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0 Sommaire

La symbiose endomycorhizienne à vésicules et arbuscules (EVA) augmente la
resistance les plantes face aux microorganismes pathogènes racinaires. Les mécanismes
impliqués ne sont pas encore bien cernés, notamment à cause de la biotrophie
obligatoire du champignon EVA. L'amélioration de la nutrition phosphatée des plantes
lors de la symbiose EVA serait impliquée dans ces mécanismes. La culture de racines
transformées est un outil largement utilisé pour des études fondamentales, incluant la
culture in vitro de mycorhizes.

Ce projet de Maîtrise porte sur la caractérisation du comportement nutritionnel in
vitro de lignées de racines transformées d'une plante modèle, la tomate, en symbiose
avec le Glomus intraradices. Cette étude s'inscrit dans le développement d'un système
compartimenté modélisant les interactions de la mycorhizosphère.

Nous avons établi différentes lignées de racines de tomate, transformées par

l'insertion de l'ADN-T de V Agrobacterium rhizogenes. La caractérisation des lignées de

racines transformées de tomate a montré que rétablissement de la symbiose EVA in
vitro était relié à la concentration initiale en phosphate inorganique dans le milieu de
culture. La réceptivité des lignées au champignon EVA n'était pas associée au type de
croissance ni à l'assimilation des nutriments. Par ailleurs, aucun lien direct n'a été

trouvé entre le génotype des lignées de racines transformées et la sensibilité à la
symbiose EVA.

Des tests préliminaires de compartimentation physique et nutritionnelle des deux
partenaires de la symbiose ont été élaborés en boite de Pétri et en bioréacteur de type
cuvée, soulignant la difficulté d'application d'un tel concept.

J

Mots clefs : endomycorhizes à vésicules et arbuscules, Glomus intraradices, Ri-T-
DNA, Agrobacterium rhizogenes, Lycopersicon esculentum (tomate), sensibilité
mycorhizienne, nutrition, phosphate, compartimentation.
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n Abstract

Arbuscular mycorrhizal (AM) symbioses are known to play a role in increased
resistance of plants against soilbome pathogens. Mechanisms involved in this
phenomenon are not well understood, partly because AM fungi are obligate biotrophs.
The improvement of phosphorus nutrition could be involved in such mechanisms. Hairy
roots culture is a pertinent tool for fundamental studies, including in vitro culture of
mycorrhizas.

This project investigates the in vitro characterization of the nutritional behavior
of tomato hairy roots, our model plant, in symbiosis with an AM fungus, Glomus
intraradices. The study is involved in the development of a compartmentalized system
to model interactions in the mycorrhizophere.

Several tomato hairy root lines were transformed with the insertion of

Agrobacterium rhizogenes T-DNA. The establishment of AM symbiosis in vitro was
related to the initial inorganic phosphate concentration in the culture medium, as
revealed during the characterization of tomato hairy root lines. Mycorrhizal
receptiveness was not related to growth rates or nutrients uptake. Otherwise, no direct
correlation was found between hairy root genotype and mycorrhizal receptiveness.

Preliminary tests, based on physical and nutritional approaches, were performed
to compartmentalize partners of the AM symbiosis, in Petri dishes and in a batch
bioreactor system, revealing the difficulty of the concept.

Keywords : vesicular and arbuscular mycorrhiza, Glomus intraradices, Ri-T-DNA,
Agrobacterium rhizogenes, hairy roots, Lycopersicon esculentum (tomato), mycorrhizal
responsiveness, nutrition, phosphate, compartmentalized system.
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Chapitre l

Introduction générale

Les plantes interagissent depuis des millions d'années avec leur environnement

immédiat. La survie et revolution des espèces semblent intimement reliées à la

dynamique écologique de cet environnement. L'étude de la partie souterraine des

plantes a longtemps été éludée, particulièrement à cause de son manque de visibilité

immédiat. La zone où les racines des plantes interagissent avec la microflore

environnante et les constituants du sol porte le nom de rhizosphère (Uren, 2001).

L'équilibre dynamique de la rhizosphère est strictement associé aux interactions entre

les différentes composantes. Certains microorganismes de la rhizosphère, incluant

saprophytes et symbiotes, ont un impact substantiel et bénéfique sur la croissance et la

santé des plantes ainsi que sur les propriétés physico-chimiques du sol. C'est le cas des

champignons mycorhiziens (Barea, 2000).

1.1 La symbiose endomycorhizienne à vésicules et arbuscules, ubiquiste et

ancestrale

u

Le terme mykorrhizen fut employé pour la première fois en 1885 par le botaniste

allemand Franck pour décrire une association non-pathologique entre des champignons

et les racines de plantes supérieures. Il a décrit différents types de cette association,

comme la forme ectotrophique chez certains arbres, et la forme endotrophique chez les

orchidées et les bmyères (Rayner, 1927). L'idée que des champignons puissent
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contribuer positivement à la santé des plantes était audacieuse à une époque où les

scientifiques considéraient systématiquement les interactions plantes-champignons

comme pathologiques.

u

Les associations mycorhiziennes sont presque ubiquistes, trouvées dans des

habitats allant des déserts aux forêts tropicales, depuis l'arctique jusqu'aux sommets des

montagnes. La symbiose endomycorhizienne à vésicules et arbuscules (EVA) est la plus

commune et plus de 80% des plantes vasculaires sont considérées comme

endomycorhiziennes (Smith and Read, 1997). Il existe cependant d'autres associations

mycorhiziennes qui varient dans la forme et la fonction : les ectomycorhizes sont des

associations symbiotiques entre les racines d'espèces ligneuses et de champignons

appartenant principalement aux Basidiomycètes et à quelques Ascomycètes. Les

ectomycorhizes possèdent trois structures caractéristiques : un manteau de tissu

fongique entourant la racine, un réseau interne d'hyphes entre les cellules corticales (le

réseau de Hartig) et un mycélium externe formé par des agrégats d'hyphes. Les plantes

de l'ordre des Ericales forment des endosymbioses mycorhiziennes dont trois formes ont

été décrites : la forme éricoïde est trouvée par exemple chez des bruyères poussant en

sols acides ou tourbeux ; la forme arbutoïde qui possède des caractéristiques à la fois des

endo- et des ectomycorhizes est présente chez de nombreuses espèces de Pyrolacées; la

forme monotropoïde où le champignon colonise des plantes achlorophyllieimes de la

famille des Monotropacées. Toutes les espèces de la famille des Orchidées, sauf

quelques rares exceptions, dépendent pour leurs premiers stades de développement

d'une association endomycorhizienne avec certains Basidiomycètes. Ces champignons
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s'associent à la plante dès les stades précoces de germination des graines qui possèdent

peu de réserves nutritives. Cette dépendance diminue ou disparaît lorsque la plante se

développe chez certaines espèces, alors qu'elle persiste pour toute la vie de la plante

pour d'autres espèces. Il existe enfin une dernière forme intermédiaire, les

ectendomycorhizes, principalement trouvée sur des conifères et des arbres à feuilles

caduques en pépinières (Smith and Read,1997).

Les plantes sont considérées comme non-mycotrophes lorsqu'elles ne possèdent

aucune structure typique d'une symbiose mycorhizienne, à savoir des vésicules et des

arbuscules pour la symbiose EVA ou les structures typiques des autres types de

symbioses mycorhiziennes. Ces plantes appartiennent essentiellement aux familles des

Brassicaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Juncaceae et des Proteaceae. Toutes

les espèces de ces familles ne sont cependant pas non-mycotrophes (Tester et al., 1987).

J

L'impact bénéfique de la mycorhization sur la santé et la survie des plantes est

vaste (Zak, 1964; Nicholson, 1967; Mosse, 1973; Gerdemann, 1975; Schenck and

Kellam, 1978; Douds and Millner, 1999; Harrison, 1999) et existe depuis longtemps

(Remy et al., 1994). L'analyse de plantes fossilisées datant du début du Dévonien a

révélé la présence de structiu-es rappelant celles des arbuscules (Simon et al., 1993). De

plus, une étude phylogénétique comparant des séquences d'ADN ribosomaux de

plusieurs espèces de Glomales, a permis d'évaluer l'apparition de ces champignons

mycorhiziens à environ 353-462 millions d'années avant notre époque, ce qui coïncide

avec l'ère de colonisation de l'espace terrestre par les plantes (Redecker et al., 2000).
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1.2 Le champignon endomycorhizien à vésicules et arbuscules, dépendant mais

essentiel

u

Les champignons endomycorhiziens à vésicules et arbuscules (EVA) sont des

Zygomycètes de l'ordre des Glomales et ils sont biotrophes obligatoires (Morton and

Benny, 1990). L'association des champignons EVA est relativement peu spécifique,

hautement compatible et ce mutualisme ancestral profite aux deux partenaires. La plante

fournit le carbone au champignon dont il est entièrement dépendant. La contribution du

champignon EVA semble plus complexe : il acquiert les éléments minéraux du sol dont

le phosphate (dark and Zeto, 2000), améliore la résistance des plantes aux organismes

pathogènes invasifs (St-Amaud et al., 1995a; Hamson, 1998), favorise la biodiversité

des espèces végétales dans les écosystèmes restaurés (Van Der Heijden et al., 1998) et

intervient dans la stabilisation de la stmcture des sols (Schreiner and Bethlenfalvay,

1995). La compréhension des conséquences des pratiques agricoles sur la biodiversité et

le fonctionnement de ces champignons EVA est un sujet d'actualité. Des résultats

provenant de ce genre d'étude pourraient argumenter en faveur d'une utilisation plus

efficace et importante de cette symbiose pour participer au succès de l'agriculture

durable.

1.3 La communication entre les deux partenaires

La symbiose EVA est composée de trois éléments essentiels: la racine elle-

même, les structures fongiques spécialisées dans le cortex racinaire (les vésicules et les

arbuscules) et un mycélium extraradiculaire. Les vésicules sont des structures fongiques
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de stockage contenant beaucoup de lipides et de nombreux noyaux, dont la forme

dépend principalement de l'espèce de champignon. Tous les champignons EVA ne

développent pas cet organe de stockage dans les racines: les Scutellospora et les

Gigaspora ne forment pas de vésicules mais produisent des cellules auxiliaires sur le

mycélium extraradiculaire (Smith and Read, 1997). Les arbuscules sont des stmctures

transitoires et hautement ramifiées, qui se développent dans les cellules du cortex

racinaire. Le développement d'un arbuscule dans une interaction endomycorhizienne de

type Arum conimence par la pénétration d'un hyphe dans l'espace intercellulaire du

cortex racinaire. L'hyphe pénètre à travers la paroi d'une cellule corticale pour former le

tronc principal de l'arbuscule. La membrane plasmique n'est pas transpercée mais au

contraire croît autour de l'hyphe et épouse parfaitement toutes ses ramifications

dichotomiques subséquentes (Burleigh, 2000). La membrane périarbusculaire augmente

la surface de contact entre le champignon et la cellule, tout en conservant le champignon

hors du cytoplasme, caractéristique fondamentale de cette symbiose apoplastique

(Ayling et al., 1997; Gianinazzi-Pearson et al., 2000) et site d'échanges actifs

(Guttenberger, 2000). Une fois la première colonisation intraracinaire réussie, le

champignon développe un mycélium extraradiculaire. Le mycélium est composé d'un

réseau d'hyphes et de spores qui se déploie profusément dans le sol environnant. C'est

une source de nouvelles infections du même système racinaire et possiblement d'autres

plantes environnantes.

L'établissement de la symbiose nécessite la coordination du développement des

deux partenaires ainsi qu'un échange de signaux. Les spores quiescentes des

u
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champignons EVA sont capables de germer en absence de racines et le tube germinatif

peut croître indépendamment sur plusieurs cm pendant quelques semaines (Bago et al.,

2000). Durant cette période de croissance autonome, le champignon convertit ses

réserves lipidiques en hexoses et tréhalose, via l'acétyl CoA, précurseur métabolique du

cycle de Krebs, pour la synthèse d'ADN et des parois cellulaires (Bago et al., 1999). Les

intennédiaires du cycle de Krebs sont les seuls liens entre le catabolisme des lipides et

l'anabolisme d'autres composés organiques. Cependant il manque un carbone pour

compléter ce cycle. Les organismes vivants ont recours à des voies anaplérotiques pour

palier ce genre de problème : si la plante produit du malate et de l'oxaloacétate à partir

du pyruvate (Taiz and Zeiger, 1998), il est proposé que le champignon fixe et utilise le

CÛ2 pour compléter son métabolisme (Bécard and Piché, 1989; Bécard et al., 1992;

Bago et al., 1999). Les spores germinatives semblent aussi capables de prélever des

hexoses, mais relativement peu en comparaison avec les hyphes intraracinaires (B ago et

al., 2000).

