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Selon les dernieres estimations de 'USDA (Unitedtes Department of Agriculture),
environ 719 millions de tonnes de blé seront pitsdenm 2016 dans le monde (www.igc.int),
ce qui représente prés d'un tiers de I'ensemblecéesales produites. Le blé est la production
agricole qui subit les spéculations les plus imgruds; c’est la céréale la plus consommée
apres le mais et le riz et la plus échangée dam®iwle. La France est le premier producteur
et exportateur européen et cinquieme producteur drmbnlLes principales zones de
production du blé tendre sont les régions Nordda€alais, Centre, Poitou-Charentes,
Bourgogne et du Bassin parisien (http://publicatipassioncereales.fr). Malheureusement, le
blé est soumis aux attaques de nombreux bioagmsssélceci a differents stades de son
développement. Ces attaques peuvent provoquer eftss pmportantes lorsque les variétés
utilisées sont sensibles aux maladies. Ainsi, pares maladies, le blé est fréiquemment
soumis aux attaques d’oidium causées par le champiBjumeria graminid. sp.tritici (Bgf)
dans le Nord de la France en raison de conditibmatques favorables (Dela al., 1998)

La lutte génétique contre ce parasite n'est pasae# contre toutes les populationsBi,
d'ou la nécessité de I'utilisation intensive et téysatigue de fongicides, avec pour
conséguences des problémes environnementaux enhtiemiblique. En effet, les fongicides
peuvent étre a l'origine d'une pollution atmosphae (Bidlemanet al., 1993), d'une
pollution des sols via la présence de résidus quéebrouve également dans les productions
végétales et dans les nappes phréatiques (Cayledkat, 2012). Ces produits chimiques de
synthése provoguent aussi des problemes de samtd'ytiisateur (agriculteurs) et pour le
consommateur des plantes traitées (reprotoxio@@otpxicité, cancerogenicité) (Ritter al.,
2006; Oruc, 2010; Mostafalou et Abdollahi, 2012).

De par sa vaste surface agricole et I'épandageiihedsépété des pesticides chimiques,
la France est le premier utilisateur européen aelypts phytosaniatires (75000 tonnes de
pesticides utilisées en 2014) devant I'Allemagrequatrieme au plan mondial derriere les
Etats-Unis, le Brésil et le Japon (http://www.cogisbe.com/ et UIPP, 2013: union des
industries de la protection des plants). Les fadgig représentent prés de la moitié des
tonnages de pesticides utilisés. 80% d’entre euk @#ilisés pour le traitement des céréales a
paille, de la vigne, du mais et du colza (www.ngqtienete.info).

A I'échelle européenne, le reglemdREACH (pour Registration, Evaluation, Authorization
and Restriction of Chemicals), adopté ledi@embre2006, exige I'évaluation de toutes les
substances chimiques présentes sur le marché |etoptoduits phytosanitaires, en donnant
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aux industriels la charge de prouver l'innocuité dabstances. A I'échelle nationale, le plan
d’action Ecophyto 2018, issu du Grenelle de I'eonmitement en 2007, visait a réduire de
50% l'usage des pesticides d’ici 2018, si possibiéanmoins, a mi-parcours, les efforts ne
semblent pas avoir été suffisants. Afin de donmesecond souffle a cet effort de réduction
du recours aux pesticides, le Ministre de I'Agriaue a présenté le plan Ecophyto 2. Ce
second plan reporte I'objectif de baisse d'utiizatdes pesticides a moins 50% d’ici 2025,
avec un palier a moins 25% d’ici 2020. Les altewest a la protection chimique sont un
véritable impératif pour le développement d’'unei@gdture durable et plus respectueuse de
'Homme et de son environnement. Une des prioetsisdonc de développer des méthodes
alternatives, comme celles du biocontréle, consista I'utilisation d’organismes vivants ou
de produits issus de ces organismes pour limiteéduire les pertes et les dommages causés
par les organismes nuisibles. Parmi les agentsaderiréle, les champignons mycorhiziens
ont été décrits comme de potentiels agents de jhaite contréler les maladies des plantes
(revue de Pozet al.,2013).

En effet la symbiose mycorhizienne, et en parterula symbiose mycorhizienne a
arbuscules, qui concerne plus de 80% des plantessties et la quasi totalité des plantes
cultivées, permet a la fois une meilleure croissagicune meilleure résistance des plantes a
de nombreux stress biotiques (Dalpé, 2005; Giaminaizal, 2010; Pozecet al, 2013) et
abiotiques (Smith et Read, 2008 ; Debiagteal., 2008; 2009; Campagnaat al., 2010;
Miransari et al., 2010). Le potentiel des champignons mycorhizierarkuscules (CMA)
comme agents de biocontrole a été décrit dans dedeadiverses infections racinaires
(Khaosaackt al.,2007; Fiorilliet al.,2011; Castellanos-Morales al.,2012..) mais trés peu
dans la protection contre les maladies foliaireall(@® et al, 2011; Campos-Soriaret al.,
2011; Liet al.,2013; Maffeiet al.,2014) et pas du tout dans le cas des pathogengg)fies
biotrophes. C’est pourquoi le travail réalisé Idesla présente thése vise a :

1. Evaluer, en conditions contrblées et en pots, Héawe effet protecteur de la
mycorhization arbusculaire chez le blEriicum aestivumL.) contre Blumeria
graminisf. sp.tritici, un champignon biotrophe, agent responsable dualadie

affectant toutes les parties aériennes de la plBoigium.

2. Etudier les réactions de défense induites chezldentycorhizé par (i) des
observations cytologiques (apposition de papillesoréscentes, détection de
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peroxyde d’hydrogene, @@,)), (i) des mesures d’activités enzymatiques
(péroxydase (POX), lipoxygénase (LOX)) et (iii) dalyse de transcrits
(expression des genes codant pour certains masjusurdéfense tels que la
(LOX), la (POX), la phénylalanine ammonia-lyas®AL), le Non-expressor
Pathogenesis-Related ProteinBIPRJ) et une protéine a activité chitinaseH|1)

« Pathogenesis-Related » (PR).

Déterminer linfluence de quelques facteurs (cohegion en phosphore, type
d’'inoculum mycorhizien, niveau de résistance duival de bl€) sur I'efficacité de
la protection du blé contiggt en réponse a l'inoculation par les CMA.

L’organisation de la présente these et l'articolatides différentes parties qui la

composent se feront comme suit:

La partie 1 de ce manuscrit consiste en une analyse bibliogyaptprésentant:

l. Le pathosysteme étudié: blé/oidium
Il. L’agent de biocontrdle: les champignons mycpidms a arbuscules.
lll. Les stratégies de défense des plantes

La partie 2 décrit les méthodologies expérimentales utilidées de ce travail pour

répondre aux questions posées.

La partie 3 présente les résultats obtenus et leurs discissions forme de deux

publications soumises:

La Publication 1 traite de la protection contre l'oidium du blé @géaa

inoculation par les CMA puis, des éventuels mésames de défense impliqués
dans cette protection. Le titre de cet article esfrbuscular mycorrhizal
inoculation induced resistance in wheat to powderymildew (Blumeria
graminisf. sp.tritici » par G. Mustafa, N.G. Khong, B. Tisserant, B. Rand J.
Fontaine, M. Magnin-Robert, Ph. Reignault, A. Losiiad] Sahraoui, soumis
dansNew Phytologist

La Publication 2 concerne I'étude de quelques facteurs influentgaptrotection

du blé contre I'oidium suite & la mycorhizationwsbulaire. Cet article s’intitule:
«Impact of different factors on the protective effiacy of arbuscular

mycorrhizal fungi against wheat powdery mildew» par G. Mustafa, B.
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Randoux, B. Tisserant, J. Fontaine, M. Magnin-Rplfer Lounes-Hadj Sahraoui,
Ph. Reignault soumis daMycorrhiza

Enfin cette these se termine par une conclusioréergén qui débouche sur les
perspectives envisagées pour la poursuite de altra



Partie 1:

Synthese bibliographique






|. Le pathosysteme étudié:
blé/oidium

1. La plante: Le ble






Le pathosystéme blé/oidium

l. Généralités

L’ensemble des espéces de blé appartiennent ae gaticum, les deux especes les
plus cultivées et présentant un important intecéhémique sont:

- le blé dur Triticum turgidum ssp. durum), riche en gluten mais dépourvu de
gluténines de grande taille, et dont les grainyesgrprincipalement a la fabrication de
semoule utilisée notamment dans les pates alinmest@Clarkeet al., 2005);

- le blé tendreTriticum aestivurj le plus cultivé et utilisé dans la productionfdene
panifiable.

Triticum aestivunest issu de deux hybridations naturelles sucoessiv

(i) Triticum monococcum(A/A) et Aegilops speltoide¢B/B) a donné un hybride,
'espece cultivédriticum turgidumssp.durum (2n = 28) correspondant a une forme évoluée
de Triticum turgidum ssp diccocoidesLes deux génomes des céréales se sont révélés
fonctionnels chez cet hybride, plante qui s’eséhée fertile, soit un génome de type AABB.

(i) Cet hybride se serait ensuite croisé avEgticum tauschii ssp. strangulata
(synomymeAegilops squarrogaajoutant le génome de type DD.

L’hexaploidie de Triticum aestivumest le résultat d’'une duplication du nombre de
chromosomes obtenus apres le croisement. Le gédeirticum aestivunest alors identifié
comme étant de type AABBDD (Chantedtal, 2005).

Les périodes de semis sont variables suivant glaifisse de blé d'hiver ou de
printemps. Le blé d’hiver est semé de septembreoéembre, voire décembre dans
I'hnémisphére Nord, et les grains sont récoltés mpter du mois de juin. Pour le blé de
printemps, les semis se font au cours du printeebps récolte s’effectue vers la fin de I'été
ou le début de I'automne (aolt, septembre et cefolbrexiste plus de 20 000 cultivars de blé

et chague année des centaines de nouveaux cukiMatrsréés.

Il. Caractéristiques biologiques

Il. 1. Morphologie de la plante

Le blé est une plante herbacée annuelle appartariantlasse des Monocotylédones, a
'ordre des Cypérales et a la famille des Poacéemanfinées). Une des principales
caractéristiques morphologiques de l'appareil \eftifétdu blé est la présence de feuilles
alternes. Les tiges appelées « chaumes » sontibles tannelés regroupant un ensemble de
faisceaux conducteurs. Les feuilles émergent des @ux niveaux des nceuds et s’allongent
en un limbe constitué de nervures paralleles. Atdémité des chaumes se distingue un épi
constitué de deux rangées d’épillets sessiles latigsitués de part et d’autre de l'axe.
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Chaque épillet regroupe trois fleurs situées adieur de deux bractées appelées glumes, et
chaque fleur est entourée de deux glumelles. e {leigure 1) ayant pour particularité d’étre
cléistogame (le pollen est relaché avant que kesiées ne sortent de la fleur), et la plante
étant hermaphrodite, la fécondation s’effectue miajoement sous forme d’autofécondation.
Ce caractere a été conservé au cours des améliwatariétales. Le fruit est un caryopse,

fruit qui correspond a la fusion du tégument séingale la paroi du fruit. Le caryopse est

alors dénommeé le grain.

grains

¥

Figure 1: La fleur de I'épillet de blé
a: Vue d’ensemble de I'appareil reproducteur hehmagtite
b: Localisation des sacs polliniques - ¢: Ouvertliom sac et libération des grains de pollen

Source:"Biotechnology and Biological Sciences Researchri@dBBSRC)”
“Home-grown Cereals Authority (HGCA)”

[I. 2. Evolution du grain: germination etdéveloppement d’'une plante

Le grain, pour débuter un processus de germinati@tessite une hydratation
prégerminative. La germination débouche tout ddbsur la formation d’'une radicule
correspondant a une premiére petite racine, plé&reergence d’'un coléoptile correspondant
a I'ébauche de lI'organe aérien. Une premiere feaiiparait alors a I'extrémité du coléoptile.
L’axe portant le bourgeon terminal se différenaieuae tige souterraine, le rhizome, dont la
partie supérieure est a I'origine du plateau dagdal La levée est I'un des stades essentiels de
la culture du blé. Elle débute lorsque le limbe gesmieres feuilles émerge de la partie
souterraine. Le stade « 3 feuilles » (Figure 2¢jespond également a une étape importante
dans le développement de la plante. Les troislésuihdiquent la formation des bourgeons a

l'aisselle des feuilles, qui donneront naissande @ouvelles pousses. Le stade « 3 feuilles »
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est un stade clé qui va décider de la continuitdaderoissance. En effet, d’autres étapes
(Figure 2) seront induites suite a la formation blesrgeons telles que:

