épidémiologiques du partenaire (GRCETA), le/la
doctorant.e échantillonnera des vergers d'abricotiers (20 environ), dans des sites agricoles de la région PACA. Les
échantillons seront prélevés dans des environnements associés a P. syringae, soit 'eau d'irrigation et la litiére des vergers.
A partir de ces échantillons, le/la doctorant.e créera une collection unique de phages de P. syringae que il/elle caractérisera
avec précision. L'évaluation des familles de phages sera effectuée par microscopie électronique. Les génomes des phages
des clones individuels isolés seront séquenceés et analysés selon des méthodes récemment établies, pour estimer la
diversité des phages présents dans nos échantillons %', Les phages sont connus pour étre, en général, spécifiques d'une
espece ou sous-espece bactérienne, ce qui constitue un avantage pour un agent de biocontréle sir. Le/la doctorant.e



évaluera la gamme d'hétes des phages sur un panel de souches de P. syringae déja présentes dans la collection du
laboratoire et représentant la diversité génétique de ce complexe d'espéces. Cette premiere collection de phages de P,
syringae en France abritera des candidats potentiels pour de futures approches de biocontréle.

2. Biogéographie des phages

Les 20 vergers d'abricotiers seront échantillonnés a trois saisons différentes sur une période de deux ans. Le/la doctorant.e
extraira I'ADN bactérien et viral, et estimera la diversité et la quantité relative des phages et de leurs hétes P. syringae
apparentés par une analyse métagénétique. En détall, il/elle entreprendra une analyse de génes marqueurs ciblant des
génes bactériens spécifiques pour évaluer la diversité bactérienne et le séquencage de I'ensemble des génomes des
phages pour évaluer leur diversité. Différents parametres environnementaux et agroécologiques seront également
compilés, notamment les variables climatiques, l'incidence passée et présente des maladies, les pratiques agricoles, les
variétés de plantes et les données physico-chimiques sur I'eau d'irrigation et le sol. Le/la doctorant.e mettra en relation la
présence et la diversité des phages et des bactéries et leur dynamique temporelle avec l'incidence des maladies et le type
d'environnement, afin de tester I'hypothése selon laquelle les phages influencent les communautés bactériennes de P,
syringae et leur agressivité dans la nature.

3. Test expérimental pour valider I'hypothése dérivée

La troisiéme approche consistera a quantifier expérimentalement les prédictions issues des données de terrain. Sur la base
des résultats obtenus sur le terrain, des consortiums microbiens semi-naturels comprenant une sélection des variantes
génétiques et des phages de P. syringae trouvés dans les environnements agricoles, seront mis en place en laboratoire. Au
moins 3 types de consortiums microbiens avec 8 répliques chacun, seront cultivés et une proportion de la population
transférée pendant 2 a 3 semaines dans du nouveau milieu pour permettre une croissance continue, a fin d’étudier
I'évolution des bactéries et phages dans des conditions controlées. Le/la doctorant.e suivra la dynamique des phages-
bactéries par des approches de séquencage et testera la virulence des bactéries survivantes dans des plantes. Cette
approche expérimentale cherchera a comprendre les forces sélectives qui fagonnent les traits génétiques et/ou
phénotypiques des microbes dans un environnement simplifié.

4, Essai de I'effet du cuivre sur les phages

Ensemble a I'unité EMMAH, le/la doctorant.e identifiera les méthodes pour analyser la quantité de cuivre dans les
environnements agricoles étudiés, tels que les litiéres des abricotiers et 'eau d'irrigation *'8. Les résultats indiqueront les
doses de cuivre environnementales a tester sur la viabilité d'au moins 5 phages candidats de la collection, et leur effet
inhibiteur vis a vis de différentes souches de P. syringae.

C. Partenariat scientifigue

Au sein de l'unité de Pathologie Végétale d'Avignon, ce projet bénéficiera de I'expertise de I'équipe Mistral en bactériologie
et biocontrdle, et de I'équipe Virologie en virologie et évolution. Notre projet contribuera et bénéficiera des conférences,
ateliers et collaborations du réseau frangais Phages.fr 2. Le projet de thése bénéficiera également de I'expertise de unité
EMMAH, dans les domaines de I'écotoxicologie microbienne et de 'hydrophysique en contextes agronomiques et
aquatiques >"". Le projet sera développé en étroite collaboration avec le partenaire agricole GRCETA, un organisme
référent en matiére d'arboriculture fruitiere.
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