J

La participation active de la plante reste cependant primordiale pour la formation

effective de la symbiose. Les exsudais racinaires stimulent la croissance et la

ramification des hyphes fongiques. La nature des exsudats est vaste, complexe et dépend

strictement de l'espèce végétale (Rovira, 1959) ainsi que de son statut nutritionnel

(Grayston et al., 1997). Les exsudats des plantes mycotrophes diffèrent de ceux des

espèces non-mycotrophes (Schwab et al., 1983; Pinior et al., 1999). Les exsudats des

espèces non-mycotrophes ne stimulent pas le développement des champignons EVA, et

parfois même l'inhibent (Schreiner and Koide, 1993; Vierheilig et al., 1998; Buée et al.,
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2000). La caractérisation des exsudais intervenant dans le dialogue entre la plante hôte

et le champignon EVA, n'est pas établie clairement. Il a été récemment proposé que les

mêmes molécules pourraient aussi avoir un impact sur les autres microorganismes de la

mycorhizosphère (Vierheilig and Piché, 2002). La recherche du « facteur de

mycorhization » est toujours d'actualité.

La complexité de ces mécanismes nécessite le développement d'outils et de

méthodes pour analyser ces phénomènes afin de mieux les comprendre. Les racines

transformées par Y Agrobacterium rhizogenes en culture m vitro représentent l'un de ces

outils.

1.4 l^Agrobacterium rhizogenes, vecteur de maladie et outil d'études fondamentales

u

UA. rhizogenes, une bactérie gram-négative du sol, est l'agent aetiologique de la

maladie des racines chevelue ou hairy roots, découverte au début du siècle dernier sur

des pommiers (Riker et al., 1930; Hildebrand, 1934). Cette bactérie provoque la

formation néoplasique de fines racines adventives sur une zone blessée des plantes

qu'elle infecte. Les conséquences économiques et agriculturales de cette maladie sont

relativement limitées en comparaison avec la maladie du crown gall, causée par une

autre bactérie de la même famille, V Agrobacterium tumefaciens. Plus de 450 espèces de

plantes dicotylédones sont sensibles à VA. rhizogenes (Porter, 1991). Les plantes

infectées produisent temporairement des opines, source de carbone et d'azote pour les

agrobactéries dans la rhizosphère (Tepfer and Tempe, 1981). Les isolats d'A. rhizogenes
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ont été classés selon le type d'opine produit par la plante parasitée, soit l'agropine, la

cucumopine, la mannopine ou la mikimopine (Meyer et al., 2000). Les souches de type

agropine contiennent les régions d'ADN-Tp (Transfered right) et TL (Transfered left)

dans leur plasmide Ri (Root inducing), alors que les autres souches ne contiennent que

la région TL (White et al., 1982; Slightom et al., 1986).

u

L'infection comprend une série complexe d'évènements dont l'enchaînement est

défini par les activités cellulaires des deux partenaires. Les processus cellulaires

d'infection semblent similaires pour VA. rhizogenes et VA. tumefaciens, même si la

majorité des études a été réalisée sur \'A. tumefaciens (Gelvin, 2000). Le processus est

enclenché lorsqu'une plante blessée produit des sucres et des composés phénoliques

impliqués dans la biosynthèse des phytoalexines et des lignines, comme

l'acétosyringone (Stachel et al., 1985). Ces molécules sont perçues par la protéine

bactérienne VirA (Lee et al., 1995), qui s'autophosphoryle et transphosphoryle la

protéine VirG, activant la transcription des gènes bactériens vir. Les protéines Vir

synthétisées de novo interviennent dans le transfert des régions d'ADN-T (Gelvin,

2000). Les protéines VirD2 et VirE2 s'associent à l'ADN-T simple brin pour former le

complexe T et le diriger dans la cellule hôte. VirD2 est une endonucléase qui reconnaît

et coupe les bordures de l'ADN-T, puis se lie par covalence à une phosphotyrosine à

l'extrémité 5' de l'ADN-T pour son transfert via \e pilus composé de protéines VirB.

Les protéines VirE forment un manteau autour de l'ADN simple brin pour le protéger

des nucléases de la plante. La formation du pilus se réalise en deux étapes et nécessite

1'expression de nombreux gènes dont les plus importants sont les gènes attR, chvA, chvB
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etpscA : la bactérie s'ancre sur la paroi cellulaire à l'aide d'un polysaccharide acétylé

puis élabore des fibrilles de cellulose pour renforcer rattachement (Escudero et al.,

1995; Gelvin, 2000). L'ADN-T est intégré comme la majorité des ADN exogènes, c'est

à dire par recombinaison illégitime (Paszkowski et al., 1998). Les mécanismes exacts

d'intégration dans le génome de la plante restent cependant peu connus. L'intégration

est relativement instable et semble être aléatoire parmi les chromosomes, avec une

preference pour les régions transcrites. Plusieurs régions d'ADN-T peuvent être co-

transferees sous forme de concatamères (deux ou plusieurs unités moléculaires

identiques liées par covalence les unes à côté des autres) sur un même site dans une

cellule, indiquant que les mécanismes ne sont pas liés au hasard uniquement (Tinland,

1996). Les souches bactériennes utilisées dans notre expérience sont de type agropine

contenant les régions d'ADN-Tp et TL, dont chacune peut induire indépendamment la

transformation (Vilaine and Casse-Delbart, 1987). Des deletions dans la région TL ont

moins de conséquences sur l'ontogenèse que dans la région TR (White et al., 1985). La

sequence de la région TR, responsable de la synthèse d'auxines, est proche de celle de

l'ADN-T de VA. tumefaciens, alors que la séquence de la région TL montre des

homologies avec des séquences du génome d'une plante non transfonnée, la Nicotiana

glauca (White et al., 1983).

u

Le potentiel d'utilisation de l'agent de cette maladie comme vecteur de la

transformation des plantes a commencé à être exploité dans le milieu des années 1980,

principalement pour la production de métabolites secondaires (Hamill and Lidgett,

1997). Avant cette période, de nombreux travaux ont été réalisés sur la biologie de
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racines excisées mais non-transformées (Butcher and Street, 1964). La première étude

fut celle de Robbins (1922) qui testa différentes variantes de la solution nutritive de

Pfeffer sur la croissance en milieu liquide stérile d'apex racinaires de pois, coton et de

maïs. White démontra par la suite que des racines non-transfonnées de blé et de tomates

pouvaient être cultivées indéfiniment sur un milieu relativement simple contenant des

sels et un extrait de levure (White, 1932; 1934).

Les premiers protocoles d'établissement des cultures de racines transformées ont

été décrits au milieu des années 1980 (Hamill et al., 1987; Rhodes et al., 1987). Les

racines transformées présentent de multiples avantages par rapport à la culture de

plantes entières ou de racines excisées. La transformation est simple à réaliser :

l'inoculation de bactéries activées (Sunilkumar et al., 1999) sur une partie de plante

blessée induit la formation de racines en quelques semaines (l à 4 semaines environ).

Chaque nouvelle racine est considérée comme lignée unique (Chilton et al., 1982). La

confirmation de la transformation est réalisable en détectant les opines juste après la

transformation car leur expression est instable dans le temps (Tepfer and Tempe, 1981;

Guivarc'h et al., 1999), par Southern blot (Rhodes et al., 1987), ou par PCR (Pinol et al.,

1999). Les racines transfonnées sont caractérisées par un haut degré de ramification

latérale, une profiision de poils absorbants et souvent une perte de géotropisme (Meyer

et al., 2000). Elles se cultivent indéfiniment sur un milieu simple sans addition

d'hormones. Les racines transformées peuvent donner de très importantes biomasses à

partir d'un inoculum faible, sans montrer une phase de latence trop importante, même si

u
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le taux de croissance et le phénotype varient significativement selon les espèces de

plantes transformées (Toivonen, 1993).

Les premiers travaux sur la symbiose mycorhizienne en culture in vitro avec des

racines excisées remontent à 1975 (Masse and Hepper, 1975), alors que la première

utilisation des racines transformées fut quelque peu ultérieure (Mugnier and Mosse,

1987; Bécard and Fortin, 1988; Mugnier, 1997). Un système expérimental in vitro

permettant la croissance active du champignon EVA axénique, dans un espace

géographiquement distinct de la racine hôte, a été conçu et validé au laboratoire (St-

Arnaud et al., 1995b; 1996). L'utilisation de ce dispositif a révélé des observations

intéressantes sur la biologie du champignon. La culture in vitro de racines transformées

est utilisée par plusieurs équipes pour l'étude de différents aspects de la symbiose EVA,

dont la nutrition du champignon EVA (Bago et al., 1998; 1999; 2000), la dynamique

nutritionnelle de la symbiose (Jolicoeur et al., 1999) et l'interaction directe du

champignon EVA avec d'autres micro-organismes (St-Amaud et al., 1995b; Filion et

al., 1999).

1.5 Objectifs visés

u

Ce projet de Maîtrise s'inscrit dans le développement d'un système modèle

compartimenté in vitro simulant la mycorhizosphère. Ce système servira d'outil

d'analyse et de modélisation des interactions entre la symbiose EVA et les constituantes

physico-chimiques et biologiques de l'environnement radiculaire. Le but du projet est
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d'analyser l'importance relative du comportement nutritionnel des deux partenaires de la

symbiose EVA en culture in vitro. La variabilité du comportement des symbiotes sera

un facteur essentiel pour la détermination des lignées racinaires les mieux adaptées au

système d'étude en développement.

La culture in vitro des endomycorhizes est un outil utile et abondamment utilisé

depuis les premiers travaux publiés sur le sujet. La grande majorité des études a été

accomplie sur une seule lignée de racines, la lignée de racines transformées de carotte,

établie par Bécard et Fortin (1988). A ce jour, peu de travaux ont été réalisés sur le

comportement nutritionnel des racines transformées de carotte en relation avec la

symbiose endomycorhizienne (Jolicoeur et al., 1999; 2002). Mais à notre connaissance,

le comportement nutritionnel de la plante hôte lors des phases de précolonisation par un

champignon EVA en culture in vitro, n'a jamais été caractérisé.

u

Le deuxième chapitre de ce mémoire traite de la transfonnation et de la

caractérisation nutritionnelle de lignées de racines transformées de tomates, en relation

avec rétablissement de la symbiose EVA avec le Glomus intraradices. La tomate

(Lycopersicon esculentum Mill.) est la plante modèle qui a été retenue parmi une

vingtaine de plantes d'intérêt agronomique. Cette plante a été choisie sur des

caractéristiques répondant aux critères qui seront mis en relief dans cette étude. Ce

chapitre est présenté sous forme de manuscrit et est rédigé en anglais. Ce manuscrit sera

soumis à la revue Canadian Journal of Botany. Le troisième chapitre relate les

principales approches utilisées afin de compartimenter physiquement les différentes



0

13

parties de la symbiose, à savoir (a) la racine mycorhizée, (b) une partie connectée de ce

même système racinaire mais sans la présence physique du champignon EVA et (e) la

phase extramatricielle du champignon EVA. Cette section n'a pas permis le

développement et la validation du système de compartimentation souhaité, mais elle est

tout de même présentée dans ce mémoire afin de documenter le travail effectué dans

cette direction.

u
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0 Abstract

Variability in the growth and nutritional dynamics of in vitro tomato hairy root
lines and relationship with responsiveness to mycorrhizal colonization were studied.
Four tomato cultivars were transformed with three Agrobacterium rhizogenes strains to
obtain several hairy root lines. Four transfomied hairy root lines were characterized and

compared to excised roots of the non-transformed cv. Cobra and to Ri-T-DNA carrot
hairy roots during four months on minimal medium, in term of growth, nutrients uptake
and mycorrhizal receptiveness to the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus
intraradices. In a sub-experiment, the cultures were perfonned on a modified medium to
assess the contribution of initial inorganic phosphate concentration in mycorrhizal

susceptibility of the three initially non-receptive lines. On minimal medium, growth and
nutrient uptake rates were highly correlated, but both unrelated to mycorrhizal
receptiveness. All the lines successfully established the symbiosis when the initial
phosphate concentration was significantly reduced. No direct correlation was found
between lines genotypes issue fi'om different tomato cultivar-bacterial strain
combinations and the absence of symbiosis on minimal medium. Decrease of inorganic
phosphate concentration at the beginning of the culture was a key factor involved in
precolonization steps ofmycorrhizal symbiosis.