- le tallage (Figure 2d) caractérisé par I'appamitde tiges secondaires donnant a la
plante un port retombant;

- la montaison, caractérisée d’'une part par lelkd@pement de I'épi et, d’autre part par
I'apparition des derniéeres feuilles dont le rolepamordial dans le remplissage des grains;

- I'épiaison, correspondant a la sortie de I'émgrement dite. A ce stade, chaque fleur
peut donner un grain (Figure 2e, f, g, h);

- la floraison, terme indiquant le moment ou lésnénes sont visibles en dehors des
glumelles (Figure 2i);

- la formation du grain qui correspond a I'étajtene du cycle de développement. A ce
niveau, les grains vont accumuler des réservesngioa jusqu’a maturité de I'épi. L’épi mar

est doté d’'une couleur jaune doré qui indique quaadisson peut avoir lieu (Figure 2j, k, I).
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a- Germination b- Levée &rois feuilles

d- Début tallage e-Epialcm

h- Epiaison

oy ®

j- Béillement. k- Grain formé I-Epi & maturit

Figure 2: Les différents stades de développement du blé
Source blé hybride HYNC (onglet "le blé en général”)
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Les champignons responsables des maladies désignéesle nom d' « oidiums »
appartiennent a l'ordre des Erysiphales (famills Beysiphaceae) au sein de la classe des
Ascomyceétes (Bolay, 2005). L'existence de formesdcides impliquées dans la spécificité
d’héte permet de distinguer par exempBlameria graminid. sp.tritici chez le bléBlumeria
graminisf. sp.hordei(Bgh) chez I'orge eBlumeria graminid. sp.avenaechez 'avoine. De
plus, on peut observer pour I'oidium une spéc#iae type race-cultivar de plante, c’est a
dire qu’'un champignon ne se développe que sur lamepde génotype bien précis. Outre ce
double niveau de spécificité, I'oidium des céréades caractérise par son parasitisme
obligatoire: le développement du champignon nefexéie que sur une plante hote vivante
sans laquelle la germination avancée des sporestigtfises ne peut étre réalisée. L'oidium
est aussi un ectoparasite: lorsque le stimulusod&act entre la plante et le champignon a eu
lieu, le champignon émet des structures qui neéseldppent qu'a la surface des cellules

épidermiques de la plante.

|. Symptémes et cycle de développement du pathogene

L’oidium, est une maladie qui peut causer des dogesy@onsidérables. Les cultivars
de blé n'ont pas tous la méme sensibilité vis-ades cette maladie. Avec les variétés
sensibles, les pertes de rendement peuvent étréeslet atteignent jusqu’a 30 % (Bricefio-
Felix et al., 2008). L'oidium est une maladie facile a diagristr chez les céréales. Les
symptémes de cette maladie peuvent étre observésssieuilles, les tiges et les épis, mais ce
sont les feuilles qui sont le plus souvent attagué&idium est caractérisé par un cycle de
développement avec une phase sexuée et une plesgagFigure 3). Généralement, des
pustules blanches se développent, et produisenmasse de spores (conidies) donnant une
apparence poudreuse aux symptomes (Figure 4a)urAet 2@ mesure de leur croissance, les
pustules d’oidium foncent et prennent une couleisegou brune. La dissémination est due
aux conidies qui sont dispersées par un mode arfélaopA terme, des structures de
reproduction sexuée contenant des ascospores ,nt@ee<léistothéces (Figure 4b), sont
incorporées dans les pustules de l'oidium, génaete vers la fin de la saison. Les
ascospores produites servent a la contaminationd@ suivante, ces spores sont capables de
se conserver durant I'hiver. Le blé d’hiver a semaislif est particulierement sensible aux
attaques de 'oidium, notamment lorsque les cutgeedéveloppent rapidement au printemps.
L'utilisation de quantités importantes d’engraistézfavorise la maladie, et I'oidium peut étre
particulierement sévere dans les parcelles de dempisienses (Edmunds et Pottorff, 2012). Il

prive la plante d'une partie des éléments nutritifsgrade la cuticule de la feuille, diminue la
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photosynthése et entraine une augmentation de #piradon et des pertes en

eau (http://www.dowagro.com/).

emission des hausloria développement du
garmination et production /\ 4 @ - ——— mycelium a la
de mycélium j . /’—\{ surface de la feuilie
- développement de taches
e poudreuses sur les limbes et g

les gaines devenant grises a

ascosporss au
printemps
I1bérat|nn des
conidies

hivernage production de cléistothécas m

A sur le feutrage mycélien

reproduction
SERUEE

preduction d'un feutrage
gris-blane sur les &pis

Copuright 5. Chamont CIMRA2

Figure 3: Cycle biologique du champigndiumeria graminigesponsable de I'oidium des céréales.
Source (http://ephytia.inra.fr/)

II. Mécanisme d'’infection par Bgt

II. 1. La germination des conidies

Les conidies infectieuses (Figure 5) caractérissgde I'oidium ne germent pas en
général si elles sont encore attachées au conigiefgte la colonie mere. Cependant, dés que
les conidies adherent a la plante, un stimulus atgact est émis par chacun des deux
partenaires (Carveat al, 1996), et les conidies entrent ainsi rapidemantsde processus de
germination. Celle-ci débute par 'émergence duretvisible issu de la conidie (Greetral,
2002). Nicholsoret al., (1995) ont montré que les conidies non-germéesuaitnt un
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exsudat suite au contact avec la cuticule qui ingloirs la formation du tube germinatif. Ce
matériel extracellulaire fongique est impliqué ddiasihésion des conidies sur la surface
foliaire (Epstein et Nicholson, 1997). Paschokitial. (1992) ont analysé I'exsudat et ont
montré qu’il contenait une activité cutinase. DasplKunohet al. (1990) ont montré que la

dégradation de la cutine et la cuticule par cetuéasconidial rendait les feuilles des plantes

moins hydrophobes et donc plus sensibles a I'iidect

Il. 2. La formation du tube germinatif primaire (TG P)

Greenet al. (2002) ont étudié la formation du tube germingtifnaire (TGP), et ont
montré qu’il ne pouvait étre fonctionnel gu'au axttde la plante hoéte (Figure 5). C’est ce
stimulus de contact qui va permettre I'émergencendsecond tube qui s’allongera et
différenciera a son extremité I'appressorium. Lactmnnalité du TGP a été étudiée par
Nielsenet al. (2000) qui considerent que la conidie est capdelegercevoir des signaux
chimiques externes (monomeres de cutine) de laeplaite. Ces molécules seront dégradées
par des cutinases de I'exsudat conidial, ce quigiee a la formation d’un TGP fonctionnel.
Trois roles majeurs du TGP ont été démontrés:

- Le TGP participe activement a I'adhésion de tacttire fongique sur la surface hoéte
foliaire. L'adhésion s’effectue rapidement, c’eafite dans les deux heures qui suivent
I'infection (Yamaoka et Takeuchi, 1999);

- Le TGP permet lI'acces aux réserves de la plagttgarticulierement les réserves
hydriques (Carver et Bushnell, 1983);

- Le TGP est capable de reconnaitre les caratitirés hydrophobes de la surface de
contact. La conséquence principale et immédiateette reconnaissance est la mise en place
d’un signal intracellulaire via une protéine kinaseconduire a la différenciation d’un second
tube, le tube germinatif appressorial (TGA) (Careeral, 1996). Le signal intracellulaire
provient de I'absorption par le TGP des produitgldgradation de la cuticule de la plante via
des cutinases fongiques. L'initiation du TGA eshcddssue de la dégradation a I'extrémité du
TGP de la cuticule de la paroi végétale (Pryce-genal, 1999).

Il. 3. Le tube germinatif appressorial (TGA)

L’hydrophobicité du substrat, la présence de osdlel et de monoméres de cutine
augmentent la proportion de conidiesRlameria graminisdéveloppant un TGA (Figure 5).
Celui-ci développera par la suite un haustoriuncfiomnel (Carveret al, 1996 ; Franci®t

al., 1996). Afin d’établir I'infection,Blumeria graminisdégrade la cuticule et la paroi de la
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plante hote et pénétre alors la papille, connuencemne réponse de la plante a la pénétration
du champignon (Zeyeet al, 2002). Ainsi, la pénétration du TGA est un precssqui se fait
en deux temps (Belanget al, 2002):

- L’hydrolyse enzymatique permet au TGA de travelagraroi végétale;

- La pression effectuée par le TGA contre la papilemet 'accés aux réserves de la

cellule épidermique de la plante.

II. 4. L’haustorium
Aprés la pénétration de la paroi et de la pap#lgétale, le TGA repousse la membrane
plasmique de la cellule végétale et croit jusgorénér une structure d’absorption spécialisée
définie sous le terme d’haustorium ou sucoir (Féeghix. L’haustorium est constitué d’un corps
qui émet des digitations latérales servant a autgnémsurface de contact avec l'intérieur de
I'héte (Manners et Gay, 1983). Il est constituén@&unembrane plasmique, de cytoplasme et
d’une paroi. Il est uni-nucléé et est impliqué ddes fonctions bien précises comme:
- le transfert de nutriments au cours de l'intéoactblé-oidium, comme celui du
glucose du blé veBgt (Suttonet al, 1999; Manners et Gay, 1982).
- la reconnaissance de molécules « signal » petisj dont la nature reste encore a
déterminer (Heath et Skalamera, 1997).

Figure 4: Symptdmes et structures infectieuse8tlaneria graminid.sp.tritici
a: Symptomes foliaires; b: cleistotheces; c: pesifiectieuse vue de c6té; d: chaines de conidies
Source: (http://www.plantwise.org ; http://scarab.msuntana.edu)
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Figure 5: Evolution dans le temps de la morphogenése steltuteBlumeria graminidors de
I'infection

Source:Bothet al (2005)

lll. Conditions favorables au développement de la mladie
Le développement de l'oidium dépend davantage degditions de température que de celles
de 'humidité de lair.

» Température: La température minimale de germination des cesidist de 5-7°C et
s’accélere nettement a partir de 16-21°C (Consgi8). La gamme de températures
optimales pour le développement du champignon @sipase entre 22 et 28°C. A
25°C, les conidies germent en 5 heures, contreelifel a 13°C et 20 heures a 30°C,
et la durée d’incubation (temps qui sépare la geation des conidies de I'émission de
nouvelles conidies) est de 5 jours. Au dela de 408@lium ne se développe plus et
meurt au dela de 45°C.

» Humidité: Bien qu’elles n'aient pas besoin d’eau liquider(d de pluie) pour germer,
la germination des conidies est favorisée par degdygrométries (au dela de 70%
d’humidité relative): la production de conidies dsublée en 24 heures lorsque I'on
passe d’'une humidité relative de 30-40% a 100% €iGd1999). En revanche, les

13
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fortes pluies, probablement en lessivant les cesidit le mycélium, perturbent le

développement de I'oidium. Il semblerait cependprd les pluies estivales en région
méridionales favorisent le développement de la diald 'effet de ces pluies serait

indirect. Dans ces régions, les températures madggndépassent tres souvent les
températures de développement optimal de l'oidiumas pluies abaissent la

température de l'air & un niveau plus favorabledéueloppement du champignon

(Constant, 2008).

» Vent. en favorisant la dissémination des conidies ett@mpérant parfois les
températures estivales excessives, le vent esiateuir de propagation de la maladie.
Ceci est d’autant plus vrai pour les vents martmsrgés d’humidité. De plus, le vent
perturbe frequemment les pulvérisations ou les @Ewes de fongicides et diminue
donc la qualité de la protection (Roueetl.,2007).