Key words: arbuscular mycorrhiza, Glomus intraradices, hairy roots, Lycopersicon
esculentum, tomato, mycorrhizal responsiveness, root nutrition, inorganic phosphate.

u
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0 Résumé:

La variabilité de la croissance et de la dynamique nutritionnelle de racines
transformées de tomate in vitro, a été étudiée en relation avec la réceptivité des racines à
la symbiose endomycorhizienne. Quatre cultivars de tomate ont été transfonnés à l'aide
de trois souches d'Agrobacterium rhizogenes, afin d'obtenir plusieurs lignées de racines

transformées. La croissance, l'assimilation des nutriments et la réceptivité au
champignon endomycorhizien à vésicules et arbuscules, le Glomus intraradices, ont été
caractérisées sur milieu minimum pendant quatre mois pour quatre lignées de racines
transformées. Elles ont été comparées avec des racines excisées du cultivar non-
transformé Cobra et avec la lignée de racines transformées de carotte. Dans une

seconde expérience, les cultures ont été réalisées sur un milieu minimum modifié afin
d'évaluer l'effet de la concentration en phosphate inorganique sur la réceptivité des trois
lignées initialement non-réceptives au champignon endomycorhizien. Sur milieu
minimum, les taux de croissance et d'assimilation des nutriments étaient hautement

corrélés entre eux, mais pas avec la susceptibilité à la symbiose. Toutes les lignées ont
établi la symbiose lorsque la concentration initiale en phosphate a été significativement
réduite. Aucun lien direct n'a été établi entre l'absence de symbiose sur milieu minimum

et le génotype des lignées, issu des différentes combinaisons entre des cultivars de
tomate et des souches bactériennes. La diminution de la concentration en phosphate
inorganique au début de la culture a été un facteur déterminant dans les étapes de pré-
colonisation de la symbiose endomycorhizieime.

Mots clés: endomycorhizes à vésicules et arbuscules, Glomus intraradices, racines
transformées, Lycopersicon esculentum, tomate, sensibilité mycorhizienne, nutrition
racinaire, phosphate inorganique.

u
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2.1 Introduction

Studies of mycorrhizas in natural ecosystems and low-tillage agriculture clearly

illustrate the multiple benefits of this ancestral symbiosis in any climate and

geographical location. Tomorrow's advances in agricultural practices should consider

the inoculation and the subsequent management of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi,

which require more knowledge concerning the functioning of the two partners of the

symbiosis. It is well known that AM fungi enhance the plant nutrition (Smith and Read,

1997), increase protection against biotic (St-Amaud et al., 1995a) and abiotic stresses

(Dodd, 2000), favor the biodiversity of plants ecosystems (Van Der Heijden et al.,

1998), and stabilize the soil structure (Schreiner and Bethlenfalvay, 1995). Host range of

AM fungi are wide but plant species and even plant cultivars responsiveness to

mycorrhizal colonization differs considerably. The signaling events that regulate host

roots and AM fungi interactions are modulated by several factors. Those factors include

the composition of root exudates (Grayston et al., 1997), as well as plant genotype

(Bryla and Koide, 1998) and abiotic factors like nutrient availability in the rhizosphere

(Marschener, 1998). The intrinsic complexity of natural ecosystems reflects the reality

of interactions between plants and associated microorganisms like AM fungi. However,

the mechanisms involved are not well understood, partly because AM fungi are obligate

biotrophs, a feature that seriously complicates the study of their metabolism and

physiology. Moreover, the presence of other microbial communities renders the supply

of the AM fungi unclear. Axenic root-organ culture, including in vitro hairy roots

u
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u

culture, is a pertinent tool to simplify and study the steps involved in mycorrhizal

symbiosis, as recently reviewed by Fortin et al. (2002).

Hairy roots have been used to study arbuscular mycorrhizas in vitro since the

middle of the 1980's (Mugnier and Mosse, 1987; Bécard and Fortin, 1988), with recent

breakthroughs towards direct interactions between AM fungi and soil microorganisms

(St-Amaud et al., 1995b; Filion et al., 1999), nutrient uptake by mycorrhizas (Jolicoeur

et al., 1999; 2002; Bago et al., 2000; Toussaint, 2002) as well as enhanced production of

AM fungi propagules (Declerck et al., 1996; Fortin et al., 1996; St-Amaud et al., 1996;

Jolicoeur et al., 1999). Pre-symbiotic signalization from carrot hairy roots was

considered (Becard and Piché, 1989; 1990) and root exudates ofmycotrophic hairy roots

were shown to greatly stimulate the hyphal growth of AM fungi genninated spores

(Nagahashi et al., 1996; Jolicoeur et al., 1998; Buée et al., 2000; Douds and Nagahashi,

2000). The majority of in vitro experiments characterizing mycorrhizas were done with

the carrot hairy root line established by Bécard & Fortin (1988). Hairy roots of

strawberry (Nuutila et al., 1995) and tomato (Simoneau et al., 1994; Khaliq and

Bagyaraj, 2000) were also developed with fewer studies published. Those researches

were performed with only one transformed line. Recently Boisson-Demier et al. (2001)

established hairy roots of Medicago truncatula, which allow not only the study of the

arbuscular mycorrhizas but also the Rhizobium association.

Within the context of developing an in vitro model system suitable to scmtinize

the mechanisms involved in the interaction between the AM symbiosis and the

environment, the characterization of the growth and nutritional kinetics of the model

organisms was required. To date, the nutrition of hairy roots remains under-explored in
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mycorrhizas in vitro experiments, even if studies with entire plants demonstrated the key

role of nutrient availability in the soil. Nutritional researches were performed in vitro

with strawberry and carrot hairy roots in symbiosis with AM fungi (Nuutila et al., 1995;

Jolicoeur et ai., 1999) and with the previous carrot hairy roots line (Bouchard-

Marchand, 2000). The ease of use of hairy roots indicated that transformation of

agronomic plants with Agrobacterium rhizogenes would favor the analysis of

fiindamental aspects of nutritional requirements of plants in relation with the AM

symbiosis. Among many agronomic plants, we chose the tomato as a model plant for in

vitro studies on several factors. Tomato is already a model plant for studies on

bioprotection of entire plants (Dassi et al., 1998; Pozo et al., 1999, Steinberg et al.,

1999). In vitro studies of mycorrhizas often included excised roots of tomato as a

control (Chabot et al., 1992; Diop et al., 1994; Bago et al., 1998). Moreover, tomatoes

are easily transformed with A. rhizogenes (Joao and Brown, 1994) and the Solanaceae

did not established symbiosis with rhizobacteria. Another interest was the possibility to

compare tomato hairy roots with the well-known carrot hairy root line. In fact, particular

attention has to be devoted to the physiological responses of hairy roots, to estimate

their inherent variability, before understanding interactions with soil organisms. The

specific aim of this work was therefore to characterize the growth, nutrient kinetics and

mycorrhizal receptiveness to Glomus intraradices of transformed root lines obtained

fi-om different tomato cultivars and A. rhizogenes strains, as compared with a non-

transformed tomato root line and a carrot hairy root line.

J
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2.2 Materials and methods

2.2.1 Plant material, bacterial strains and transformation conditions

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill. cv Cobra, Joker, Springfield and

Vendor) (Société Coopérative Agricole du Sud de Montréal, Sherrington, Qc, Canada)

seeds were surface sterilized for 15 min in 70% (v/v) ethanol, 20 min in a solution of

1.2% (v/v) sodium hypochlorite plus 1% (v/v) Triton Xl 00, and rinsed 3 times with

sterile distilled water. Seeds were germinated in Magenta boxes on minimal (M)

medium solidified with 0.4% (w/v) gellan gum (Gel Gro: ICN Biochemical, Cleveland,

OH, USA) (St-Amaud et al., 1996) maintained at 23 ± 1°C in continuous light.

Agrobacterium rhizogenes strains A4, RI 000 and ATCC 15834 were routinely

grown on solid nutrient agar and stored at 4°C. A. rhizogenes strains fi-eshly grown

(72h) on 8g.L-l nutrient broth liquid medium were recovered by centrifugation (7700 g

for 20 min) and co-cultivated for 48h with tomato leaf and stem pieces on liquid M

medium to improve A. rhizogenes transformation efficiency as previously described for

A. tumefasciens (Sunilkumar et al., 1999), before filtration to remove plant parts.

Leaf and stem pieces of the four tomato cultivars were submerged for 2h into the

bacterial filtrate of each of the three bacterial strains, then thoroughly rinsed with liquid

M medium and transferred on solid M medium, complemented with 0.5 g.L'' of

carbenicillin (Nauerby et al., 1997). Each emerging root apex was excised at 10-15 mm

and placed in Petri dish (100 x 15 mm) filled with 25 ml of fresh solid M medium, to

u
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n initiate a unique root line. At least three successive subcultures were necessary to

remove the bacteria from the transformed root lines.

2.2.2 Preliminary selection of transformed tomato root lines

u

Among the initial lines obtained after A. rhizogenes transformation, fifteen lines

were able to grow on solid M medium, without exogenous bacterial development. Lines

were compared during four weeks. Root growth was qualitatively followed on solid and

in liquid M medium. Half of the Petri dishes (100 x 15 mm) filled with 25 mL of solid

M medium were placed upside down in order to detennine the geotropism of the lines.

Premature ageing and lack of adaptation to culture conditions of the lines were

estimated with regards to yellowing of the roots and development of unexpected

calluses.

Spores of the AM fungus Glomus intraradices Schenk & Smith (DAOM

181602) were extracted from three-month-old in vitro dual cultures with Ri T-DNA-

transformed carrot roots, as described by St-Amaud et al. (1996). Prior to inoculation,

spores were stored two weeks in sterile distilled water at 4°C to enhance germination

(Juge et al., 2002). Among the fifteen transfomied lines, the eight lines that have shown

the best development during the previous four-weeks evaluation period were inoculated

with G. intraradices. Gel pièces (2x l x 0.5 cm) containing 15-20 cm of vigorously

growing roots were transferred on fresh solid M medium, inoculated with a spores

suspension (75-100 spores) and incubated at 26°C in the dark during four weeks.

Evaluation of mycorrhizal potential of the lines was based on the germination of AM



22

fungus spores and development of an extraradical mycelium network connected with the

roots.

2.2.3 Characterization of six retained root lines

Based on the preliminary selection, four transformed lines (AJ3, 4C4, 4C7 and

4C9) were chosen for further characterization and compared with the non-transformed

cv. Cobra root line and a carrot hairy root line. This carrot hairy root line is routinely

used in our laboratories as a standard (Jolicoeur et al., 1999; St-Amaud et al., 1996;

Toussaint, 2002). The behavior of the six root lines was monitored during sixteen weeks

on solid M medium, as described further. The experimental design was a Split-split-plot

in five blocks, with the six plant root lines randomized among the main plots, G.

intraradices inoculation or non-inoculated control treatments randomized among the

first level subplots, and 23 sampling dates randomized among the second level subplots.

There was one Petri dish within each second level subplot, giving five replicates of each

treatment per sampling date. Samplings were done every four days during the first eight

weeks then every eight days for the following eight weeks.

2.2.3.1 Inoculation and incubation of cultures

u

To increase the root biomass and to ensure a homogeneous physiological state

within the inoculum, roots lines were cultivated on liquid M medium in Petri dishes, in

the dark at 26°C, for four weeks. Five roots sections (3 apex and 2 subsequent segments
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of the apex), 2 cm in length, were therefore cut and placed in parallel at lcm to each

other in Pétri dishes (100 x 15 mm) filled with 25 ml of solid M medium.

Approximately 150 spores of G'. intraradices (prepared as described above) contained in

0.5 ml of sterile distilled water, were inoculated per Petri dish, close to the root expiants.

Mycorrhizal controls received the same volume of sterile distilled water without spores.

The Petri dishes were incubated in the dark at 26°C. According to their geotropism, the

Pétri dishes containing the AJ3 and the carrot hairy root lines were incubated upside

down.

2.2.3.2 Root length, fresh and dry weight, mycorrhizal colonization

On each sampling date, the Petri dishes were fi-ozen overnight at -20°C, and then

thawed at ambient temperature to liquefy the gel (Filion et al., 1999). The roots were

easily extracted from the medium, gently pressed between absorbent towels to remove

excess of water. Fresh weight, dry weight (48h at 70°C) and root length were measured;

total root length was estimated by scanning the roots and images were analyzed with the

WinRhizo® software (Regent Instruments, Québec, Canada), based on fractal analysis

(Tatsumi et al., 1989). Root mycorrhizal colonization was measured every two sampling

dates after staining with fuschin acid (Kormanik and McGraw, 1982) using the gridline

intersection method (Giovannetti and Mosse, 1980).

u
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2.2.3.3 Extracellular nutrient analysis

u

After root harvesting, the remaining medium was centrifuged for 30 min at

39200 g to remove residual gelling agent (Filion et al., 1999). The supernatant was

filtered (0.45 ^m) and stored at -20°C until further analysis. HPLC analyses were done

according to Jolicoeur et al. (1999) with the following modifications: major anions

(NÛ3', PÛ42', Cl', S042') and cations (Ca2+, K+, Na+, Mg2+) were analyzed using a

Dionex (Dionex Canada Ltd, Oakville, Canada) HPLC system equipped with a gradient

pump IP20, an automated sampler AS3500, and a pulse electrochemical detector CD20

in conductivity mode, all controlled with Dionex Peaknet 5.1 software. Anions were

separated using a 4 x 250 mm IONPAC AS-14 column and an ASRS-ultra Dionex anion

suppressor. The mobile phase consisted of a bicarbonate buffer solution (2 mM NazCOs

and 1 mM NaHC03) flowing at a rate of 1.0 mL.min'*. Cations were separated using a 4

x 250 mm IONPAC CS-12A column and a CSRS-ultra Dionex cation suppressor. The

mobile phase consisted of a methanesulfonic solution (20 mM) flowing at a rate of 0.9

mL.min .

Glucose, fi-uctose and sucrose concentrations of the media were analyzed by

HPLC using a Beckman Coulter pump model 126, a Beckman Coulter automatic

injector model 508, a Beckman refractive index detector. The chromatograms were

acquired with the 32 Karat Software (Beckman Coulter Canada Inc, Mississauga, ON,

Canada). Carbohydrates were separated using an Alltech POOCH column (Alltech

Canada, Guelph ON, Canada) maintained at 85°C. The mobile phase consisted of

deionized water flowing at a rate of 0.5 mL.min .
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2.2.3.4 Modiïïcation of solid M medium

In order to test the mycorrhizal affinity of the initially non-receptive lines, a sub

experiment was performed after modification of the solid M medium. The gellan gum

contains inorganic phosphate (Pi) increasing the phosphate concentration of the M

medium up to 0.118 mM, which should contain 0.035 mM of Pi (Doner and Douds,

1995; Jolicoeur et al., 2002). The solid M medium was therefore rinsed four times with

liquid M medium to equilibrate initial pH and ion concentrations: 25 ml of solid M

medium were submerged with 25 ml of liquid M medium for one hour, and then

removed. The rinses were successively perfonned three times for one hour and one time

overnight.

u

2.2.3.5 PCR veriïïcation of root transformation

Genomic and bacterial DNAs were respectively extracted from root samples and

bacterial cells using commercial kits (DNeasy plant kit 69103 and DNeasy tissue kit

69504; Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada). As selected lines were obtained after

transformation with the A. rhizogenes A4 strain (carrot hairy root line (Becard and

Fortin, 1988), 4C4, 4C7 and 4C9) and with the ATCC 15834 strain (AJ3), the two

bacterial strains were used as a positive control for PCR analysis. In negative controls,

DNA samples were omitted. Negative and positive controls were included in all PCR

amplifications. The oligonucleotide primers used were C5'-

TAACATGGCTGAAGACGACC-3' and the reverse primer 5'-

AAACTCGCACTCGCCATGCC-3' (Pinol et al., 1999). PCR was done using the Taq
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PCR Core kit (Quiagen Inc.) with 200 ng of template DNA, 0.4 ^iM of each

oligonucleotide primer, 200 ^M dNTPs, 2.5 mM MgC^, 2.5 u Taq DNA polymerase

(Quiagen Inc.) and buffer supplied by the manufacturer (1/10 v/v) in a total volume of

25 ^1. PCR reactions were perfonned with a thennal cycler model Genius (Techne

Cambridge Ltd, Cambridge, USA) programmed as follows: l denaturation cycle of

95°C for 5 min; 30 amplification cycles of94°C, l min; 60°C, 1 mm; 72°C, 1.5 min; a

final extension cycle of 72°C for 5 min. After amplification, the reaction mixture was

loaded on a 1% (w/v) agarose gel and stained with ethidium bromide. The expected size

of the products was 0.53 kb.

2.2.4 Statistical analysis

Statistical analyses were done using General Linear Model procedures of SAS

software (SAS Institute Inc., 1996). All the parameters measured during the

characterization of the six selected lines were compared with analyses of variance, at

each sampling date. The effect of G. intraradices on M medium was analysed for the

three lines that were receptive to the fungus only, and for the six lines on modified M

medium. A posteriori comparisons of the means were investigated with a Tukey's

studentized range tests at 5% level of significance. All data were verified for normality

and mycorrhizal colonization root length were submitted to rank transformation in order

to nonnalize skewed distributions before ANOVA.

u
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2.3 Results

2.3.1 Plant transformation and hairy root lines selection

Forty-eight m vitro hairy root lines derived from primary root tips were

established, nine days after transformation with Agrobacterium rhizogenes. Among

these 48 lines, 31 lines were obtained with the A4 strain, nine lines with ATCC 15834

and eight lines with R1000. After six weeks of culture, the 15 lines presenting the more

stable growth characteristics were chosen (Table I). These lines displayed typical hairy

root phenotype with high lateral branching. Geotropism was negative (AJ3, 4J6, 4SI

and RS3), positive (4C1, 4C4, 4C5, 4C7, 4C9, 4C10, 4V3 and RS1) or neutral (AS1,

4C6 and 4J4). Development of calluses was noticed for six lines (4C1, 4C5, 4C7, 4C10,

4J6 and 4SI) on solid M medium. Considering the fast growth rates on solid M medium

as well as a slower ageing, eight lines (AJ3, 4C4, 4C5, 4C6, 4C7, 4C9, 4C10 and 4J6)

were selected and inoculated with chlamydospores of Glomus intraradices. Spores

germination of G. intraradices was observed with all the eight lines tested, among

which three lines (4C4, 4C6 and 4C9) supported an external mycelium development

after four weeks. Four lines, which showed the highest Petri dish invasion indice (Table

I), and having either supported (4C4, 4C9) or not supported (AJ3, 4C7) G. intraradices

external mycelium development were retained for further characterization and

comparison with a non transformed tomato line and the carrot transformed root line.

Amplification of a 0.53 kb PCR fragment corresponding to the bacterial rolC

gene was positive for the four selected transformed tomato lines, the carrot hairy roots,

u
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the A4 bacterial strain (Fig. 1) and the ATCC 15834 bacterial strain (results not shown).

The rolC gene was not detected in the non-transfonned tomato roots of the cv. Cobra.

Table I: Preliminary selection of transformed tomato root lines for further
characterizations

Tomato root
lines * Solid M medium Liquid M

medium

AJ3

AS l
4C1
4C4

4C5
4C6
4C7

4C9
4C10
4J4
4J6
4V3
4SI
RS1
RS3

Growth f Ageing Mycorrhizal potential Growth f

PDI(%) Geotropismî Calluses Yellowing § Spore
germ.

EMD PDI (%)

100

< 25
< 25
100
> 50
> 50
100
100

25-50
< 25
> 50
25-50
< 25
25-50
25-50

±
+

+

+

±
+

+

+

±

+

+

No

No

Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes
No
Yes

No
Yes
No
No

+

++

+

+

+

++

+

Yes
nd
nd
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

Yes

nd
Yes
nd
nd
nd
nd

No
nd
nd

Yes
No
Yes
No
Yes
No

nd
No
nd
nd
nd
nd

> 50

< 25
< 25

100
25-50
< 25
100

25-50
< 25

< 25

25-50
< 25

25-50

< 25
25-50

u

* The four lines selected for further characterizations are indicated in bold.

f Root growth was evaluated on solid (n=6) and liquid (n=3) M media, on a four classes
scale: (< 25) Pétri dishes invasion (PDI) lower than 25% after four weeks of culture,
(25-50) PDI up to 50% after four weeks, (> 50) PDI over 50% after four weeks and
(100) total PDI after two or three weeks, î Geotropism of root lines was estimated as
positive (+), negative (-) or not stable over replicates (±). § Ageing of root lines was
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estimated with a three classes scale: (-) no yellowing of the roots after four weeks of
culture, (+) yellowing of some roots after four weeks and (++) yellowing of the majority
of roots after two weeks.

Mycorrhizal potential was evaluated (n=3) for the eight profusely growing lines (AJ3,
4C4, 4C5, 4C6, 4C7, 4C9, 4C10 and 4J6), in terms of Glomus intraradices spores
germination (Spore germ.) and extraradical mycelial development (EMD) four weeks
after fungal inoculation, nd = not determined.

Figure l: PCR amplification of the rolC bacterial gene to verify the root lines
transfonnation.

kb

12,216
6,108
3,054

1,636

1,018

62 3 4 5l

0,506

7 8

Agarose gel electrophoresis of PCR products from A4 bacterial strain and root lines
genomic DNAs. Lane l: molecular weight markers (kb). Lane 2: positive control,
plasmid from A. rhizogenes A4; lane 3-4: hairy root lines AJ3 and 4C4; lane 5: non-
transformed tomato cv. Cobra root line; lanes 6-8: hairy root lines 4C7, 4C9, and carrot
hairy roots. The expected PCR product (0.53 kb) is indicated with an arrow to the right.

u
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2.3.2 Growth, mycorrhizal receptiveness and nutrients uptake of the six selected

lines

Growth rates of the different root lines were categorized into two groups: fast

growing (FG) lines and slow growing (SG) lines. Growth of FG lines (Fig. 2a and 2c)

can be depicted as an exponential growth, as represented by the AJ3 (<]; |j.=0.116 d~',
,1. l T>2.R2=0.972, between days 24 and 48), 4C4 (•; |^=0.138 d'', R^=0.935, between days 20

and 40), and 4C7 lines (A-; ^=0.114 d"1, R2=0.908, between days 24 and 44). After the

lag phase, SG lines displayed a linear growth (Fig. 2b and 2d), and included the carrot

hairy roots (•; ^=0.037 d-', R2=0.792, between days 56 and 112), 4C9 (V; ^=0.039 d-',

R2=0.618, between days 40 and 112) and Cobra tomato lines (0; ^=0.025 d'*,

R2=0.561, between days 28 and 112). The lag phase last a mean of 24 days for the FG

lines, and at least 36 days for the SG lines. Overall, the root dry weights and lengths

were significantly different between FG and SG lines after 28 days of culture (73<0.001),

with the exceptions of day 40, when 4C7 and AJ3 dry weights were not significantly

different from carrot hairy roots, and day 80, with 4C7 dry weight significantly lower

than 4C4 and AJ3 (R2: 0.92, P=0.001) but not different from 4C9 and Cobra lines (Fig.

2). Carrot hairy root lines had a root length significantly lower than the other SG lines

between the days 28 and 88 of culture (P<0.001). The fresh weights of SG lines were

significantly lower than the FG lines after 24 days of culture (P<0.001), and the carrot

hairy root line fresh weight was also significantly lower than 4C9 and Cobra lines after

40 days (P<0.001) (data not shown). At stationary phase, root lengths of4C4 and AJ3

u
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Figure 2: Root biomass (g. dw) of (a) fast growing (FG) lines, (b) slow growing (SG)

lines; (c) total root length (cm) ofFG, and (d) SG lines, on minimal medium during a 4

months growth period. FG lines: AJ3 line <, 4C4 line •, 4C7 line *. SG lines: 4C9
line ^, carrot hairy roots ^, and cv. Cobra line (->. Errors bars are 95% confidence
intervals.
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lines reached approximately 4,8 m ± 0,21 m (SD), which was about two fold higher

(P<0.001) than for SG lines (Fig. 2b and 2d). Mycorrhizal colonization did not

significantly change the growth rate of the receptive lines, neither for the FG line 4C4

nor for the SG lines 4C9 and carrot hairy root (data not shown).

On M medium, germination of G. intraradices chlamydospores was observed

with the eight inoculated lines, during the preliminary selection (Table I). During the

further characterization of the six selected lines, spores germination also occurred, two

weeks after inoculation with all the lines. Root colonization was detected after 40 days

of culture for three (4C4, 4C9 and carrot hairy roots) of the six evaluated lines (Fig. 3).

No colonization was detected for the 4C7, AJ3 and Cobra lines. Root colonization of

carrot hairy roots by G. intraradices on M medium increased rapidly between days 36

and 72, and reached about 25 % ± 3.35 %, which was significantly higher (P<0.01) than

that reached for the 4C4 and 4C9 lines (up to 8 % at the end of the culture), with

exceptions for the day 56 at which time 4C4 colonization was not significantly different

from carrot hairy roots, and day 88 when no difference was estimated befrw^een the three

root lines colonization (Fig. 3).

u

The three FG lines (AJ3, 4C4 and 4C7) had similar nutritional behaviors.

Inorganic phosphate (Pi) was the first nutrient to be depleted, before the beginning of

the exponential growth phase. Pi concentration in the M medium was under the

detection limit ofHPLC after day 12 for 4C4 line (Fig. 4a) and after day 24 for AJ3

(Fig. 4c) and 4C7 lines (data not shown). Nitrate depletion occurred at the end of the

exponential
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Figure 3: Percentage of root colonization by Glomus intraradices of the three receptive

lines on solid M medium during a four months growth period: 4C4 mycorrhizal line D,

4C9 mycorrhizal line V and carrot mycorrhizal line 0. Errors bars are 95% confidence

intervals.
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Figure 4: Inorganic phosphate Pi consumptions ofFG and SG lines on M medium: 4C4

line (•) 4C9 line (^), AJ3 line (^) and carrot hairy root line (^). Errors are interval of
confidence 95%.
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Figure 5. Inorganic nitrate NÛ3 consumptions on M medium: 4C4 (a •), 4C9 (b V),

AJ3 (e ^) and carrot hairy root (d •). Errors bars are 95% confidence intervals.
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Figure 6: Carbohydrates consumption of root lines in relation with growth type and

mycorrhizal colonization by Glomus intraradices. (a-b) Sucrose (a), glucose (^) and

fructose (^) concentration of root lines. Sugars concentration of mycorrhizal (4C4,

4C9) lines are indicated with full symbols. Bars are interval of confidence 95%.