IV. Moyens de lutte contre I'oidium

IV. 1. La lutte génétique

La résistance est un caractére majeur des schéaragliration variétale pour lutter
contre les maladies des cultures. Chez le blét é&blit une échelle de sensibilité—résistance
aBgt, qui s’échelonne entre 1 a 9 avec (1): sensiBi8)(assez sensible, (4-5): peu sensible,
(6-7): assez résistant, (8-9): résistant (Syngemtay.ccbenoist.fr). Par exemple, Orvantis est
un cultivar de blé assez sensible a I'oidium avez degré (5) de résistance et Lord est assez
résistant (7), sur une échelle de 1 a 9. Les eaulivésistants présentent des avantages
significatifs et contribuent fortement a réduiredigpendance aux fongicides. Pour une saison
donnée, le nombre d’applications de fongicides @énat réduit de la moitié ou d’un tiers, et
les doses utilisées peuvent étre réduites de 28 %.5L utilisation de cultivars résistants
permettrait de réduire les colts en économisargjujas20€/ha par rapport aux cultivars
sensibles. Cependant, I'utilisation de cultivasisténts ne résout pas tous les problémes et ne
constituent souvent qu’une solution temporaire aison de l|'adaptation génétique du
champignon. La durabilité des génes de résistaace avec le temps (Jorgensenal.,
2010). Bien que les génBsn (gene résistant a I'oidium) identifiés dans le eatl la relation
géne-pour-gene soient disponibles pour la sélecii®mnt tendance a étre non-durables, car
'agent pathogéne les contourne rapidement partimutanique du géne d'avirulender
correspondant au geRMcDonald et Linde, 2002).

Dans le cas de l'orge, il a été montré par Piffamtlal. (2002) que I'allele récessmlo

(Mildew resistance locus-0) assure une résistanogre I'oidium qui repose sur la perte de
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fonction chez la plante d’'un récepteur membrandéi&e,a la mort de quelques cellules autour
du site de pénétration du champignon et a la liroitade sa progression par I'apposition des
parois cellulaires (papilles). Chez le blé, la tiechypersensible (HR pour Hypersensitive
Response) est le résultat de I'expression de gémedsistanc®m qui permettent la mise en

place d’'une résistance totale conBgt (Das et Griffey, 1995). Le principe de la HR sera

présenté dans le chapitre « mécanismes de défenses

IV. 2. Mise en ceuvre des pratiques culturales

- Eviter les semis trop tardifs : Un semis tardif aura tendance a accentuer les
conséquences de la maladie. Plus le semis est, falus la floraison est décalée (fin
juin). Les plantes pendant la floraison sont paligcement favorables au
développement de I'oidium et a une attaque pliengive (temps couvert et humide)
(Seutin et Bods@2012).

- Eviter les cultures trés densesUn peuplement trop dense au printemps favorise le
maintien d'une humidité importante dans le couvesdgétal, ce qui est
incontestablement propice au développement despigaons. Une sur fertilisation
azotée, résultant en des feuilles plus vertes, plusssantes, favorise également

I'expansion de la maladie (Seutin et Bod3012).

IV. 3. La lutte chimique

La dépense moyenne de fongicide sur le blé tenétabdie en 2014 a 87€/ha par
rapport a 80€/ha en 2013 (http://www.arvalis-infigs.Actuellement, plusieurs familles de
fongicides sont utilisées contBe graminis (i) les inhbiteurs de la synthese des stérolS)1B
comme les triazoles; (ii) les inihibiteurs de lanth¢se des acides nucléiques spécifique
comme les 2-aminopyrimidines (iii) les strobilusneu « Quinone outside Inhibitors » (Qol)
qui inhibent le site d'oxydation du coenzyme Qésigur la face externe du cytochrome b de la
mitochondrie (iv) les phénoxyquinoléines (Bernar&®ameil, 2005). L'utilisation intensive et
systématique de fongicides pose des problemesosméamentaux: pollution des nappes
phréatiques et pollution aérienne, présence ddugslans les sols et les débris végétaux; elle
pose également des problemes de santé pour Bigilis des fongicides et pour le
consommateur. Par exemple : le Mancozebe (un foleggystémique appartenant a la famille
des carbamates) et I'éthylene thiourée sont cagéées (Oruc, 2010; Kumat al., 2013).

15



Le pathosystéme blé/oidium

Par ailleurs, leur colt est tres élevé et certpipguits présentent une toxicité aigué pour les
organismes non cibles (Leroux, 2004; Le Grusse2RODe plus, les agents pathogenes
peuvent devenir résistants a ces produits chimjaqueequi a entrainé I'arrét de I'utilisation de
certains fongicides (Pana al.,2006).

IV. 4. Les stimulateurs de défense des plantes

L’application de stimulateurs de défense des p&af8DP) constitue une alternative
potentielle pour protéger les cultures contre Igenés pathogenes (Benhamou et Picard
1999). Il s’agit de produits contenant des mati@@ss/es d’origine naturelle ou de synthése
destinés a induire les mécanismes de défense hesute la plante. L’emploi de certains de
ces produits est autorisé en tant que « stimukitées défenses naturelles » et peuvent étre
utilisés au champ contre différentes maladies.ekample, Vacciplant® (Goémar), dont la
matiere active est la laminarine, est autoriséredididium du blé http://www.vacciplant.fr/
Les SDP appartiennent a la classe des produitsoderttrole, qui représentent actuellement
5% du marché des produits phytosanitaires (wwvatafeagricole.fr). D’'une maniere
générale, ce type de produits ne semble pas peésel® risque de toxicité pour
'environnement http://www.vacciplant.fr/. Certaid®ntre eux ont montré au laboratoire une
efficacité de protection dans le cadre du pathésystblé-oidium, notamment le Milsana®
(Randouxet al., 2006), le lodus 40® (Renard-Merliet al., 2007), le trehalose (Reignaeit
al., 2001) et I'neptanoyl d’acide salicylique (HSA) dérive fonctionnel de I'AS.
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L'agent de biocontrble: les CMA

I. Généralités

La grande majorité des végétaux terrestres viveneteoite collaboration avec de
nombreux organismes du sol parmi lesquels exigsnthampignons mycorhiziens jouent un
réle primordial. L'étude de fossiles du Dévoniempésieur a révélé que les champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) et les plantes sdetvenus étroitement liés,
interdépendants, il y a de cela plus de 460 milidiannées (Redecket al., 2000). C'est
ainsi que les CMA ont directement contribué a Iétton du monde vivant, au
développement de la biodiversité, a la survie dgtaux et par conséquent a I'équilibre des
écosystemes actuels.

Ces champignons biotrophes obligatoires sont capaté coloniser prés de 90% des
plantes terrestres (Smith et Read, 2008) et s@#epts dans différents milieux tels que les
foréts boréales, tropicales et tempérées ainsil@gigoundras, les prairies et de nombreuses
terres cultivées (Read et Perez-Moreno, 2003) eGstinbiose mycorhizienne est observable
chez de nombreuses espéces végétales, qu'il €agiss mousses, des fougeres, des
gymnospermes et des angiospermes (monocotylédoukcallédone) (Brundrett, 2009).
Cette symbiose est d’ailleurs retrouvée chez dastgd cultivées a grande échelle, comme le
blé, le mais, le riz et le soja (Bonfante et Perd®95; Smith et Read, 2008; Gar@arrido
et al., 2000). Parmi les especes végétales formant pepasuce type d’association, nous
pouvons distinguer les plantes qui appartiennenk damilles des Brassicaceae,
Chenopodiaceaet Urticaceae,sans oublier le genteupinus une exception de la famille des

Fabaceaenhabituellement mycotrophe (Sumbetial.,2009).

II. Classification des champignons mycorhiziens a arbusles

Les études morphologigues et phylogénétiques enmnip de regrouper toutes les
especes mycorhiziennes a arbuscules dans le phylesn Gloméromycetes (Figure 6)
(SchiBler et al., 2001) et de distinguer quatre ordres: les Glommérdes Paragloméra, les
Archéosporales et les Diversispora (Oehlal., 2011; Redeckeet al., 2013). Parmi les
Gloméromyceétes, nous observons une grande divensitphologique, notamment au niveau
des spores dont la taille, la couleur et la format $res variables suivant les espéeces étudiées.
Aujourd’hui, on dénombre environ 18 genres comprerb0 especes. Cette estimation
pourrait s'avérer largement en dessous de laé&gqalilsque la taxonomie actuelle repose sur
des espéces isolées a partir de spores, alors egidedhniques moléculaires émergentes
permettent d’obtenir des séquences a partir degaadu du sol, donnant ainsi acces a des

espéces non-sporogénes ou difficilement détectéDleik et al.,2013).
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Figure 6: Classification des charrgnons mycorhiziens a arbuscules (Redeekat

. 2013)

l1l. Cycle de développement de la symbiose mycorhizienne arbuscira

Les CMA sont des biotrophes obligatoires incapatiiesompléter leur cycle de vie

maniére asymbiotique (Bonfaniet Biancioto, 1995). D’'aprés Requenet al. (2007),

I'établissement de la symbiose mycorhizienne a sobles débute par le contact entre

racine compatible avec les hyphes germinativesyses par les propagules du CMA (spc

asexuées ou racines déja myccées). Le cycle de développement des CMA se diwvis

cing stades:

Stade 1 : Germination des spores et émergencentyaglium primaire, ou promyceéliur

Stade 2 : Contact racinaire et développement dyphdpode
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Stade 3 : Pénétration du CMA dans la racine et mrisplace de la forme intraracinaire du
champignon. Le mycélium pénétre a I'intérieur dstégne racinaire, se renfle en vésicules
et forme des arbuscules.

Stade 4 : La mycorhize ainsi formée produit un agsextra-racinaire a partir duquel sont
différenciées de nouvelles spores.

Stade 5 : Apres leur maturation, ces spores sérdwtrigine du promycélium de départ
(stade 1).

Les CMA produisent un grand nombre de spores roadesoi épaisse, d'un diametre
de 50 & 100um contenant environ 2000 noyaux par spore (BécarBfeffer, 1993) et
stockant de grandes quantités d'éléments carbpriasipalement sous forme de lipides de
réserve (Sanchollet al.,2001).

La colonisation des racines par ces champignonsisaisérie de trois phases (Figure 9):

l1l. 1. Phase asymbiotigue: germination de la sporeet ramification de I'hyphe

germinative
Dans des conditions favorables, les spores peuyemer spontanément et produire

une hyphe germinative et quelques ramificationsmaiies sans stimulus exogeéne.
Lorsqu’aucun partenaire végétal est a proximite higphes germinatives se cloisonnent et le
cytoplasme se rétracte dans la spore (Reqetna., 2007). Les spores des CMA sont
capables de germer et d’entrer a nouveau en doemd@maombreuses fois si des signaux
racinaires ne sont pas percus (Koske, 1981). Dans ks cas, I'essentiel des réserves

énergétiques des spores initiales est conservé.

I1l. 2. Phase pré-symbiotique: Le dialogue entre ua plante et un champignon

mycorhizien
Avant le premier contact physique, les deux paitesade la symbiose émettent des

signaux dans le sol qui leur permettent d'étrermés de leur présence respective. Un certain
nombre de genes impliqués dans I'établissemerd dgrhbiose seront alors activés (Bonfante
et Genre, 2010).

1. Signaux émis par les végétaux

Les plantes produisent des exsudats racinairesblespade stimuler la germination,

d’'induire une ramification des hyphes et de modifiactivité métaboligue du CMA
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(Giovannetti et al., 1998; Buéeet al., 2000; Nagahashi et Douds, 2000). Dénommées
«branching factors, ces molécules ont été identifiées comme étasitstiggolactones, un
dérivé des apocaroténoides, résultant d'un cliexgdatif de caroténoides (Buéeal.,2000;
Akiyama et al., 2005; Besseregt al., 2006; 2007; Besseret al., 2009). Les strigolactones
provoquent chez le champignon l'oxydation des acigeas et la production d’ATP, ces
réponses étant dépendantes d’une NADH déshydrog@&haldune oxydase alternative dans la
chaine respiratoire (Bessertral.,2008, 2009).

En plus des strigolactones, d'autres moléculegtintiécrites comme potentiellement
percues par les CMA, méme si leur role reste enaodé&finir. Différents flavonoides ou
polyamines ont montré un effet sur la germinaties dpores ou la ramification des hyphes,
toutefois leurs effets sur I'établissement de lalsgse sont contrastés, montrant des effets
positifs dans certains cas et des effets négadifs dl’'autres cas (Steinkellnetr al, 2007,
Scervinoet al, 2007; Hassan et Mathesius, 2012; Chetng.,2012).

2. Signaux émis par le CMA

De méme que pour les signaux «Nod factors» émislggiRhizobiums, les CMA
produisent des molécules diffuses qui leur permettéétre reconnus par les plantes. Ces
molécules appelées « Myc factors » induisent Natidbn de genes chez la plante héte relatifs
a I'établissement de la symbiose (revue de Paszkp®806; Bonfante et Requena, 2011).
Parmi ces molécules sécrétées par le champignors Myc-LCO (LCO:
lipochitooligosaccharides) ont été récemment de&sritcomme jouant un réle dans la
préparation de la plante a la colonisation mycaéehize arbusculaire (Mailledt al., 2011).
Ces composes favorisent la mycorhization des paltesqu’ils sont ajoutés de maniere
exogene, et induisent également la formation dmeadatéerales (Maille¢t al., 2011). Une
fois ces premiers signaux échangeés, les deux pamenmettent en place une régulation

génique propre a I'établissement de la symbiose.

I1l. 3. Phase symbiotique : colonisation des races de I'hbte

Le champignon forme une structure renflée au cbntde I'épiderme appelée
hyphopode. Les cellules végétales réorganisent dgtosquelette et forment un systeme
membranaire de pré-pénétration (PPA) pour (« pepatiion apparatus »), qui va permettre
au champignon d’entrer dans la racine et d’atteirldrzone corticale de la racine pour y
développer des structures hyper-ramifiees appedéasscules (Figure 7), lieu d’échanges

entre les partenaires (Gematal., 2005, 2008). Ces structures (Figure 8) sont eaasud’'une
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membrane plasmique péri-arbusculaire séparant dnplynon du cytoplasme végétal et
assurant les échanges entre le champignon etrgepigace a des transporteurs spécifiques
(Paszkowski, 2006; Bonfante et Genre, 2010). Lbssanules ont une durée de vie limitée
estimée en moyenne a 8,5 jours (Jatal.,2007a). Actifs pendant 4 a 5 jours (Taylor, 2010;
Kobae et Hata, 2010), les arbuscules entrent ensmtsénescence et sont complétement
éliminées de la cellule végétale qui retrouve st iditial (Javotet al., 2007a). Un grand
nombre d’especes de CMA, comnie irregularis produisent également des vésicules
(Figure 7) qui sont des structures de réservedidjpes localisées a l'intérieur des cellules
racinaires ou au niveau de I'apoplasme (Smith edR2008).

De maniere concomitante au développement dansdme;, le champignon va se
développer dans le sol. Le mycélium extra-racinaigrganise en un réseau trés dense
d’hyphes, qui peut former jusqu'a plusieurs méttés/phes par cthde sol (Milleret al.,
1995). Ces structures vont puiser eau et sels mirguuis les transporter vers la racine. C'est
aussi a ce moment-la que le champignon va formenaleselles spores, structures de

reproduction et de dissémination des CMA, comptéarsi son cycle de vie.
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Figure 7: Structures intra et extraracinaires du champigngecomhizien arbusculaire
(www.heartspring.nét
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Figure 8: Schéma d’'une cellule corticale contenant un arbdasdChaque ramification fongique
l'intérieur de la cellle végétale est entourée par une membran-arbusculaire dérivée de la plal
(PAM). Elle exclut le champignon du cytoplasme wagéL'interface apoplasmique entre
membrane plasmique du champignon et la PAM estl@épg®space pé-arbusculaire (AS), qui
comprend a la fois le matériel de la paroi celleldongique et végétale (Parniske, 2(
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IV. Impact des pratiques agricoles sur les CMA
IV. 1. Labours
Les labours font partie des pratiques agricoles emmbs et peuvent modifier les
propriétés physiques, chimiques et biologiquesaluRusieurs études ont montré que
la perturbation du sol du fait du labourage engapar exemple une réduction de la
colonisation des CMA. De plus, les hyphes extrai@oes des CMA produisent de la
glomaline, une glycoprotéine, qui permet de stadilila structure physique du sol
(Rillig, 2004). Les labours auraient donc une deutnséquence, dune part la rupture
de la strucure physique du sol et d’autre partecelli réseau extramatriciel des
champignons qui, en étant rompu peut s’avérer meffisace pour I'absorption du
phosphore mais aussi pour coloniser d’autres raqiDeudset al, 1995; Kabir 2005).
Cependant McGonigle et Millet (2000) ont montré tpreque I'inoculum est dense, le
labourage n’avait pas d’'impact sur la colonisatidne diminution des labours a montré
une augmentation de la colonisation mycorhizienneeel’apport en nutriment (revue
de Goslinget al, 2006).

IV. 2. Rotation des cultures
Les sols agricoles, étant souvent cultivés parasude culture, ceux-ci présentent une

faible diversité en CMA comprarés a des sols nitifMenéndezt al.,2001; revue de
Golsinget al, 2006). La rotation des cultures apparait alorerme un bon moyen pour
conserver la diversité fongique indigéne des sgiales (Doudst al, 1993; Hamel,
1996). Cette diversité pourrait rendre les cultakess plus tolérantes aux stress (Ellis
et al, 1992). L’'autre avantage de la rotation est ges plantes différentes ont des
besoins différents en éléments minéraux. Cela pgeatoes au sol de ne pas s’appauvrir.
Cepenant, le choix des especes cultivées eshpsrtiant car la culture d’une plante ne
formant pas de symbiose mycorhizienne arbuscufete avoir des effets négatifs sur
la population des CMA. Celle-ci réduit la quantii spores et par la méme les chances
de colonisation des plantes (Hamel, 1996; Duponabial., 2001; Plenchettet al.,
2004).

IV. 3. Ferilisation
L’apport de fertilisants minéraux solubles augmenttantanément l'offre du sol en

éléments biodisponibles pour les cultures. De ti@sbreuses études ont montré que
dans ces conditions, le réle de la symbiose myziee est fortement réduit voire
supprimé. L'augmentation de la concentration erieagben phosphore dans la solution
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du sol accroit la synthese protéique et la syntldesecomposés phosphorylés par les
plantes, ce qui entraine une diminution de la teeausucres solubles dans les racines.
Or, cette teneur détermine les possibilités deitranrde I'association et le taux de
colonisation mycorhizienne (Le Tacon et al. 1999r contre, les engrais qui liberent
tres lentement les nutriments, comme les engraferdee (fumier, compost, résidus de
culture, bois raméaux fragmentés) ne semblent yais deffets négatifs sur les CMA,
et peuvent méme les stimuler (revue de Goslingl.e2Q06). Seuls les systemes de
culture a faible niveau d’intrant ou ceux qui n'amicours qu’'a tres peu d’engrais
minéraux solubles, comme en agriculture biologigsemblent priori stimuler la
symbiose a CMA (Wani et al. 1991). L'effet des CM#ér la nutrition des plantes reste

d’ailleurs relativement contradictoire (revue des@m et al. 2006).

IV. 4. Génétique et génotype
La création d’hybrides a permis d'obtenir de noleslvariétés végétales. On

sélectionne des espéeces pouvant se développeresiséur des sols pauvres. Les CMA
perdent ainsi I'un de leur preincipaux réles. LEston de nouvelles lignées de blé a
montré que celle-ci avaient perdu certains genké&srau mutualisme. lls semblent
moins dépendre de la mycorhization que des ligmdes anciennes (Hetrickt al.,

1992). Dans un but de développemnt durable le emoésnt de plantes pour obtenir de
meilleures symbioses afin d’améliorer I'apport enriments et en eau pourraient étre

envisagées (Meynard et jeuffroy 2002; Rengel 2002).

IV. 5. Pesticides
Les produits phytosanitaires ou pesticides utilesgésgriculture ont pour but de limiter

le développement d’organismes pouvant affecter dedtures. Cependant des
organismes non-cibles tels que sont les CMA peuggrtaffectés par de ces produits
(Jalali et Sharma 1993, Caloneeé al, 2010, 2012; Campagnat al, 2008; 2009,
2010). De nombreuses études menées sur diversigestiet CMA ont montré des
résultats assez contradictoires. Certains autentrpw metter en évidance des effets
néfastes que les fongicides inhibiteurs de la da@ebiosynthese pouvaient engendrer
(Dodd et Jeffries 1989; Kjoller et Rosendahl 200®¢hweiger et al, 2001).
L’application du chlorothalonil sur du riDfyza sativa a montré une diminution de la
colonisation racinaire paBlomus mosseaainsi qu'une biomasse inférieure pour les
plantes mycorhizées comparées aux non-mycorhizdem@et al, 2006). Calonnet

al. (2011) ont montré que le propiconazole, un fadgicSBI (Sterol Biosynthesis
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Inhibitor) a des effets secondaires sur les deutepaires de la symbiose : R. irregularis
et les racines de chicorée transformées. Le propime a provoqué une réduction de
la longueur de racine de chicorée et leur épammsisat. Ces changements
morphologiques sont liés a une diminution de laetenen sterol en affectant sa

biosynthese dans les racines.

D’autres auteurs ont aussi montré que les fongicpumuvaient ne pas avoir d’effets
(von Altenet al, 1993; Schweiger et Jakobsen 1998; Schweiger)2@0Dinverse de
certains cas, les fongicieds peuvent stimuler largsation, I'absorption des éléments

nutritifs notament lorsque les doses sont rédiBesrows et Ahmed 2007).

V. Les mécanismes de défense induits par le champan mycorhizien arbusculaire

Certains événements similaires a ceux déclenchés des interactions plante-
pathogene, ont également été identifiés lors dellissement de la symbiose mycorhizienne
arbusculaire. Ces événements comprennent la penceit CMA, la transduction du signal
et l'activation des génes de défense chez la plagte. Ces mécanismes de défenses
augmentent généralement de maniere transitoiralfgtablissement de la symbiose, ce qui
semble indiquer I'existence de mécanismes de m@ttodles chez les plantes mycorhizées
(Kapulnik et al., 1996; Pozcet al., 1998; Garcia-Garrido et Ocampo, 2002; Zamioudis et
Pieterse, 2012).

V. 1. Inductions des réactions de défense des ptas pendant les premiers stades de la
mycorhization.

Les CMA sécretent des éliciteurs, pour la chitsgsceptibles d’induire des réactions
de défense chez la plante gu'ils colonisent (Satzdoller, 2000). Lors de la mise en place
de la symbiose mycorhizienne, une augmentatiorsitare des formes actives de I'oxygene
(FAO) (également appelés ERO pour Especes Réadwé©xygene), tel que 1D,, a été
observée dans les racines (Fester et Hause, 2a0fr&t al., 1999). Les FAO sont décrites
pour jouer un rble trés précoce dans la défenda signalisation lors de la pénétration
d'agents pathogenes ou de bactéries symbiotiquesy(€ al., 2006; O’'Brienet al., 2012).
En outre, des nécroses ou une mort cellulaire sbaérvées lors de la pénétration @e
margarita dans les racines ddedicago sativgDoudset al., 1998). Certains CMA peuvent
déclencher une réaction d'hypersensibilité-likeldAkt al., 1989) qui se caractérise par un

dépot de callose, une production de protéines RRde composés phénoliques (Gollate
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al., 1993). Par ailleurs, une augmentation des actiyigkoxydase et catalase concomitantes a
la formation de l'appressorium a été décrite cheztdbac (Blilouet al., 2000a). Une
accumulation transitoire d’acide salicylique (ASraht les premiers stades de l'inoculation a
eégalement été observée dans linteraction entre let F. mosseadBlilou et al., 2000b).
Dans ce cas, I'accumulation de I'AS est égalememélge avec une sur-expression des géenes
codant pour les LTP (Lipid transfer protein) eptenylalanine ammonia-lyase (PAL) (Blilou
et al.,2000b).

V. 2. Réactions de défense dans les cellules vétgsaontenant des arbuscules

Lorsque I'établissement de la symbiose est plun@ales réactions de défenses des
plantes semblent plus marquées et localisées palecnent dans les cellules corticales qui
contiennent les structures fongiques telles queatesiscules (Garcia-Garrido et Ocampo,
2002). Dans ces cellules, une expression locatieégénes codant pour des glycoprotéines
riches en hydroxyprolines (HRGP) (Balestreti al., 1997; Blee et Anderson, 2000), les
enzymes impliquées dans la voie des phénylpropaso(@AL et chalcone isomerase)
(Volpin et al., 1994, 1995; Harrison et Dixon, 1993, 1994), celiepliquées dans le
métabolisme des FAO (catalase et peroxydase) @leenderson, 2000) et des hydrolases
(Lambais et Mehdy, 1993, 1998; Blee et Anderso®6i®avidet al., 1998; Salzeet al.,
2000) a ete observée. Blee et Anderson (2000) selgiggue les catalase et peroxydase jouent
un réle dans le catabolisme de J®} et/ou dans des réactions entre les protéinesset le
polysaccharides dans l'interface entre les arbascell la membrane plasmique de la cellule
végétale.