12 ^
8 M!

(a) 4C4 line

4

0

12^

8

4

E
^
g
s
e
ti

^
&û

i1:1
l
l
tu0

li;N:^\. -
^/îu:'ÎXÏi^=ià-

.=.

(b)
:-::5:i=1^

@ —^!-B .,m

0

 ~î'i
^'^^^^^4î|-

4C9 line

A
t

^̂

8-j ^

(e) AJ3 line

i/4'^^
l^'¥^_i-|^â

^

•^ ^w
8r- T\i.-.
;Watî

-*-
'Ï "•

carrot line

t-^
l s-^—ï

-^-
0 20 40 60 80 100 120

Days of culture

u



37

growth phase, after day 36 for 4C4 (Fig. 5a) and day 52 for the two FG non-rcceptive

lines AJ3 (Fig. 5c) and 4C7 (data not shown). Sucrose was completely hydrolyzed only

for the 4C4 line, within the first 44 days of culture (Fig. 6a). AJ3 (Fig. 6c) and 4C7 lines

(data not shown) did not entirely deplete sucrose. Glucose and fructose were not

completely depleted by any of the FG lines for the culture duration (Figs. 6a and 6c).

The three SG lines (4C9, carrot hairy roots and cv. Cobra excised roots) completely

consumed Pi before the growth (Figs. 4b and 4d), and the Pi uptake rates were similar to

the AJ3 and 4C7 lines, but it was significantly different from 4C4 line after the day 12

(^<0.001). Pi was depleted after the day 24 and was the only limiting element for those

lines. Nitrate (Figs. 5b and 5d) and carbohydrates (Figs. 6b and 6d) were consumed

without being exhausted from the medium. The consumption of the others nutrients (Cl',

SÛ42', Ca2+, K+, Na+, Mg2+) was not significantly different in time or between lines.

2.3.3 Effect of a reduction of initial Pi concentration of the culture medium on

mycorrhizal receptiveness

A decrease of the Pi concentration in the M modified medium, in a second

experiment, allowed G. intraradices to colonize all root lines, including the initially

unreceptive ones (Fig. 7). Pi concentration was reduced to 0.032 mM instead of 0.118

mM in solid M medium. After eight weeks of co-culture, the percentages of root length

colonized reached 2.5 % ± 1.6 % for the Cobra line, to 8 % ± 4.0 % for 4C7 and 12 % ±

2.9 % for the AJ3 line. Root colonization was significantly higher for AJ3 and carrot

hairy roots than 4C4, 4C7 and Cobra lines (P=0.0028), while colonization of line 4C9

0
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did not significantly differ from both groups. The root colonization of the initially

receptive lines was not significantly different than that reached on M medium.

Figure 7: Percentage of root colonization of the six lines on solid M medium and on

solid modified M medium, after 56 days of culture. The six lines were receptive on

modified M medium, but only 4C4, 4C9 and carrot hairy roots established the symbiosis
on M medium. Errors are 95% confidence intervals.
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2.4 Discussion

2.4.1 Nutritional behavior and mycorrhizal responsiveness

0

Is the nutritional status of plants a cornerstone for the establishment of the

symbiosis? It has been thoroughly reported that high concentrations of phosphate in the

soil inhibit the formation of mycorrhizas (Smith and Read, 1997), but such observation

was not always observed with in vitro studies: Mugnier and Mosse (1987) did not

observe a significant effect of Pi concentration, fi-om 0.1 to 1,25 mM in the culture

medium, on mycorrhizal colonization of Convolvulus sepium hairy roots by Glomus

mosseae. However, even if no clear experimental answer has been given concerning the

exact relationship between the plant nutritional status and mycorrhizal receptiveness,

Jolicoeur et al. (2002) proposed some hypotheses to model the phenomena: Pi

intracellular storage (Pr,s) was proposed as a "decision switch", representing an

inhibitory signal to the fungus when Pr,s of the roots has a non-zero value.

In this experiment, all the fast growing (FG) and slow growing (SG) lines were

able to uptake Pi within the first 24 days of culture on M medium (Fig. 4). FG lines were

more efficient than SG lines to acquire nutrients as shown with the rapid disappearance

of phosphate and nitrate from the medium. Mycorrhizal effectiveness of tomato lines

was thus not related to the ability to absorb phosphate, nitrate or to hydrolyze sucrose.

Lines showing similar growth and nutrients uptake rates either did or did not responded

to G. intraradices on M medium. Plant cells are able to store a huge amount of nutrients

within the intracellular compartments and nutrient uptake rates gave little information

on real nutrient utilization rate of the roots. Obviously, analysis of metabolic efficiency
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and intracellular nutrient pool management of roots lines will be another fundamental

step to characterize the nutritional behavior of the lines. Differences in internal

metabolism and storage of nitrogen and phosphate could certainly be related to the

receptiveness to mycorrhizal fungi, particularly intracellular Pi pools that are thought to

be a critical parameter in symbiosis regulation (Jolicoeur, 1998; Jolicoeur et al., 2002).

Actually, tomato lines affinity to G. intraradices was increased when the initial

Pi concentration was lowered fi-om 0,118 mM to 0.032 mM in the modified M medium

(Fig 7), that is only 27 % of usual Pi content in the M medium using 0.4% of Gel-Gro

(Doner and Douds, 1995; Jolicoeur et al., 2002). On the modified M medium, initially

unreceptive tomato lines successfully established the symbiosis and the lines that were

previously receptive on M medium showed a slight but not statistically significant

increased level of intraradical colonization (Fig 7). Even if initial Pi availability has

been reported to influence the symbiosis in vitro between carrot hairy roots and

Gigaspora margarita (Bécard and Fortin, 1988), the exact role of Pi in the establishment

of mycorrhizal symbiosis remains unclear. The lower availability of Pi in the modified

M medium and the rapid Pi uptake from the medium might have triggered the symbiosis

establishment. Nevertheless, the disappearance of Pi during the culture on M medium

did not give the same outcome. Moreover, nitrogen and sucrose level were reported to

be more critical than Pi concentration during in vitro infection processes (Mugnier and

Masse, 1987), as well as relative concentrations of sucrose. Pi and Na2S04 (Becard and

Fortin, 1988).

In fact, Pi is involved in the regulation of several metabolic pathways and

enzyme reactions (Theodorou and Plaxton, 1995), and is considered as a key component
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of metabolism (Schachtman et al., 1998). Modifications of environmental factors like Pi

availability drastically change the internal metabolism, such as the carbohydrate

metabolism. Pi availability in the environment could be considered an indirect indicator

of mycorrhizal receptiveness, but strictly depending on the intracellular storage level of

Pi (Jolicoeur et al., 2002), and even more during Pi star/ation periods: Street & Lowe

(1950) studied the carbohydrate nutrition of excised tomato roots in White's medium,

and demonstrated an intimate correlation between sucrose absorption and intracellular

phosphorus cycle, but not with the external Pi concentration. However, during short

periods of Pi starvation, vacuolar Pi is released into the cytoplasm, in order to increase

Pi concentration in the metabolically active compartments (Theodorou and Plaxton,

1995) and the rate of sugar absorption becomes dependent on Pi concentration in the

culture medium (Street and Lowe, 1950). Recent molecular analysis of Pi starvation-

induced gene expression indicates that several genes are activated in roots under Pi

starvation (Raghothama, 1999). Mt4 is a P-starvation inducible gene that is down

regulated in the early stages of the symbiosis, at once by phosphate and by unidentified

molecules ofmycorrhizal fungi (Burleigh and Harrison, 1997).

Wliat will happen during extended periods of Pi starvation is unclear and such

nutritional stress could cause a drastic modification of root exudates, which constitute a

key factor in the establishment of the symbiosis. Graham et al (1981) detennined that

plant root exudation of amino acids and reduced carbohydrates was increased on P-

deficient soil, and correlated to a higher root colonization level by Glomusfasciculatus.

Moreover, in our experiments, the M medium modification with rinses has re-

equilibrated the pH of the medium at 5.5, since the pH of the M medium was normally
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adjusted before autoclaving. Re-equilibration of the pH may have modified the

availability of some forms of metabolites exuded. Root exudates act as signals into the

surrounding environment of roots, and are implicated in numerous mechanisms to

prevent plant stresses. Root exudates composition is wide (Crowley and Rengel, 1999;

Uren, 2001) and includes compounds that stimulate branching of AM fungi (Ratnayake

et al., 1978; Graham et a/., 1981; Bécard and Fiché, 1989, 1990; Nagahashi et al., 1996;

Nagahashi and Douds, 2000). It was well established that non-mycotrophic and

mycotrophic plants release different compounds (Schwab et al., 1983; Pinior et al.,

1999). Molecules responsible in fungal stimulation are thought to be hydrophobic and

low-molecular weight but not flavonoids (Buée et al., 2000; Fortin et al., 2002).

Hydrophobia root exudates produced by roots grown on P-deficient medium (Tawaraya

et al., 1998) stimulated growth of AM fungi prior to colonization (Douds and

Nagahashi, 2000). Moreover, the absence of aerial parts in hairy roots demanded the

addition of sugars as an offset to photosynthetic products (Fortin et al., 2002). Such

addition could also modify the root exudation. In our experiment, we can postulate that

lower initial Pi availability in the medium may have modified root exudation of the

lines, triggering the establishment ofmycorrhizas.

2.4.2 Agrobacterium rhizogenes transformation and root line genotype

u

Bacterial transformation with A. rhizogenes is thought to have an effect on hairy

root lines genotype expression, but this effect was not sufficient to explain the

variability of response towards G". intraradices. Mycorrhizal affinity of tomato hairy
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root lines was directly related to the level of available Pi at the beginning of the culture

rather than to a Pi stress suffered during the culture.

The transformed status of hairy root lines implicates a possible modification of

the genotype. Transformation of four tomato cultivars with three strains of A. rhizogenes

produced 48 lines, of which 31 were viable on solid M medium. Cobra and Joker tomato

cultivars were the more susceptible to bacterial transformation, allowing the

establishment of 15 and 16 lines respectively. A4 was the most virulent A. rhizogenes

strain leading to the majority of stable hairy root lines over time. The cv Cobra showed

the higher susceptibility towards the A4 strain (e.g. 4C4, 4C7 and 4C9). Considering the

absence of growth and the lack of stability (yellowing of roots, development of calluses)

of lines over time, integration of the bacterial plasmid was probably non-stable over

time for the majority of the Joker lines (except AJ3), and it was even less stable for the

Springfield and Vendor's lines. Plant cultivars and A. rhizogenes strains specificity has

previously been noticed and the hairy root lines obtained after A. rhizogenes

transformation had singular behavior (Porter, 1991; Gin and Narasu, 2000). The

physiology of hairy roots differed significantly with regards to growth rate and

secondary metabolite production as described for legumes (Gelvin, 2000), solanums

(Joao and Brown, 1994; Simoneau et al., 1994), Catharanthus roseus (Brillanceau et al.,

1989) and other plants.

The present results underlined that tomato cultivars had a different sensibility to

A. rhizogenes strains. Moreover, stability of the transformation over time was also

dependent on the cultivar and bacterial strain combination. Integration site and copy

numbers of bacterial Ri-T-DNA plasmid inside the plant genome could be involved. T-
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DNA integration was shown to be random and multiple copies of T-DNA are often

inserted (Tinland, 1996). Chilton et al. (1982) reported that the integration ofT-DNA

into the plant genome was stable over time. However, expression of introduced genes

and phenotypes could be lost (Tepfer, 1984), like aiix2 and opine synthetic genes

throughout subcultures (Guivarc'h et al., 1999). The rolC gene, which code for a

cytokinin-P-glucosidase (Chriqui et al., 1996), was chosen to verify the transformed

status of our lines, because the rol genes are steadily expressed in 100 % of hairy roots

(Moyano et al., 1999; Pinol et al., 1999). In fact, exact relationships between plasmid

integration and phenotypes of lines remains to be elucidated. Bacterial genes are

integrated within preferential DNA sequences whose expressions are not vital for the

plant, but it could occur within sequences whose expression are implicated in essential

metabolic pathways (Meyer et al., 2000). In our experiments, mycorrhizal susceptibility

differed between tomato root lines and no direct correlation was found between tomato

cultivar/bacterial strain combination and receptiveness to G. intraradices. Further

molecular analyses have to be done to understand the genetic basis involved in

mycorrhizal susceptibilities of the studied lines.

u

Mycorrhizal dependency of tomato lines was low in the in vitro conditions and

therefore growth rates were not significantly different between mycorrhizal and non-

inoculated lines. The in vitro culture in Petri dishes is an enclosed space where nutrients

are more available than in natural conditions. Therefore, the dependency of root lines to

the AM fungus was underestimated in those culture systems. The concentration and the

total availability of nutrients are the parameters that could influence the behavior of the
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symbiots in in vitro conditions (Jolicoeur et al., 2002). However, our observations on

tomato hairy roots are concomitant with previous studies done on tomato plants: tomato

mycorrhizal dependency was low (Plenchette et al., 1983; Caron et al., 1985), and root

colonization of excised tomato roots reached only 10 % after five months of in vitro

dual culture with Glomus intraradices (Chabot et al., 1992). Mycorrhizal colonization

rates of tomato lines were always lower than carrot hairy roots in those experiments and

as in the present experiment, carrot hairy roots had also the lowest growth rates. Such

results could be related to a lower metabolic efficiency of the carrot hairy roots, which

will increase the dependency on the symbiosis, since both partners necessitated its

establishment. The percentage of root colonization is an indicator of development of the

AM fungi inside the cortical cells of the host root. Arbuscules and vésicules reflect the

biological activity between the two partners, but the real importance of the intracellular

spread remains unclear in term of interactions with the mycorrhizosphere. Actually,

many studies underlined that bioprotection of mycorrhizal plants was not strictly

dependant on high level of root colonization (Smith and Read, 1997).

u

In conclusion, our results suggest that mycorrhizal receptiveness may be mainly

correlated to the initial Pi availability in the medium for tomato root lines. Nutrient

uptake rates were not directly related to the sensitivity of tomato root lines towards G.

intraradices. Although root lines were more receptive to mycorrhizal colonization when

the initial Pi was decreased, the intracellular storage and utilization efficiency of internal

nutrients should be elucidated. In the context of this result, the root lines that were

initially non-receptive to mycorrhizal symbiosis should be revisited by lowering initial
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Pi concentration and maybe of other nutrients fi-om the culture medium. Advanced

knowledge in phosphate metabolism will be a breakthrough to understand the root

metabolism prior to colonization, including modification of root exudates. NMR studies

already showed differences in the Pi intracellular pools between non-mycorrhizal and

mycorrhizal cucumber roots (Rasmussen et al., 2000). Moreover the stability of

behavior of tomato lines and their high susceptibility to nutritional depletion will allow

further analysis of the nutritional impact for the symbiosis, at the physiological and

molecular levels.
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Chapitre 3

Conception d'un système multicompartimenté

3.1 Introduction

L'établissement de la symbiose EVA modifie favorablement l'inter-relation de la

plante avec son environnement biologique et physico-chimique. Les plantes

mycorhizées sont en général moins sensibles aux stress biotiques et abiotiques

(Subramanian et al., 1995; Subramanian and Charest, 1999; Dodd, 2000). Elles

développent des résistances lorsqu'elles sont agressées par des champignons, des

bactéries ou des nématodes et l'impact de ces maladies est significativement réduit

(Bagyaraj et al., 1979; Dehne, 1982; Benhamou et al., 1994; Fitter and Garbaye, 1994;

Dassi et al., 1996; Dumas-Gaudot et al., 1996). Cependant, une plante mycorhizée peut

être plus sensible aux maladies provoquées par des champignons pathogènes foliaires et

le nombre de particules virales semble augmenter dans les feuilles et les racines de

plantes mycorhizées infectées par des virus (St-Amaud et al., 1995a).

Les mécanismes impliqués dans ce biocontrôle ne sont pas encore clairement

définis. Ils semblent se regrouper en quatre grandes catégories : amélioration de la

nutrition, stimulation des mécanismes de résistance de la plante hôte, interaction directe

entre le champignon EVA et le parasite, et action indirecte du champignon EVA par une

modification quantitative et qualitative de la micro flore tellurique (St-Amaud et al.,

1995a; Blee and Anderson, 2000). De nombreuses études montrent l'influence des

u
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mycorhizes sur les populations microbiennes du sol et celle des exsudats dans la

mycorhizosphère et l'hyphosphère (Ames et al., 1984; Bansal and Mukerji, 1994; St-

Arnaud et al., 1995b; Olsson et al., 1996; Andrade et al., 1998; Fihon et al., 1999).

Cependant, les mécanismes régulant ces changements sont actuellement peu connus, la

principale difficulté demeurant la culture du champignon EVA sans la présence de la

plante hôte. De ce fait, il est encore impossible de préciser si les effets de modifications

de la microflore tellurique résultent du métabolisme de la plante, de celui du

champignon ou bien des deux partenaires de la symbiose.

3.2 Objectifs

Pour essayer de décrire l'ampleur du rôle potentiellement joué par chacun des

partenaires de la symbiose, il a été proposé de développer un système modèle

compartimenté simulant la mycorhizosphère et permettant la séparation physique des

différentes parties de la symbiose, à savoir :

(a) la mycorhize entière, soit le système racinaire colonisé par le champignon

EVA, avec la présence des structures internes (vésicules, arbuscules et hyphes

intraracinaires) et externes de la symbiose (le mycélium extraradiculaire fongique),

(b) une partie du même système racinaire sans la présence extraradiculaire du

champignon EVA, mais aux connections racinaires actives avec la partie décrite en (a)

(e) la phase extramatricielle du champignon EVA, soit le mycélium avec les

hyphes et les spores,

u



0

59

(d) une zone sans la présence physique des deux intervenants mais où les

exsudats de la partie (e) pourraient diffuser librement. Cette zone pourra être développée

dans un quatrième compartiment ou bien au sein de chacun des trois autres

compartiments.

Les parties (a) et (e) ont déjà été réalisées avec succès par St-Amaud et al.

(1996) en boite de Pétri à deux compartiments.

Le but de cette expérimentation est de comprendre quelle partie de la symbiose

interagit avec l'environnement immédiat et par quel moyen le ou les partenaires

interviennent. Dans ce cadre, il nous était nécessaire de fixer deux aspects essentiels : l)

les connections entre les différentes parties de la symbiose devaient rester actives, 2) les

molécules potentiellement exsudées par chacun des partenaires ne devaient pas pouvoir

diffuser entre les compartiments. Plusieurs types de compartimentations sont

envisageables, à savoir une compartimentation physique, chimique, biologique efc/ou

temporelle. La mise au point de ce système reste très loin de la réalité écologique. C'est

la raison pour laquelle nous avons opté pour une approche de compartimentation

physique et nutritionnelle, en éliminant tout agent chimique supplémentaire qui pourrait

provoquer un artefact supplémentaire et fausser la relation entre les deux organismes

vivants.

u
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3.3 Matériels et méthodes

3.3.1 Matériel végétal et fongique

Inocula racinaires :

Cette deuxième partie a été réalisée en parallèle de l'expérience présentée au

chapitre 2. Les racines transformées de carotte ont été utilisées alors que les lignées de

racines transfonnées de tomate n'étaient pas encore disponibles ou caractérisées.

Les racines transfonnées de carotte par l'ADN-T d'Agrobacterium rhizogenes

A4 ont été utilisées pour le système de compartimentation en boites de Pétri. Cette

lignée racinaire a été initialement établie par Bécard et Fortin (1988) et elle est

maintenue en culture aseptique in vitro sur un milieu nutritif complet, le milieu M, dont

la composition est décrite dans le tableau II. La lignée de racines transformées de tomate

4C4, dont les protocoles de transformation et de caractérisation ont été décrits dans le

chapitre 2 de ce mémoire, ont été utilisées pour les tests de compartimentation en

bioréacteur de type cuvée.

u

Les cultures racinaires étaient incubées à 26 °C, dans le noir et les boites de Pétri

contenant les racines transformées étaient placées selon le géotropisme des racines : les

cultures de racines de carotte ont un géotropisme négatif et sont retournées à l'envers,

alors que les racines de la lignée de tomate 4C4 ont un géotropisme positif et sont donc

disposées à l'endroit. Les cultures étaient repiquées sur milieu M frais tous les deux à

trois mois.
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Champignon EVA: Le Glomus intraradices Schenk & Smith (DAOM 181602)

est co-cultivé en routine avec des racines de carotte transfonnées, dans un système de

culture in vitro a deux compartiments, mis au point au laboratoire (St-Amaud et al.,

1996). Les spores étaient co-cultivées pendant trois mois sur des racines de carotte

préalablement aux expériences et récupérées comme décrit dans le chapitre 2 (voir

Materials and methods, Preliminary selection of transformed tomato root lines)

3.3.2 Méthodes expérimentales

3.3.2.1 Compartimentation en boite de Pétri

Le premier système de compartimentation testé fut une boite de Pétri à trois

compartiments (Fig. 8). Chaque compartiment contenait 7,5 mL d'un milieu spécifique

basé sur la littérature, qui permettrait de confiner la mycorhize, soit l'association des

deux partenaires dans le compartiment l, le champignon EVA dans le compartiment 2 et

les racines transformées dans le compartiment 3. La composition des trois milieux est

décrite dans le tableau III.

0

Trois inoculations différentes ont été testées en boite de Pétri :

(a) un bloc de gélose (l x 2 x 0.5 cm) contenant des racines mycorhizées de carotte

par le Glomus intraradices, a été inoculé dans le compartiment l,

(b) Cinq parties apicales de racines transformées de carotte de 3 cm de longueur ont

été placées à cheval entre les compartiments l et 3 avec l'inoculation d'environ

20 spores du champignon EVA dans le compartiment l,
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(e) Cinq parties apicales de racines transformées de carotte de 3 cm de long ont été

placées à cheval entre les compartiments l et 3 avec l'inoculation d'un bloc de

gélose (l x Ix 0.5 cm) contenant du mycélium actif, branché sur une racine de

carotte. Le bloc de mycélium était ôté du système expérimental dès que le

champignon entrait en contact avec les apex racinaires inoculés.

u

Pour les tests de compartimentation (a) et (b), 10 boites de Pétri ont été inoculées, et

20 boites de Pétri polir le test (e).
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n Tableau II : Composition du milieu de culture des racines transformées in vitro, le

milieu M (Bécard and Fortin, 1988). La concentration en mM est indiquée pour les

éléments importants (KNÛ3, KH2PÛ4, Ca(NÛ3)2-4H20, saccharose).

Elément chimique
Concentration

(mg.L-1)
Concentration

(mM)
MgS04,7H20 -731

KNÛ3 80
KC1 65

KH2PÛ4 4.8
Ca(N03)2 4 H2Û 288

Saccharose 10000
NaFe EDTA 8

Kl 0.75
MnCl2,4H2Û 6
ZnSÛ4, 7 HzO 2.65

HaBOa 1.5
CuSÛ4,5H20 0.13

Na2Mo04, 2 HzO 0.0024
Glycine 3
Thiamine 0.1
Pyridoxine 0.1

Acide nicotinique 0.5
Myo-inositol 50

0.79

0.12*
1.219
29.21

* La concentration en KH2PÛ4 est la concentration réelle obtenue après ajout du Gel
Gro, l'agent gélifiant. La concentration en phosphate est augmentée de 0,085 mM avec
le Gel Gro.

u
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Tableau III: Composition des milieux des différents compartiments dans la culture en

boite de Pétri à trois compartiments.

Organisme souhaité Milieu de culture
Concentration en

phosphate inorganique
Compartiment

La symbiose mycorhizienne Milieu M

Le Glomus intraradices Milieu M sans sucres

Les racines transformées de carotte Milieu M3P *

0.12mM

0.12mM

0.36 mM

l

2

3

* Milieu M3P : Milieu dont la concentration en P043- est trois fois plus élevée que celle
du milieu M

u

Figure 8 : Système de compartimentation en boite de Pétri, dont la composition de
chaque compartiment est liée à l'organisme (l : les deux partenaires de la symbiose ; 2 :
le champignon EVA ; 3 : les racines transformées seules).

Milieu M3P Milieu M

3 l

2

Milieu M sans sucres
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3.3.2.2 Compartimentation en système de bioréacteur

Le deuxième système testé fut basé sur une approche de compartimentation

nutritionnelle, avec des distances physiques plus importantes pour les différents

partenaires de la symbiose. Différents modèles ont été envisagés, mais seule la

conception finale retenue est décrite ci-dessous.

u

La compartimentation nutritionnelle a été orientée autour des trois éléments clefs

de la nutrition, à savoir la source en azote (NÛ3' et NîÎ4+), phosphate (PÛ4 ) et carbone

(saccharose). Le milieu de référence est le milieu M. Un gradient de concentration d'un

nutriment a été réalisé dans chacun des systèmes testés. Au final, six systèmes de

bioréacteurs ont été préparés, plus un système témoin où tous les milieux étaient le

milieu M. Trois réplicats par système ont été mis en place, soit un total de 21

bioréacteurs. La composition des différents milieux est indiquée dans le tableau IV.