Une surexpression de genes codant pour des cleisirg$-1,3-glucanases a également
été observée au niveau des cellules corticalegant des arbuscules chez diverses especes
végétales RPhaseolus vulgarid.., Nicotiana tabacumMedicago truncatulp (Lambais et
Mehdy, 1993, 1998; Blee et Anderson, 1996; Daatical., 1998; Salzeet al., 2000). Ces
inductions suggéreraient un rbéle de ces enzymes agontrole de la colonisation de la
plante par le champignon. Salzdral., (2000) suggerent que les genes de la chitinasnjou
un role dans la suppression des réactions de détissplantes dans les derniers stades de la

mycorhization.

Un des mécanismes pouvant intervenir dans l'attésrudes réactions de défense de la
plante lors de la symbiose mycorhizienne arbus@ylaerait la dégradation des éliciteurs

exogenes produits par les CMA et/ou l'arrét dedéarhtion d’éliciteurs endogéenes issus de la
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dégradation de la paroi cellulaire des plantes.Hyekolases végétales vont avoir pour réle la
dégradation des exoéliciteurs d'origine fongiquesrs que les hydrolases fongiques

interviennent en hydrolysant les composants dadai gellulaire des plantes.

V. 3. Régulation des réactions de défense chez pgantes au cours de la symbiose

mycorhizienne arbusculaire par des altérations deal voie de transduction du signal

Un autre des mécanismes intervenant dans l'atté@mudée la réaction de défense chez
la plante pourrait étre le blocage de composanésvienant dans la voie de transduction de
signaux. Parmi ces composants, I'AS et les FAO swomisidérés comme des messagers
secondaires lors de l'association mycorhiziennausgblaire (Garcia-Garrido et Ocampo,
2002). Au cours de la colonisation mycorhiziennacdumulation d’HO, montré par la
coloration du DAB augmente dans les cellules andases (Salzeret al., 1999),
parallelement a une modification du niveau d’atéid’enzymes anti-oxydantes comme les
activités peroxydases ou catalase (Blileti al., 2000a; Lambais, 2000). Ces résultats
suggerent des modifications du métabolisme des &A©ours de la colonisation. Ainsi une
modification de la régulation des activités percagel et catalase a été montrée chez le haricot
et le blé colonisé paR. irregularis (Blee et Anderson, 2000). Par ailleurs, une supe®
dismutase (SOD) fonctionnelle exprimée dés lesestadécoces d'infection a été caractérisée
chez Gigaspora margarita (Lanfrancoet al., 2005). Cette enzyme, dégradant les FAO en

particulier 'HO,, participerait a la résistance du champignonders bursts » oxydatifs.

V. 4. Régulation des réactions de défense des plestpar des hormones et des

nutriments pendant la mycorhization

Des régulations hormonales et nutritionnelles dastps peuvent générer des signaux
cellulaires en modifiant les réactions de déferséadplante pendant le développement de la
symbiose mycorhizienne (Garcia-Garrido et Ocamp02® Dans le cas de l'interaction avec
le CMA, il est admis qu'il existe une corrélatimveérse entre la colonisation des racines avec
le CMA et les niveaux de I'éthylene et I'AS (Blilaai al., 1999; Herrera-Medinat al.,2007;
Riedelet al.,2008). L’acide jasmonique (AJ) et ses dérivesgati@ment recu une attention
particuliere car ils sont connus pour jouer un migeur dans la symbiose mycorhizienne a
arbuscules. Toutefois, les données expérimentabed se€s controversées (Gutjahr et
Paszkowski, 2009; Hause et Schaarschmidt, 200%) .neaux €levés d’AJ chez les plantes
mycorhizées par rapport aux témoins ont été déchiez la luzerne (Hauset al., 2002;
Meixneret al.,2005), la tomate, le soja et le mais (LOpez-Rded., 2010; Nairet al.,2015;
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Fernandezet al., 2014), alors qu'ils sont demeurés inchangés (icotiana attenuat
(Riedelet al.,2008). Ces régations hormonales pourraient dépendre de I'espgwgdue e
du partenaire végétal (Lop&Aezet al.,2010; Nairet al.,2015;Fernande et al.,2014). Par
ailleurs, une protéine SP7 sécrétéeR. irregulariset transférée dans la cellule végétale
le champignon interagirait avec le facteur de wapson ERF19 (un facteur de transcript|
induit enréponse aux applications d’éthylene, potentiellanmapliqué dans la régulation «
systeme immunitaire de plante) modulant ainsi baemodation du smbiote dans la racir
(Kloppholz et al., 2011). Une corrélation positive entre I'ABA et bBdtlissement de |
symbiose a été mise en évidence, 'ABA semble jouar réle important dans
développement des arbuscules et dans leur fonetnent (Herrer-Medinaet al.,2007). Un
schéma hypothétigue des mécanismes de régulatigigirds dans les réactions de défe
de la plante lors de I'établissement de la symbigeorhizienne arbusculaire a été prop

par GarciaGarrido et Ocampo (2002) (Figure 1
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Figure 10: Modéle hypothétique représentant les mécanismesgadéation impliqués danss
réactions de défense de la plante lors de I'étantient de la symbiose mycorhizienne arbusct
(Garcia-Garrido et Ocampo, 2002)
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V1. Bénéfices de la symbiose mycorhizienne a arbusdes

L'interaction mycorhizienne se caractérise paransfert bi-directionnel de nutriments.
En échange du carbone fourni par la plante, les Gi#liorent la nutrition hydrique et
minérale de la plante, notamment en phosphore eazete (Figure 11). Ces échanges
nutritionnels sont au centre de I'association myeggnne et agissent en tant que régulateurs
de la symbiose (Jakobsen, 1995; Fitter, 2006; Jetvat., 2007). En effet, pour éviter qu'un
partenaire prenne l'avantage sur l'autre, commestcle cas pour le parasitisme, une
régulation fine des échanges et de l'invasionidesd de la plante par le champignon est mise

en place (Kiergt al.,2011; Balzerguet al.,2011).

Figure 11 Processus d'échanges de nutriments [phosphqraz@®$ (N) et carbone (C)] dans
I'ensemble des symbioses mycorhiziennes (d'apréfaBie et Genre, 2010)

VI. 1. Bénéfices pour le CMA :

Les CMA recoivent de la plante des éléments cambassus de la photosynthése.
L’interaction représente donc un coQt pour le perite végétal. La part de photosynthétats
transférée au champignon est non négligeable pelgyeut atteindre jusqu'a 20 % du
carbone fixé lors de la photosynthese (Wrightal., 1998 ; Bagcet al., 2000). Celui-ci est
transporté jusqu'aux racines sous la forme de aameh et de monosaccharides comme le
glucose, le fructose et le mannose. Avant le tramsp travers la membrane plasmique
végeétale, le saccharose doit étre clivé par uneriase d’origine végétale induisant la
production de glucose et de fructose (Schaarschetidil., 2006). Les hexoses seraient
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ensuite transportés a travers la membrane plasmiggétale jusque l'interface symbiotique
via un transport passif (Schaarschmétal., 2007). Ces hexoses sont importés dans le
champignon a partir de I'apoplasme via des transpos fongiques spécifiques. Le premier
transporteur MST1 (monosaccharide transporter dntifié chezGeosyphon pyriformigst
localisé sur la membrane plasmique et permetgaitahsport des hexoses, préférentiellement
sous la forme de glucose et de mannose (Schéidr, 2006, 2007). Récemment, les travaux
de Helberet al. (2011) ont montré qu’un géne fongiguei$UC) possede également une
forte similarité avec la séquence d’un transportgersaccharose alors que celui-ci n’est
généralement pas considéré comme étant prélevéep@MA (Doidy et al., 2012). Par
ailleurs, un génd1ST2 hautement exprimé durant la symbiose et a pedtecté durant les
autres phases du cycle de développement du CMARheregularis pourrait étre impliqué
dans le prélevement de glucides d’origine végédtdtdberet al.,2011). Helbeet al. (2011)

ont également démontré que ce gene était exprimésaolement dans les arbuscules mais
également dans les hyphes intercellulaires, suggéree ces structures soient également le
site de prélevement des glucides. Les hexosesessuite convertis en tréhalose, glycogene
et lipides qui seront ensuite distribués dans &tgs extra-racinaires du CMA (Shachar-Hill
et al.,1995; Pfefferet al.,1999; Bageet al.,2000).

VI. 2. Bénéfices pour la plante
VI. 2. 1. Bénéfices trophiques

Le rdle majeur des CMA est I'amélioration des tiotns hydrique et minérale de la
plante. Le phosphore (Helgason et Fitter, 2005gEedannret al, 2010), I'azote (Tanaka et
Yano, 2005, Leigtet al., 2009) et d’autres cations essentiels tels quenie e cuivre, le
manganese et le fer (Liat al, 2000) sont prélevés dans le sol par les strustaxdra-
racinaires fongiques et transportés jusqu’aux excimle la plante. Il en résulte une
amélioration de la croissance des plantes mycahiggharifiet al.,2007; Shengt al.,2008;
Zuccarini et Okurozska, 2008).

VI. 2. 1. 1. La nutrition hydrique
Les CMA contribuent a la résistance des plantés écheresse (Augé, 2001; Ruiz-
Sanchezt al., 2010). Globalement, les mécanismes impliqués Bapsotection des plantes
mycorhizées face au stress hydrique seraient lidsseameilleure nutrition phosphatée qui
ameéliore la photosynthese et accroit la biomasda diante, mais aussi a un meilleur accés a
'eau du sol et au maintien de I'équilibre hydrigdens la plante (Augé, 2001). En effet,
I'acquisition de I'eau chez les CMA se fait d'unarppar simple diffusion a travers la
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membrane plasmique et d’autre part, plus efficacépmgace a I'implication d’aquaporines.
Une premiére aquaporine putative a été détectée Rhearregularis (GInAQP1) et son
expression est induite en réponse a la sécheresasestress froid (Arocat al., 2009). Deux
autres aquaporines fonctionnelles, GintAQPF1 etAQIRF2, induites dans la plante en
réponse a la sécheresse ont également été déédessment (Let al.,2013).

VI. 2. 1. 2. Le Phosphore (P)

L’amélioration de la nutrition phosphatée est cdéste comme |'avantage principal
apporté par la symbiose mycorhizienne a arbuscaieith et al., 2003). L’efficacité du
champignon a acquérir le phosphore tient a sa dapdiexploration du sol et & ses aptitudes
métaboliques. En effet, I'élongation des hyphesraesdcinaires augmente la surface
d’échange entre les minéraux du sol et la racinestl estimé que la longueur des hyphes
fongiques peut atteindre 81 & 111 m par cta sol (Milleret al., 1995). Ils peuvent ainsi
explorer des zones non accessibles pour les plafited’y prélever les éléments minéraux et
l'eau et les transférer a la plante hoéte (Marulaetlaal., 2003; Khalvatiet al., 2005;
Bolandnazaet al.,2007). D’autre part, le CMA posséde des phosphatakalines qui vont
cliver des substrats présents dans le sol et réageosphate accessible (Gianinazzi-Pearson
et Gianinazzi, 1978; Gianinazzi-Pearsiral.,1979; Liuet al.,2013). L'importation du P du
sol est effectuée par des transporteurs fortemgntineés dans les hyphes extra-racinaires
(Harrison et van Buuren, 1995; Maldonado-Mendetzal., 2001; Benedettet al.,2005). Le
phosphate est ensuite converti en polyphosphatiee(@net des milliers de molécules de
phosphate) qui est transporté vers les hyphes-riatinaires. Le polyphosphate est alors
hydrolysé, afin d’étre transporté dans la plante,notamment des transporteurs spécifiques
(Pumplinet al.,2012). Il existe une corrélation négative entredacentration de phosphate
dans le sol et le niveau de colonisation mycorhizéedes racines de la plante. Le phosphore
en exces agirait notamment en diminuant la formaties hyphopodes via un signal encore
non identifié (Balzerguet al.,2011). Lorsque le transporteur de phosphate vieggtaifique
de la symbiose est muté la colonisation est forterdaninuée (Maedat al., 2006; Javoet
al., 2007). A l'inverse, quand le transport de carbaleué au symbiote est diminué, le
champignon va accumuler le phosphate (Hanmehat.,2011).