Chacun des bioréacteurs (Figs. 9 et 10), de diamètre externe de 10.9 cm, était composé

des 9 tubes (A à I) à scintillations, au volume individuel de 25 mL, placés à la

périphérie ; au centre du bioréacteur était disposé un cylindre vide en Teflon® dépassant

de 4 cm environ l'ouverture des tubes à scintillation. Une feuille de Teflon® recouvrait

l'espace vide entre les bouteilles à scintillation, au niveau du col des bouteilles. Enfin,

une plaque de Teflon séparait le tube A et l de chaque gradient. Il est à noter que la

concentration en NOa' était doublée, par rapport à celle du milieu M, dans les

traitements l, 2, 6 et dans le témoin. La concentration en PÛ4 était doublée dans les

traitements 3, 4, 5, 6 et dans le témoin. Ces modifications de concentration ont été
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réalisées d'après les analyses nutritionnelles obtenues au chapitre 2 pour la lignée testée,

soit la lignée 4C4, afin que les éléments non testés dans les traitements ne soient pas

limitant trop rapidement. Les concentrations en NOs' ont été ajustées dans les

traitements 3 et 4, afin que le ratio entre le KNOa et le Ca(N03)2-4 HsO soit respecté par

rapport au milieu M, c'est à dire 60 % de la concentration finale en Ca(N03)2-4 HzO, et

40 % en KNOs. De la même manière, les concentrations en phosphate étaient ajustées en

tenant compte de la contamination du Gel gro en phosphate (Doner and Douds, 1995;

Jolicoeur^aZ.,2002).

L'inoculum utilise dans ce système était des racines de la lignée 4C4,

préalablement mycorhizées par le G. intraradices sur milieu M solide, en culture depuis

dix semaines. Un bloc de gélose (3 x 2 x 0.5 cm) était inoculé au contact des tubes E et

F. Les 21 bioréacteurs ont été placés dans un incubateur, à 26° C dans le noir, pour une

durée de six semaines.

u
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Figure 9 : Vue de dessus du système de bioréacteur mettant en évidence l'aspect de
gradient. Les racines mycorhizées étaient inoculées à cheval entre les tubes E et F. au
contact des milieux contenus dans ces tubes.

Plaque de Teflon

Gradient
décroissant

I
A

H

B

Cylindre central
G

e

F
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E

Membrane
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Tubes à

scintillation
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Figure 10: Vue complète du système vide de multi-compartimentation en bioréacteur de

type cuvée.
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Tableau IV: Composition des milieux de culture dans les six types de bioreacteurs
préparés. La concentration indiquée dans chacune des cases correspond à la
modification de la concentration de l'élément indiqué à la ligne F (milieu M).

Tubes Traitements

l 2 3 4 5 6

P043'(mM) P043'(mM) N03'(mM) N03'(mM) N03NH4(mM) Saccharose

(mg.L-')
A

B

e

D

E

F

G

H

I

3

3

1,2

1,2
0,12

0,12

3

2,4
1,8
1,2
0,6

0,12

0,12 (MS*) 0,032 (ML î)

0,12 (MS) 0(MP§)

0 (WGG) 0 (WGG)

50

50

20

20

2

2

2 (MS)

2 (MS)

0 (WGG)

50

40

30

20

10

2

2 (ML)

2(MP)

0 (WGG)

50

40

30

20

10

2

2 (ML)

2(MP)

0 (WGG)

250 000

200 000

150000

100000

50000

10000

5000

l 000

0 (WGG)

* MS : milieu M sans saccharose

t WGG : Water Gel Gro rincé (4 g.L de Gel Gro dans de l'eau distillée, puis rincé par

du milieu M liquide sans PÛ43')

î ML : Milieu M solide rincé (voir chapitre 2) avec du milieu M Liquide

§ MP : Milieu M rincé avec du milieu M liquide sans PÛ4

0
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3.4 Résultats et Discussion

3.4.1 Compartimentation en boites de Pétri

Le suivi de la croissance et du développement des deux partenaires de la

symbiose a été qualitatif au cours de ces expériences. Les résultats les plus probants ont

été obtenus avec l'inoculation (b), soit en inoculant des racines entre les compartiments

l et 3 avec des spores prétraitées au froid (Juge et al., 2002) et inoculées dans le

compartiment l. Sur les 10 boites de Pétri testées au cours de cette expérience, la

symbiose s'est établie dans six boites de Pétri en quelques semaines. Dès que la

symbiose endomycorhizienne était effective entre les racines de carotte et le Glomus

intraradices, le développement de l'un des deux prenait le dessus sur le développement

de l'autre : soit le champignon EVA se propageait intensément (66.6 % des cas), et

débordait dans les autres compartiments en peu de temps au cours duquel les racines ne

poussaient pas (parfois en moins de 10 jours), soit les racines se développaient dans le

compartiment souhaité mais le champignon EVA ne développait pas de mycélium

extraradiculaire (33.3 % des cas). Dans les quatre boites de Pétri où la symbiose ne s'est

pas établie, les racines ne se sont pas développées non plus.

Lors des tests d'inoculation (a), les deux partenaires se sont développés mais

majoritairement le champignon EVA occupait l'espace au détriment des racines et

envahissait rapidement en quelques jours les autres compartiments 2 et 3. Les même

phénomènes ont été observés et la colonisation de nouvelles racines par la phase

extramatricielle du champignon EVA n'a été effective que dans 25 % des cas.

0
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De plus il a été observé que la présence de condensation sur les couvercles des

boites de Pétris était un facteur qui nuisait à.Ia mise en place de la compartimentation, le

champignon EVA s'y développant très facilement. A partir de ces gouttelettes d'eau, le

champignon EVA se propageait dans les autres compartiments. Très rapidement deux

limitations sont apparues lors de l'utilisation de ce système en boites de Pétri,

- le faible volume de travail, qui nécessiterait un nombre de réplicats très

importants pour palier à la variabilité biologique associée à la faible quantité d'inocula

racinaires et fongiques,

- le potentiel invasif très important du G. inîraradices. Le volume de travail

retenu dans les boites de Pétris à trois compartiments a été de 7,5 mL par compartiment.

Au-delà de ce volume, le champignon EVA envahissait extrêmement rapidement les

autres milieux de culture, quelle que soit leur composition. De plus le champignon EVA

était aussi capable de croître dans les gouttelettes d'eau de condensation, ce qui faussait

aussi les essais de compartimentation.

3.4.2 Compartimentation en bioréacteur de type cuvée

0

La croissance n'a repris que dans un seul bioréacteur après cinq semaines

d'incubation, avec un très faible développement dans un tube contenant le milieu M.

Plusieurs facteurs peuvent être en cause dans l'absence de reprise de croissance des

racines :

1'evaporation d'eau des milieux : Après quelques semaines, le niveau des

milieux de cultures dans les bouteilles à scintillation avait diminué, formant une
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depression d'environ 2 mL, soit près d'un dixième du volume total de chaque

bouteille. Nous avons remis un volume d'eau distillée, équivalent à celui qui

s'était évaporé dans toutes les bouteilles, afin de rééquilibrer les concentrations

initiales des différents milieux. De plus un Bêcher contenant 50 mL d'eau

distillée a été rajouté au centre du bioréacteur afin de pallier au problème

d'humidité de l'air dans le système. Cependant la croissance des racines n'a pas

repns.

La concentration en CÛ2 dans les bioréacteurs : la croissance des racines

transformées en culture in vitro est favorisée par une concentration en COz

d'environ 2 % (Jolicoeur ^ al., 1999). Les racines ont besoin de C02 exogène

pour réinitier leur croissance même si elles sont capables d'en produire elles-

même. De plus le champignon EVA est lui aussi sensible à la concentration en

CÛ2 (Bécard and Piché, 1989; Bécard et al., 1992). La conception du bioréacteur

a été faite de telle sorte que beaucoup d'espaces vides étaient présents. De plus la

presence d'un filtre à air sur le couvercle du bioréacteur permettait un échange

permanent de gaz avec l'environnement, dont la concentration en COz (0,03 %)

n'était pas contrôlée et correspondait donc à celle de l'atmosphère, beaucoup

moins riche que celle qui est, par exemple, présente dans les boites de Pétri

scellées, soit 0,5 % à 2 % (Bécard and Piché, 1989).

L'inoculum : Les racines mycorhizées ont été inoculées sous la forme d'un bloc

de gélose dont la taille étaient suffisante pour faire le pont entre deux bouteilles à

scintillation. Cependant l'inoculum n'était peut être pas suffisant.

u
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La combinaison de tous ces éléments, à savoir la déshydratation des milieux, la

concentration insuffisante en CÛ2 ainsi que la taille de l'inoculum, sont des facteurs non

négligeables qui n'ont pas permis l'exploitation de ce système expérimental.

L'expérience n'a pas été reconduite faute de temps.

3.5 Recommandations

0

Quelques modifications pourraient être apportées à ce système dans le but de le

rendre plus fonctionnel :

Les cultures pourraient être réalisées dans un incubateur à CÛ2 dont la

concentration est suivie et maintenue constante dans le temps,

La diminution de l'espace vide au sein du bioréacteur limiterait les problèmes de

déshydratation des milieux de culture.

L'utilisation de bouteilles à scintillation avec un col plus large permettrait une

surface de contact plus importante entre les racines et le champignon avec les

milieux de culture. Cela limiterait aussi les espaces morts entre les bouteilles. De

plus, les contraintes physiques associées à la conception du système seraient

moins importantes pour des racines mycorhizées qui sont habituellement

cultivées sur des boites de Pétri, où la surface de contact avec le milieu est

importante.

La membrane de Teflon® est une membrane inerte, doublée d'une feuille

d'aluminium qui donne une certaine rigidité à cette membrane. Il serait

intéressant de vérifier l'éventuel relargage d'ions Al qui pourraient avoir des
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conséquences néfastes sur la physiologie des racines et le fonctionnement de la

symbiose (Papemik and Kochian, 1997; Mark and Cassells, 1999; Ma, 2000).

0

L'exploitation et la validation de ce système permettraient de tester la capacité

d'assimilation et de transfert des éléments nutritifs par chacun des deux partenaires,

dans un laps de temps à déterminer. Même si aucun résultat probant n'a été obtenu, le

potentiel d'utilisation de ce système reste intéressant à développer, car il permettrait

entre autres d'explorer l'influence de la concentration du milieu en sucres, phosphate et

sources d'azote sur le développement des deux partenaires de la symbiose.



0 Chapitre 4

Discussion générale

Dans un premier temps, l'efficacité de la transformation bactérienne de cultivars

de tomate a pennis l'obtention de nombreuses lignées de racines

transformées, permettant de choisir celles qui avaient le comportement le plus

intéressant en terme de croissance et de réceptivité pour le Glomus intraradices.

L'utilisation d'un milieu appauvri en phosphate a appuyé le caractère fondamental de ce

nutriment pour rétablissement de la symbiose, au-delà de la simple capacité

d'assimilation de cet élément par les racines. Les essais de mise au point de systèmes de

compartimentation des différentes parties d'une mycorhize ont montré la réelle difficulté

d'application d'un tel concept. Finalement l'ensemble de ces travaux soulève des

questions concernant la caractérisation et l'utilisation des racines transformées pour

l'étude de la symbiose EVA en cultiire in vitro.

4.1 Le métabolisme des racines transformées

u

Le comportement nutritionnel des lignées de tomate était lié au type de

croissance des racines transformées : les racines à croissance rapide consommaient les

nutriments plus rapidement que les racines à croissance plus lente. Toutes les lignées

étaient donc capables d'assimiler efficacement les éléments minéraux et les sucres du

milieu de culture. La réceptivité au G. intraradices ne semblait pas être carrelée
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directement à l'assimilation des nutriments. Ce premier aspect laissait penser que la

sensibilité à la symbiose était plutôt liée au génotype unique de chaque lignée;

1'expression de ce génotype ne se reflétait pas dans la dynamique nutritionnelle des

racines transformées. La consommation des nutriments par des lignées de même type de

croissance (croissance lente ou croissance rapide) était strictement comparable, mais

leur sensibilité à la symbiose variait. Cela souligne donc une différence de

comportement mais qui n'était pas liée directement à l'assimilation des nutriments, mais

plus probablement à leur utilisation intracellulaire (Jolicoeur et al., 2002) ou à

1'expression de gènes impliqués dans les phases précoces de colonisation (Garcia-

Garrido and Ocampo, 2002). A la suite de la réduction de la concentration initiale en

phosphate inorganique Pi, passant de 0,118 mM à 0,032 mM dans le milieu de culture,

toutes les lignées ont été réceptives à la mycorhization par le G. intraradices. La

preparation des inocula racinaires et fongiques a été strictement identique pour les

experiences sur les deux milieux. Le stress nutritif imposé aux racines en réduisant de

plus de 70% la disponibilité initiale en Pi dans le milieu, semble avoir déclenché une

modification du métabolisme et de la physiologie des racines, autorisant le

développement de la symbiose. Le phosphore est considéré comme l'élément le plus

important de la nutrition minérale (Plaxton, 1998). Il intervient dans toutes les voies

métaboliques, dont la respiration et la photosynthèse. De nombreux intermédiaires

métaboliques sont des esters phosphatés et le pyrophosphate inorganique PPi est un

système donneur d'énergie dans le cytosol, dont la concentration est maintenue même

en limitation importante de Pi (Theodorou and Plaxton, 1995). La concentration

intracellulaire en Pi chez les plantes est 1000 fois supérieure à celle présente dans
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l'environnement (Schachtman et al., 1998). La quantité d'énergie dépensée par les

plantes pour prélever activement le Pi et maintenir son niveau intracellulaire le plus

stable possible démontre l'importance de cet élément. En cas de limitation avancée en

phosphate, les plantes développent des stratégies pour acquérir les nutriments (Ryan et

al., 200l):

1'alteration de l'architecture racinaire et la ramification accrue pour explorer plus

efficacement le sol,

1'augmentation de la densité et de la longueur des poils absorbants pour

augmenter la surface d'absorption,

la sécrétion de phosphatases pour relâcher le phosphate organique,

l'exsudation d'acides organiques et de protons pour acidifier la rhizosphère et

solubiliser le phosphate inorganique,

rétablissement de la symbiose endomycorhizienne.

0

L'expression de ces traits varie selon le génotype de la plante, pas seulement entre

les espèces de plantes mais aussi entre les cultivars d'une même espèce. L'exsudation

d'acides organiques facilite la chélation de l'Al et du Fe dans le sol. La chélation du Fe

et de l'Al permet la restitution de Pi à partir des complexes Al-P et Fe-P (Ryan et al.,

2001). En cas de limitation en Pi, il a été montré que le pois chiche, le lupin blanc et la

tomate augmentent leur activité PEP carboxylase, une enzyme clef de la biosynthèse du

citrate et que ces trois plantes accumulent de l'acide citrique dans leurs racines

(Neumann and Romheld, 1999). Cette restitution de Pi semble aussi être facilitée par le

relargage de protons, lequel est corrélé à l'exsudation d'acides carboxyliques, mais pas
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chez la tomate (Neumann and Romheld, 1999). Les tomates ne relargent pas non plus

directement d'acide citrique dans le milieu (Luo et ai, 1999). Les mécanismes par

lesquels la tomate facilite la restitution du Pi restent à déterminer, mais ne semblent pas

être directement liés à l'exsudation d'acides organiques.

0

La culture in vitro de mycorhizes est avant tout un outil qu'il faut caractériser

afin de bien le maîtriser, avant de pouvoir l'utiliser pour des études incluant d'autres

facteurs, comme d'autres microorganismes, pathogènes ou non. A la lumière de nos

résultats, il semble primordial de connaître précisément le comportement nutritionnel

des deux partenaires, avant et au cours de la symbiose. Des études ont été réalisées sur la

dynamique nutritionnelle de racines transformées de carotte, en symbiose (Jolicoeur et

al., 1999, 2002) ou non (Bouchard-Marchand, 2000), mais restent difficilement

comparables, de par la variabilité des inocula racinaires et fongiques. A notre

connaissance, c'est la première fois qu'à été réalisé un suivi simultané, et sur plusieurs

mois de culture, du comportement nutritionnel de plusieurs lignées de racines

transfonnées en relation avec la symbiose endomycorhizienne. Cependant, la capacité

de prélever des nutriments et notamment le phosphate dans le milieu ne montre qu'une

partie du tableau nutritif des lignées. Il manque l'aspect intracellulaire de la nutrition, à

savoir la capacité de stockage et d'utilisation des nutriments par chaque lignée, depuis

que les bassins intracellulaires sont considérés comme des éléments clefs pour

rétablissement de la symbiose endomycorhizienne in vitro (Jolicoeur et aï., 2002).

Toutes les voies métaboliques sont inter-reliées (Gniazdowska et al., 1999; Farrar et al.,

2000) et la régulation de ces voies passe par la phosphorylation d'enzymes clefs, par la
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disponibilité d'énergie (ATP, PPi) et ce, dans des compartiments spécifiques

(Schachtman et al., 1998; Raghothama, 2000). Le suivi intracellulaire des

concentrations en Pi donnerait donc une indication sur les voies métaboliques

concernées. Ces études nécessiteraient l'utilisation de technologies de pointe, comme la

RMN (Rasmussen et al., 2000) et l'analyse des gènes impliqués dans les voies

métaboliques clefs (Harrison and Dixon, 1994; Harrison, 1999; Budeigh and Harrison,

1997; Burleigh, 2001; Rosewame et al., 1999).

4.2 Balance hormonale et mycorhization

0

La physiologie différait signifîcativement entre les lignées de racines

transformées. L'insertion aléatoire du plasmide dans le génome de la plante hôte

(Tinland, 1996) a-t-elle une influence significative sur le métabolisme et la physiologie

des lignées transformées, notamment face à rétablissement de la symbiose

endomycorhizienne? Quelques pistes existent déjà mais il manque encore beaucoup

d'informations pour apporter une réponse précise. Certaines protéines codées par le

plasmide bactérien sont des enzymes intervenant dans la perception et le métabolisme

des hormones végétales. L'ADN-T d'A. rhizogenes compte 18 cadres ouverts de

lecture, dont quatre semblent essentiels. Le gène rolA code pour des facteurs de

transcription dont les cibles sont rolA lui-même ainsi que des gènes impliqués dans la

biosynthèse de l'acide gibbérellique; le gène rolB code pour une protéine membranaire

qui module la perception des auxines; l'expression du gène rolC semble intervenir dans

plusieurs voies, dont l'activation des cytokinines ainsi que la régulation du transport et
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du métabolisme du saccharose. Le rôle de la protéine RolD est moins clair mais cette

protéine semble similaire à une omithine cyclo-désaminase, une enzyme affectant le

métabolisme des polyamines (Nilsson and Olsson, 1997; Meyer et ai, 2000).

0

Il devient de plus en plus évident que tous les micro-organismes du sol sont

capables de produire des hormones de type végétal. Jusqu'à 80 % des micro-organismes

de la rhizosphère produiraient des auxines (Patten and Click, 1996). Certains auteurs

posent même l'hypothèse qu'en conditions naturelles, les plantes ne produiraient pas de

cytokinines mais hydrolyseraient celles synthétisées par les symbiotes associés. Cette

affirmation se base sur l'absence de cytokinine synthase chez les plantes testées

(Holland, 1997). La culture axénique de plantes vient cependant contrebalancer cette

hypothèse. En effet, les plantes cultivées en condition stériles sont tout à fait aptes à

croître normalement, sans altération visible du développement. Bien sûr, on ne peut pas

rejeter non plus l'idée que dans des conditions moins artificielles, les plantes utilisent les

hormones synthétisées par leurs symbiotes (Jameson, 2000). Ce peut être une économie

d'énergie considérable pour la plante et une voie de communication pour le micro-

organisme associé. En 1973, Slankis a proposé la « théorie des auxines », selon laquelle

la production de ces hormones par les champignons ectomycorhiziens régulerait la

formation ultérieure des mycorhizes (Smith and Read, 1997). De manière comparable,

une plante en symbiose avec un champignon EVA accumule de novo des cytokinines. Il

est cependant encore impossible de préciser si l'accumulation de ces hormones dans les

endomycorhizes est d'origine fongique ou bien est induite par la présence du

champignon (Barker and Tagu, 2000), sachant que le champignon produirait peut-
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être lui aussi des cytokinines. La disparition des réactions de défense par la plante en

début de symbiose pourrait être liée à la modification de la balance hormonale induite

par le champignon (Barker and Tagu, 2000; Garcia-Garrido and Ocampo, 2002). De

plus, la présence intraracinaire d'un organisme modifie significativement la réceptivité

ultérieure de la plante face à d'autres organismes, symbiotiques et pathogènes (St-

Arnaud et al., 1994, 1997; Pinior et al., 1999; Vierheilig et al., 2000). Toutes ces

informations peuvent nous amener à fonnuler une hypothèse pour expliquer le faible

taux de mycorhization des lignées de racines transformées in vitro : les racines

transformées ont intégré le plasmide d'im autre organisme, VA. rhizogenes, qui

synthétise des hormones. La modification de la balance hormonale pourrait diminuer la

capacité de colonisation ultérieure par le G. intraradices, via un profil d'exsudation

racinaire altéré. Mais la réponse à la mycorhization est sûrement plus complexe que cela

car les racines excisées non-transformées du cv. Cobra ont eu un comportement

similaire à la lignée 4C9, en terme de croissance et de dynamique nutritionnelle, puis en

terme de réceptivité au champignon sur milieu de culture réduit en Pi. De plus la

modification de la teneur initiale du milieu de culture a favorisé rétablissement de la

symbiose pour toutes les lignées testées. La relation entre la disponibilité en phosphate

dans le sol et la régulation hormonale des plantes, mycorhizées ou non, n'est pas bien

connue. Il a été montré que la symbiose mycorhizienne augmentait le niveau d'auxines

intracellulaires des poireaux à des valeurs comparables à celles obtenues chez des

poireaux non mycorhizés poussant en milieu riche en phosphate (Torelli et al., 2000). Il

a aussi été suggéré que les niveaux en cytokinines augmentaient proportionnellement à

la disponibilité en phosphate chez Plantago major, mais aussi en fonction du nombre et
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de l'activité des apex racinaircs (Baas and Kuiper, 1989; Torelli et al., 2000). De plus

les concentrations élevées en cytokinines inhibent l'induction de la transcription de

gènes codant pour des enzymes impliquées dans les réactions de défense des plantes,

comme les chitinases et les glucanases. L'accumulation des ARN messagers de ces

enzymes semble aussi interreliée à la disponibilité en phosphate dans le sol (Lambais

and Mehdy, 1998; Shaul et al., 2000). Toutes les informations apportées jusqu'à présent

ne sont que des hypothèses ou des preuves indirectes, ne nous permettant pas encore de

comprendre l'interrelation entre la balance hormonale, la disponibilité en phosphate

dans le sol et rétablissement de la symbiose EVA.

4.3 Le champignon EVA, un symbiote ?

0

Les champignons EVA sont définis comme des symbiotes mutualistes parce

qu'ils améliorent la santé de la plante hôte en échange d'un bénéfice net en carbone.

Cependant, plusieurs éléments viennent nuancer cette notion de symbiote mutualiste en

ce qui concerne les champignons EVA. Le champignon est biotrophe obligatoire et a

besoin d'une source de carbone pour survivre et se propager. La racine exsude

constitutivement des molécules dans la rhizosphère et les micro-organismes

environnants, pathogènes ou non, perçoivent ces signaux et cherchent à coloniser le

système racinaire si tel est leur moyen de propagation et de survie. Les champignons

EVA forment un appressorium avant de pénétrer dans la racine. Déjà la plante réagit

comme à une agression, une invasion et elle déclenche temporairement la synthèse de

molécules de défense, comme les enzymes PAL, CHS, CHI et l'IFR plus des chitinases
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et glucanases (Smith and Read, 1997; Blee and Anderson, 2000; Lambais, 2000). L'arrêt

des réactions de défense peut être lié à la synthèse d'hormones par le champignon. Les

arbuscules, structures les plus confinées à l'intérieur de la racine, ont un cycle de vie

d'environ sept jours. Au-delà, les arbuscules dégénèrent et meurent. Des expériences

d'hybridation in situ (Blee and Anderson, 2000) ont révélé que les cellules contenant ces

structures expriment fortement les ARNm des enzymes de défense PAL et CHS

(Harrison and Dixon, 1993; Blee and Anderson, 1996). La symbiose est apoplastique, la

racine empêche le champignon EVA de l'envahir complètement. De plus, nos

experiences ont montré que les racines n'établissaient la symbiose qu'en période de

stress nutritif important, période où la plante ne dispose plus d'autant d'énergie pour

résister à l'invasion.

0
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Conclusion générale

La caractérisation de lignées de racines transformées de tomate en relation avec

la symbiose EVA a soulevé plus de questionnements que de réponses. La culture in vitro

est un outil simple d'utilisation qui nous a pennis de nous interroger sur l'implication du

phosphate dans rétablissement de la symbiose EVA. Cet élément joue un rôle

primordial dans de nombreux processus métaboliques, mais les conséquences de son

absence en début de croissance des racines, et non pas sa disparition en cours de

croissance, vient remettre en question un certain nombre d'idées reçues et souligner

l'importance de pousser les analyses nutritionnelles au niveau intracellulaire. En effet, la

majorité des études réalisées sur le phosphate, montrent que les hautes concentrations en

phosphate inhibent la symbiose et que la symbiose EVA est favorisée sur des sols moins

fertiles. Cependant, la diminution extrême, voire le retrait du phosphate dans les milieux

de cultiu-e au moment de l'inoculation, pourrait-il permettre la mycorhization de plantes

non-mycotrophes, comme Arabidopsis thaliana ? Certainement pas de manière aussi

simple, mais la nutrition phosphatée reste indéniablement au cœur de la discussion.

u
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