Le phosphore est un élément indispensable a ldevia plante (Figure 12). Il favorise
la croissance de la plante et influe notammentlesurombre de feuilles et de tiges (Zafar
Ullah, 2003). Il participe également au développetmacinaire des plantes. (Marschner,
1995). Au niveau cellulaire, ce composé entre dansynthése de nombreuses molécules

telles que l'adénosine triphosphate (ATP) et lesldatides (unité de base des acides
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nucléique); des phospholipides membranaires; ceganzymes et co-enzymes (Marschner,
1995; Gaudet al.,2008; revue de Maathuis, 2009). Le phosphore ededgnt stocké dans
les vacuoles sous forme d’inositol-hexa-phosphatpel@ aussi les acides phytiques
(phytates) qui sont d’excellents chélateurs desmstels que le G4 Mg?*, K*, F&* et zrf*
(Mitsuhashiet al.,2005).

NN
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Figure 12 Principales structures cellulaires dans lesqgselée phosphore est incorporé chez les
plantes. Le phosphore est absorbé sous la formganigue: PG (Pi) grace & des transporteurs ayant
une forte affinité aux ions H Le Pi forme les pyrophosphates hautement éngrggsi(1) et les
liaisons esters (2). Les groupes phosphates forfeentomposants lipophiles de plusieurs lipides
membranaires (3). Le Pi dans les chloroplasteaéstssaire pour la photosynthése (4). Il passe dans
le chloroplaste en échange avec le glycéraldéhyalee3phate (¢°). Dans les tissus de stockage (5),
le Pi est séquestré dans les vacuoles de stockageratéines sous forme de phytate lié aux minéraux
(d’aprés Maathuis, 2009)

VI. 2. 1. 3. L'azote (N)

Comme le phosphore, I'azote est un composant pdat le CMA et la plante. Il entre
dans la formation des phospholipides, des coenzyshedes acides aminés. L'azote est
présent sous deux formes dans le sol: organiqueieérale (nitrites, nitrates et ions
ammonium). Le CMA est capable de prélever I'azatfgpentiellement sous forme d’ions
ammonium (NH") (Johansert al., 1996) mais également et dans une moindre mesuse so
la forme de nitrates (N (Bagoet al., 1996; Johansest al., 1996) ou d’acides aminés
(Hawkinset al.,2000; Lopez-Pedrosa al.,2006).

L’acquisition de l'azote nécessite l'activité dertsporteurs localisés au niveau de

I'interface sol/hyphes extra-racinaires du CMA. Reenes codant pour des transporteurs de
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haute-affinité aux ions NH ont été identifiés cheR. irregularis GintAMT1 et GintAMT2
(Lopez-Pedrosat al., 2006; Pérez-Tiendat al., 2011). GintAMT1 est préférentiellement
exprimé dans le mycélium extra-racinaire lorsquezdte est présent en faible quantité.
GIntAMT1 est plus faiblement exprimé dans les arbusculggésant que ce gene soit
impliqué dans I'acquisition de I'azote a partir milieu environnant. En revanch@ntAMT?2
serait impliqué dans la rétention et la récupénaties ions Nif pour les besoins des CMA
en N (Pérez-Tiendat al., 2011). Deux autres transporteurs putatifs de teit@nt été
identifiés, le premier semble davantage exprimés des structures intra-racinaires, tandis que
le second est exprimé dans tous les compartimentgdues (Tiaret al., 2010; Tisserangt

al., 2012). Afin d'étre assimilé via le cycle GS/GOGAgIutamine synthétase/glutamate
synthase), le nitrate doit étre converti en ammonpar des nitrites et nitrates réductases
(Marzluf, 1996).R. irregularis posseéde un nitrate réductase et deux nitrites téskes
exprimées dans les hyphes extra-racinaires. L'agstt&nsuite transporté vers la plante sous
forme d’arginine. Afin de transformer 'ammonium arginine, plusieurs enzymes entrent en
jeu: une glutamine synthetase (GS), dont 3 ontréteuvées cheR. irregularis et F.
mosseadBreuningeret al., 2004; Govindarajulet al., 2005; Tianet al, 2010; Tisseranét

al., 2012). L’arginine est ensuite hydrolysée par unginase donnant de l'urée et de
I'ornithine (Tian etal., 2010). L'urée serait ensuite retransformée en amumo par une
uréase (GIURE) alors que l'ornithine serait transi®e soit en glutamate par une ornithine
aminotransférase, soit en putrescine par une ameitdécarboxylase (Tiaet al., 2010;
Tisserantet al., 2012). Par ailleurs, un transporteur d’'ammoniurMA a été identifié chez
Lotus japonicusdans les cellules contenant les arbuscules (Buethal., 2009a,b) et la
régulation d’'un transporteur d’ammonium chdedicago truncatulanycorhizé a également
été demontrée (Gomet al.,2009).

VI. 2. 1. 4.Les oligo-éléments

Les oligo-€léments sont impligués dans de nombgeusetivités enzymatiques
intervenant notamment dans la photosynthése, (aragi®n oxydative, la protection contre
les radicaux libres ou encore la biosynthese gédels (Fradstro Da Silva et Williams, 2001).
Le CMA permet une meilleure absorption des oligen@énts peu mobiles dans les sols, tels
que le Cu, le Zn, le Fe, le Mn et le Co. En eftetux fois plus de Zn, Fe et Mn et trois fois
plus de Cu sont mesurés chez les plantes d'arachndeulées patlomus fasciculatum
(Krishna et Bagyaraj, 1984). Cette capacité a amgenda concentration du Zn, Cu et Fe dans

les parties aériennes de mais colonisé Rarirregularis par rapport aux plantes non-
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mycorhizées a également été observée quand ces-éfitnents étaient présents en faibles
quantités dans le sol (Let al.,2000).

VI. 2. 2. Autres bénéfices :

- Biostabilisation

Le réseau mycélien des CMA intervient sur la maggo@gation des constituants du
sol et donc sur sa stabilité (Tisdall, 1991). LgpHes libérent dans le sol la glomaline, une
glycoprotéine qui permet la formation des macroéaggts stables (Tisdall, 1994). Cette
stabilité du sol permet de lutter contre I'érosiomis aussi la perte de nutriments et de la
matiére organique par lixiviation des sols, ce parmet de maintenir une productivité

intéressante des sols cultivés (Schreiner et Betdiay, 1995).

- Biofertilisation

'y a un grand intérét a étudier et a utilises ICMA en agriculture en tant que
biofertilisants (Sadhana, 2014). Leur applicationgnde échelle permet de réduire
I'utilisation et la dépendance des fertilisants nulgues. Ceci est une conséquence de
'amélioration de la quantité des éléments minéralix sol assimilés par les plantes
mycorhizées, conduisant a une croissance accruyglatgss (Abbott et Robson, 1991a).

- Résistance aux stress
» abiotiques

La mycorhization permet aussi une meilleure tésite des plantes aux stress
abiotiques: secheresse, froid, salinité, polluborméme températures extrémes (Aretal.,
2007; Hildebrandet al.,2007; Bunret al.,2009; Debianet al.,2008; 2009; Lazcanet al.,
2014). Une meilleure croissance des plantes myoéekia été observée dans des conditions
de sécheresse, de salinité et sur des milieux mwomés par divers polluants (Auge, 2001;
Porcelet al., 2012; Ferrolet al., 2009) suggérant un effet protecteur de la mycatiun
contre les stress abiotiques. La tolérance destgdamycorhizées a ces différents stress
abiotiques serait attribuée a un ensemble de posegshysiologiques dont, une meilleure
nutrition minérale et hydrique conduisant a un haeil developpement de la plante (Augé,
2001). Il a été rapporté que la protection destpkpar la mycorhization contre le stress

salin, par exemple, résulterait d'une augmentagibou d'une meilleure sélection dans le
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prélevement des nutriments, de I'accumulation denposés osmoregulateurs, d'une
importante conductance stomatique, d'une augmentale ['activité photosynthétique ou
encore d'une limitation de la déshydratation deglés (Fenget al.,2002; Aroceet al.,2006;
Porcelet al., 2006). L'accumulation de Kpar les plantes mycorhizées aide, également, au
maintien d'un ratio K/Na élevé, prévenant ainsipkrturbation de nombreux processus
enzymatiques et I'inhibition de la synthése pratéign condition de stress salin (Poetedl.,
2012). De plus, une accumulation plus élevée denprade bétaine et de glucides solubles a
été décrite chez les plantes mycorhizées (Patcal, 2004). Ces molécules sont connues
pour protéger les structures subcellulaires, paintanir les activités enzymatiques et limiter
les dommages oxydatifs induits par les radicausediben condition de stress (Yolati al.,
2002).

Quant a la survie des plantes mycorhizées paCté& dans des milieux pollués, une
plus faible accumulation des polluants dans cestgdaou une diminution de leur transport
des racines vers les parties aériennes peuvend &odgine de cet effet protecteur. Il a été
démontré que les éléments traces métalliques, yamme, étaient séquestrés dans les
vacuoles et les parois fongiques, préservant &ssiissus veégeétaux. (Rivera-Becesilal.,
2002; Gonzalez-Guerreret al., 2008). Une accumulation des hydrocarbures aromediq
polycycliques dans les hyphes et les spores des @M€ également observée par Vesrtin
al. (2006).

D'une facon générale, i1l a été suggeré que ldisgm mycorhizienne arbusculaires
diminuerait les effets de divers stress abiotigquhex les plantes en atténuant le stress oxydant
par induction de systémes anti-oxydants enzymaiqgaperoxyde dismutase, ascorbate-
peroxydase, guaicol-peroxydase, catalase) et naymatiques (ascorbate et glutathion)
(Campagnacet al., 2010; Debianeet al., 2009; Ruiz-Sancheet al., 2010). Ces systemes
antioxydants permettent I'élimination des espééestives de I'oxygene géneres en condition
de stress et par conséquent, la protection dedeipmembranaires et de I'ADN contre les
dommages oxydatifs. Au niveau moléculaire, le ijdlge par les CMA consisterait en une
régulation de I'expression de certains genes chgiahte hote impliqués dans la tolérance

aux polluants et /ou dans la détoxification (Repettal.,2003; Rivera-Becerrit al.,2005).

» biotiques
Plusieurs travaux ont mis en évidence lintéréttitider les CMA comme agent de
biocontréle contre les agents phytopathogenes f&haet Adholeya 2000; Harrier and
Watson 2004; Whipps 2004; Mukerji et Ciancio, 200i@@bleau 1)
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Les plantes mycorhizées sont plus résistantes siephs agents pathogenes racinaires et
guelques agents pathogénes foliaires (Whipps, 206Z0et al.,2013). L'établissement de la
symbiose mycorhizienne arbusculaire entraine desngdgments remarquables dans la
physiologie de la plante hote. Ces changements dest modifications dans I'équilibre
hormonal et le profil transcriptionnel jusqu’aux diftcations au niveau des métabolismes
primaires (synthése des acides aminés et des agids$ et secondaires (modifications
synthese de flavonoides et I'apocarotenoids) (elaual.,2007; Liuet al.,2007; Schliemann

et al.,2008; Lopez-Raeet al.,2010).

Cette protection apportée par la colonisation myietgnne résulterait d'une combinaison
de:

» La stimulation de la croissance de la plante parmeilleure nutrition et la compensation
par la symbiose des dommages causés par I'agetupatiyogene (revue de Whipps, 2004;
Dalpé, 2005; revue de Poebal.,2013; Wehneet al.,2010).

» La compétition directe entre les CMA et les orgar@s phytopathogenes liées a la
disponibilité des nutriments, notamment des phaotthstats et des sites d'infection sur la
racine (Cordieret al., 1998; revue de Whipps, 2004; Dalpé, 2005; Petral., 2013;
Wehneret al.,2010).

» La transformation morphologique et architecturadela racine peut également freiner la
dynamique infectieuse du pathogene, bien que lavprel'une corrélation ne soit pas
toujours mise en évidence a ce jour (Tawaraya, 2@8e de Whipps, 2004; Dalpé, 2005;
Pozoet al.,2009; Wehneet al.,2010). De plus, les CMA induisent la formationrdeines
latérales plus épaisses (Matsubetral.,1995).

» La modification de la microflore et de 'augmerdatidu taux de matiere organique dans
les sols. La colonisation par le CMA peut conduireine évolution de la qualité et la
quantité des exsudats racinaires (Sood, 2003; dPefatal., 2008). Ces changements
peuvent stimuler la synthése de composés prodaitdapmicroflore ayant une activité
antagoniste vis-a-vis de certains pathogénes rieemBareaet al., 2005; revue de Dalpé,
2005; Pozeet al., 2009; Wehneet al., 2010; Badri et Vivanco 2009; Jureg al., 2012).
Les travaux de Siascet al. (2009) ont montré gu’une bactérie rhizosphériglie tque
Pseudomonas fluorescemmeut conférer une protection chez les plantesamatent
lorsqu’elles sont mycorhizées p&. irregularis contre Gaeumannomyces graminis,

I'agent causal du Piétin, en synthétisant un aotiifpiie, le 2,4-diacetylphloroglucinol.
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» L'induction ou la suppression de certains mécarssdeedéfense des plantes, notamment
les mécanismes enzymatiques (revue de Dalpé, Fa¥s et Azcon-Aguilar, 2007; Pozo
et al., 2009; Wehneet al., 2010). En effet, la protection par la mycorhizatmontre les
parasites racinaires a été associée a l'accumubigiphénols, de FAO, de phytoalexines et
l'induction de l'activité d'enzymes hydrolytiquesdlds que les chitinases et 1fsl,3-
glucanases dans les racines mycorhizées (Cartladr, 1998; Dumas-Gaudet al.,2000;
Pozoet al., 1999, 2002, 2009; Yaet al., 2003; Zhu et Yao, 2004, let al., 2006). La
protection conférée par l'association mycorhizierme plantes contre le nématode
Meloidogyne incognita été associée a l'expression d'un géne codantupeuchitinase,
VCH3 exprimé dans tout le systeme racinaire gt.ial., 2006). Enfin, I'accumulation de
protéines de défense, notamment des protéines PRimgilication des voies de
signalisation de I'AJ, de I'ET et de I'AS, connusup jouer un rbéle majeur dans la
régulation des mécanismes de défense des plame)lent étre a l'origine de ces
processus de protection (revue de Van Waesd.,2008).

Contrairement aux maladies racinaires, peu de wavat été menes sur la protection
conférée par les CMA sur les maladies foliairedest résultats sont moins concluants et
souvent contradictoires (revue de Pozo, 2013).ficafité de la protection induite par la
symbiose mycorhizienne semble étre fortement déperddu mode de vie du pathogéne
ciblé (biotrophie, hémibiotrophie ou nécrotrophiEpzo et Azcon-Aguilar, 2007; Jureg al.,
2012). Ainsi, les premieres études ont rapporté plus grande sensibilité des plantes
mychorizées aux virus (Gernes al., 2001; Whipps, 2004). En ce qui concerne les agents
pathogenes hémibiotrophes, la symbiose mycorhigienimduit pas toujours une protection
(Chandanieet al., 2006; Leeet al., 2005; Campos-Sorianet al., 2012). En revanche,
plusieurs études mettent en évidence l'effet preteale la symbiose mycorhiziénne contre
les pathogenes foliaires nécrotrophes (Fital., 2006; De la Novagt al.,2007; Pozeet al.,
2013).

Le tableau 1 répertorie les différentes étudesaporsur I'effet protecteur des CMA
contre les maladies racinaires, foliaires et lescanismes de défense potentiellement

impliqués.
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Tableau 1: Tableau récapitulatif de I'effet de la olonisation mycorhizienne a arbuscules sur (a) lesyents phytopathogénes racinaires et
(b) aériens. (nd): non défini, (+) : effet positive(-) : effet négative et (&) : Absence d’effet.

Nom de la
a- R . maladie
Agent pathogéne racinaire o
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
NETEREE Meloidogyne incognita
Macrophomina phaseolina
Radopholus similis
et
Pratylenchus coffeae
Xiphinema index
Maladie de la
Pyrenochaeta terrestris racine rose
(phoma)
Verticillium dahliae Verticilliose
Fusarium oxysporunf sp UEETSE
chrysanthemi
Fusarium oxysporurh sp. Ea o
. radicis-lycopersici
Champignon
Verticillium dahliae Verticilliose
Verticillium dahliae Verticilliose
Fusariumculmorum Fusariose
Gaeumannomyces graminis Piétin-
var. tritici échaudage

Plante hote

Trefle blanc
Trifolium repens

Papaya
Carica papaya

Vigne
Vitis amurensis

Pois de chiche
Cicersp.

Banane
Musasp.

Vigne
Vitis vinifera

Oignon
Allium cepa

Cotton
Gossypiunsp.

Carrotte
Daucus carota

Tomate
Lycopersicum
esculentum
Aubergine
(Solanum melongena)
Tomate
Lycopersicum
esculentum
Poivre
Capsicum annuum cv.
Piquillo
Orge
Hordeum vulgare
Orge
Hordeum vulgare

CMA

Glomus aggregatum
Rhizophagus irregularis
Funneliformis mosseae
Funneliformis mosseae

G. manihotis
Bacillussp

Glomus versiforme

Rhizophagus irregularis
Rhizobiunsp.
Pseudomonas striata

Rhizophagus irregularis

Rhizophagus irregularis

Glomus caledonium

Glomus fasciculatus

Rhizophagus irregularis

Rhizophagus irregularis

Funneliformis mosseae

Funneliformis mosseae
Rhizophagus irregularis
Glomus deserticola

Piriformospora indica

Funneliformis mosseae
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nd Habte, 1999

Jaizme-Vega

nd et al., 2006
Surexpression d’'un géne codant pour une chitinas Li et al., 2006
VCH3
nd Akhtaret
al.,2008
Elsenet al,
nd 2008
Surexpression des genes codant fiidr 1b, GST, Hao et al.,
PR1Q stilbene synthase 1 B-enolpyruvyl shikimate- 2012
3-phosphate synthase (Phénomeéne de priming)
nd Safir, 1968
nd Davis, 1979
Accumulation de transcrits de gnes condant pour d ERIENTIL,
> 1994
chitinases
nd Caron, 1986a
Karagiannidis
nd etal.,2002
nd Garmendieet
al., 2004
nd Walleret al,.
2005
Augmentation de I'AS-résistance indépendante NIEEEER 2!
al., 2007



Champignon

Chromiste

Bactérie

L'agent de biocontrdle: (CMA)

Suite tableau 1

Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani

Gaeumannomyces graminis

var. tritici

Thielaviopsis basicola

Rhizoctonia solani

Phytophthora.parasitica

Phytophthoraparasiticavar.

nicotianae

Phytophthora parasitica

Phytophthora parasitica

Ralstonia solanacearum

Rhizoctone
brun

Rhizoctone
brun

Piétin-
échaudage

Pourriture
noire

Rhizoctone
brun

Maladie du
pied noir

Maladie du
pied noir

Maladie du
pied noir

Maladie du
pied noir

Rhizoctone
brun

Haricot

Phaseolus vulgaris L.

Mai's
Zea mays

Orge
Hordeum vulgare

Pétunia
Petunia hybrida
Pomme de terre

Solanum tuberosun,
var. Unica

Tomate
Lycopersicum
esculentum

Tomate
Lycopersicon
esculentum
Tomate
Lycopersicon
esculentum

Tomate
Lycopersicon
esculentum
Tomate
Lycopersicum
esculentum

Funneliformis mosseae
Rhizophagus irregularis
Glomus clarum

Funneliformis mosseae

Funneliformis mosseae
Rhizophagus irregularis
Gigaspora rosea

Funneliformis mosseae
Rhizophagus irregularis
Pseudomonas 994180

Funneliformis mosseae

Funneliformis mosseaet
Rhizophagus irregularis

Funneliformis mosseae

Funneliformis mosseae
Rhizophagus irregularis

Funneliformis mosseae
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Production des composés phénoliques.

Augmentation des activités polyphenol oxidase 6t P. HBa e 2L

Défense physique au niveau de la paroi cellulaire i ll, Al
Priming
Surexpression des genes de déféiRBa, PAL AOSet
BX9 Songet al.,
Amélioration de la production de benzoxazinoides 2011
(composé chimique joue un réle dans la défense d
plantes)
Nd Castellanos-
Moraleset al.,
2012
Surexpression des genes de défense : endochiting Hayeket al.,
PR3, P450éductasephLOX2et CHIT1b 2014
Surexpression du geeRF3(éthyléne réponse factor, Velivelli et al.,
3) 2015
Epaississement de la paroi cellulaireapparition de
papilles Cordieret al.,
Accumulation de protéine codant pour PR-1a dans 1998a
parties racinaires (résistance systémique)
Augmentation de I'activité spécifique @el,3- Pozoet al.,
glucanase 1999
nd Vigo, 2000
Stimulation des activités enzymatiques: chitinase, Pozoet al.,
chitosinasep 1, 3 glucanase et superoxide dismutas 2002
Lignification au niveau de paroi cellulaire Tahat, 2012



Suite tableau 1
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La maladie du Feldmann,
Oidium begonia®utt. blanc Begonia hiemalis Glomus etunicatum nd 1998
Fusarium oxysporum EUSETTESE '
f.sp.lini Oidium H Rhizophagus irregularis nd D;giggagt
Oidium lini "
Pourri i LS Rhizophagus irregularis SETLIET,
Botrytis cinerea ourriture griseé | Njicotiana tabacunay. phag 9 nd 1999
Xanthinc
Erysiphe graminis. sp. . Orge n Gernns,
hordei. Oidium Hordeum vulgare Glomus etunicatum nd 2001
N . Concombre . . . Larsenet
Podosphaera xanthii Oidium Cucumis sativus Rhizophagus irregularis nd al., 2004
Colletotrichum Concombre 8 8 7 Accumulation de callose au site de pénétration ¢ Leeet al.,
Champignon orbiculare AUUIEEIES Cucumis sativus RPN =g pathogéne 2005
Tomate
Alternaria solani Alternariose Lycopersicon Rhizophagus irregularis nd Fritz, 2006
esculentum
L Campos-
. . Riz . . ) . anl\ng sorianoet
Magnaporthe oryzae Pyriculariose Orvza sativa Rhizophagus irregularis Surexpression des ger@sNPR1, OsNPR5, al. 2012
ry OsNPR10, OsJAmyb et OsMPKs, OsPBZ1, OsA|[ &'
Tomate Augmentation de cs tenurs de I'ABA reliée a la| Fiorilli et al
Botrytis cinerea Pourriture grise| Solanum lycopersicum Funneliformis mosseae protection ., 2011
cv.Moneymaker
Libération d’'HO, et accumulation d'AJ
) Soia L’échange de I'azote par le CMA et du carbone Li etal
Phytophthora sojae Pourriture Gl cinje max Rhizophagus irregularis partir de I'h6te a été accéléré, pendant l'infegtio 2013"
phytophthoénne Y conduisant a une amélioration I'état physiologiqu
de la plante en augementat la biomasse végéta
. . - . Alejo-
Phytophthora capsici | Pourritures du |_30|vron Glomus fasciculatum AEBIET) rgplqed 0 G NI 2E2 lturvide et
. Capsicum annuum activités POX et SOD
; poivron al.,2008
Chromiste —
Phytophthora infestans PRI €2 T Glomuss Accumulation des t:r::erﬂlrggen AS et sur-express Gallouet
P Mildiou Solanum tuberosum P: des genes PR P al., 2011
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Suite tableau 1

Phytoplasma
Bacterie Xanthomonas
campestris Pourriture noire
Mosaique du
Tobacco mosaic virus tabac
Virus
Tomato yellow leaf curl, Tomato yellow
Sardinia virus leaf curl
(TYLCSV) Sardinia virus

Lycopersicon

Funneliformis mosseae
esculentum

Rhizophagus irregularis
Gigaspora gigantea
G. versiforme

Luzerne
Medicago truncatula

Tabac
Nicotiana tabacuncv.

Xanthine Rhizophagus irregularis

Tomate
Solanum lycopersicum
cv. Moneymaker

Funneliformis mosseae
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Lingua et
al., 2002
Surexpression des génes (defense, stress) el |, et al,.
notamment, un géne codant pour une « Putativ, 2007
Defensin AMP1 protein » (TC101060) et « Cysteir
rich anti-fungal protein 2 » (TC98064)

nd

Shaulet al.,
nd 1999
Maffei et
nd al., 2014
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Les stratégies de défense des plantes

Résistance des plantes

l. 1. Résistance locale

Dans le cadre d’'une interaction héte-pathogéenkagent pathogene colonise la plante
et cause une maladie, I'interaction est dite corbfgatA l'inverse, lorsqu’il ne se développe
pas et ne cause pas de symptomes visibles, Hitten est dite incompatible.

I. 1. 1. Déterminisme d’une relation héte compatible

Lors des phases précoces de contact entre la paiagent pathogene fongique, le
développement du champignon et sa capacité a emfelad plante vont dépendre
considérablement des conditions environnementakdes que I'humidité extérieure, la
température et la lumiere. Il existe ensuite plusieétapes conditionnant la réussite de
I'infection: I'attachement des spores fongiquesgéamination de ces spores et la pénétration
des tissus végétaux par le parasite (Boulenetial., 2011). Pour coloniser la plante, le
champignon déploie des armes biochimiques tréstemrparmi lesquelles des enzymes
dégradant des parois comme des chitinases, dasetort des hormones. Cet arsenal est
impliqué dans la pouvoir pathogene, qui varie encfion du couple parasite/plante
(Boulenouaret al.,2011).

Apres la pénétration de I'agent phytopathogeneéets la paroi végétale ou wime
blessure, sa présence peut étre percue par laegeite a des motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMPs, pour Pathogen-Associate@ddialr Patterns) (Chisholmt al,
2006). La perception de ces motifs par la plantentaainer une réponse immunitaire de base
(PAMP-Triggered Immunity, PTI), qui peut bloguemizasion (Junget al, 2009). Afin de
contrecarrer la PTI ou d’échapper a celle-ci, leagresseur peut produire et libérer des
effecteurs lui permettant de poursuivre sa colaimsarendant la plante sensible. On parle
alors de sensibilité déclenchée par des effecteurs Effector-Triggered Susceptibility »
(ETS) (Liet al.,2013). L'identification de ces effecteurs, paresduels figurent des facteurs
de virulence, et la compréhension de leur modetidiaacans la suppression de la PTI, sont
des sources de connaissances importantes pouvééoppement de nouvelles approches de
la protection des plantes contre les maladies pai$qsensibilité a ces effecteurs constitue
désormais un critere potentiel d’amélioration Vaufe

La réponse de la plante a ce phénomene par undedexague de défense est
notamment décrite comme I'immunité déclenchée e éffecteurs (Effector-Trigered
Immunity, ETI) (Figure 13). L'immunité de type Epeut étre considérée comme une version
amplifiée de I'immunité PTI (Garcia-Brugget al, 2006). Elle conduit a la mise en place

d’'une interaction de type « incompatible » qui airnte une résistance a la maladie et, en
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général, une réponse de mort cellulaire hyperskEnglR: Hypersensitive Response) au
niveau du site d'infection (Jones et Dangl, 2006).

Les immunités induites (PTI ou ETI) activent unargte variété de défense passives,
limitant I'entrée ou la progression du pathogénesda plante, mais également des défenses
actives qui empéchent le développement du pathoggihe confinant au site de I'infection ou

provoquant sa mort.

PTI ETS ETI ETS ETI

Pathogen
effectors

¢
o~ PAMPS

Figure 13: Modéle en Zig-Zag illustrant les mécanismes dermgd mis en place contre les
agents pathogénes (d’aprés Jones et Dangl, 200B)Efector-Triggered- Immunity; ETS: Effector-
Triggered-Sensibility; PTI: PAMP-Triggered-ImmunityAMP: Pathogen Associated Molecular

Pattern; Avr-R: avirulence — resistant gene

l. 1. 2. La résistance locale acquise ou Localizédquired Resistance (LAR)

La LAR est caractérisée par une augmentation daésliatance des tissus adjacents au
site d’infection. La LAR est induite dans des tssains par les cellules en état de mort
cellulaire viala transmission des molécules signales comme II/AJ, et I'éthyléne (ET) se
met en place en marge de la zone de la HR (Jorigangj,, 2006). Une HR se traduisant par
une mort cellulaire programmeée intervient dans & d’une interaction plante/agent
pathogéne incompatible (Watanabe et Lam, 2006)s der la HR, la cellule libérerait des
signaux rendant les cellules adjacentes plus xé&scét activerait des réponses plus intenses et
plus rapides (Kombrinket al., 2001). La HR est souvent associée a des niveawé®lde

protéines PR pour pathogenesis-related proteirR(% Brotein), au renforcement des parois
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cellulaires et a la production de composés antwhiens, les phytoalexines (Hammond-
Kosack et Jones, 1996; Ryalsal., 1996; Cordelieet al.,2003). Cet état de résistance est
particulierement efficace pour contrer l'invasioa dertains agents pathogenes, notamment
les champignons biotrophes. En revanche en cafedion par des parasites nécrotrophes, la
HR ne serait pas efficace pour restreindre leuorisation (Cordelieret al., 2003;
Glazebrook, 2005).

l. 2. Résistances systémiques

Suite a la LAR, se met en place une résistanceivaaun systémique: la SAR pour
« Systemic Acquired Resistance » qui désigne wsistatice généralisée a la plante entiére,
induite a la suite d'une infection localisée paagent pathogéene.

l. 2. 1. La résistance systémique acquise (SAR)

La SAR peut protéger les différents organes destgdatelles que la tige, les feuilles et
les fleurs ou les fruits contre une attaque ultégepar un agent phytopathogene. Son activité
protectrice peut durer plusieurs semaines aprésemier contact entre la plante et I'agent
pathogene (van Looet al., 2006). L'établissement de la SAR fait intervenirvaie de
signalisation dépendante de I'AS (Pleit al.,, 2011), celui-ci s’accumulant au point
d’infection mais également dans les tissus nonctég a faible concentration (Durrant et
Dong, 2004). De plus, la mise en place de la SARassociée a une augmentation de
'expression des genes codant pour des protéinegidmse, telles que les protéines PR. La
SAR se trouve aussi dans les tissus éloignés du$itfection (Gaffneyet al., 1993), et est
contr6lée par le gendPR1 qui lors de l'activation par I'AS agit comme uo-a&ctivateur
transcriptionnel d'un grand nombre de genes cogant les protéines PR (Dong, 2004;
Pajerowska-Mukhtaet al.,2013; Pieterset al.,2012; Spoekt al., 2012; Vlotet al., 2009).
Dans les cellules non induites, NPR1 est séqudatnsé le cytoplasme comme un oligomere,
puis des changements induits par I'AS facilitentrlanomérisation de NPR1, qui va ensuite
migrer vers le noyau. NPR1 va ultérieurement pausotiver des facteurs de transcription
(TGA ou WRKY) qui iront se lier au promoteur desnge cibles (Pieterset al., 2014).
L’ajout exogene de BTH (acibenzolar-S-methyl-behiaatiazole), un composé de synthese
mimant la mise en place de la SAR, protege le btére I'oidium via I'induction des génes
codant pour la lipoxygénase et une protéine richsoeifre (Gorlactket al., 1996). De méme,

linduction de la SAR chez le blé par l'ajout deriegoline extraite de la bactérie
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Pseudomonas syringgav syringae,protege la plante contre I'oidium par induction reu

mort cellulaire (Waspet al.,2001) (Figure 14).

l. 2. 2. La résistance systémique induite (ISR)

L’ISR (Induced systemic resistance) est définie m@une résistance induite a distance
par des microorganismes bénéfiques de type batt@Pi@PR pour Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) ou Fongique (PGPF) (van Lebal.,2006; Shoresbkt al.,2010), susceptibles
de protéger la plante contre différents agentsquethes. Les PGPR incluent des bactéries
Grami commeBacillus subtiliset Bacillus pumilusou des bactéries GranPseudomonas
fluorescen®t Serratiasp. Pour les PGPF, les plus connus somtxysporumTrichoderma et
Piriformospora indica (Pieterseet al., 2014). Cette ISR a été observée chez de nombreuses
plantes malgré une séparation spatiale entre ltagaréfique localisé au niveau racinaire et le
site d’infection de I'agent pathogéne, localisénareau foliaire (Hofflancet al.,1995).

L’ISR fait également appel a I'expression des méraaes de défense de plantes. Ces
mécanismes seraient induits par les PGPR ou leRBR-mémes ou par des molécules
dérivées de ces organismes. L'utilisation de diveuants dArabidopsis thalianaa permis
de montrer que certaines souchesPddluorescensont capables de réduire les symptomes
des maladies, via des mécanismes dépendant desdmikAJ et de 'ET et généralement,
indépendant de la voie de I'AS (Van Loenal.,1998; Knoesteet al., 1999; Van der Engt
al., 2009 ; Pieterset al.,2014). Néanmoins d’autres travaux montrent qu&R’pourrait étre
dépendante de la voie de I'AS (De Meyer et Ho6fte97t De Meyeret al., 1999),
indépendante de ces 3 molécules signales @Rgil,2003) ou encore indépendante des voies
de I'AS, de I'AJ, tout en restant dépendante del IfRyu et al., 2004). Cette résistance
s’avere de plus dépendante du génotype végétallagent pathogene, mais aussi du
microorganisme inducteur (Leemanal.,1995; Van weest al.,1997).

De plus, 'ISR semble pouvoir induire une poteigetion systémique des défenses de la
plante, caractérisées lors d’'une infection ultésepar une augmentation de I'expression de
genes de défense mais aussi des renforcementsuaés @u niveau des feuilles (Verhagen
al., 2004) (Figure 14).
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Figure 14: Schéma des mécanismes impliqués dans la résisgsiéenique acquise (SAR) et la
résistance systémique induite (ISR) Chan, (2013)

l. 2. 3. La résistance induite par les champignonmsycorhiziens arbusculaires

CMA: la MIR pour Mycorrhizal Induced Resistance

La symbiose mycorhizienne arbusculaire implique demgements importants dans la
physiologie de la plante. Par conséquent, cettecad®n peut avoir un impact sur les
interactions plantes-microorganismes. De nombreégetes ont montré I'effet protecteur de
la colonisation par le CMA contre des bioagressainesz différentes plantes (revue dans
Whipps, 2004; Jungt al, 2012). La protection observée est liée a la raisglace d’'une

résistance induite par la mycorhize, appelée Migz@Ret Azcon-Aguilar 2007).

Les CMA sont capables de réduire les dommages sauase de nombreux agents
pathogenes du sol sur diverses plantes. Bien exiite quelques exemples de protection
contre les bactéries pathogenes, la plupart detegtae concentrent sur les champignons
oomycetes, en particulier, les genkassarium Rhizoctonia Verticillium, Phytophthoraet
Pythium (Whipps, 2004; Junget al.,, 2012). Cette MIR permet également de réduire

l'incidence des maladies causées par des némateuexhetet al., 1996; De La Pefiat al.,
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2006; Li et al., 2006; Elsenet al., 2008; Voset al.,, 2011; Haoet al.,, 2012). Les
expérimentations des systemes des racines separédsux compartiments (systersglit-
root) ont confirmé que la protection des plantes par meycorhizes pouvait aussi se
manifester dans les parties non-colonisées duragstacinaire, donc spatialement séparée du
site de contact entre la plante et le champignooonmyzien. L’'induction de cette résistance
systémique chez la plante est liée a la stimuladimméactions de défense de la plante, telles
gue l'accumulation des produits phénoliques, desiséssements de paroi cellulaire ou
'accumulation de protéines de défense PR1a (Coedial., 1998; Pozeet al., 2002; Zhu et
Yao, 2004; Khaosaaet al.,2007; Hacet al.,2012).

Concernant les maladies foliaires, plusieurs étamésévélé que cette relation entre les
agents pathogénes avec des modes de vie diffédedes CMA sont complexes. Dans le cas
des études menées sur des agents pathogenes lapi®s tels queColletotrichum
orbiculare chez le concombre colonisé pRhizophagus irregularigLee et al., 2005) ou
Funneliformis mosseag&handaniest al.,2006), etPhytophthora infestanshez la pomme de
terre colonisée paBlomussp (Gallouet al., 2011), I'impact des CMA varie d'aucun effet a
des réductions d’infections significatives. En a@ goncerne l'infection par des agents
pathogenes nécrotrophes tels daadrytis cinereaou Alternaria solanj il a été montré une
réduction de linfection par ces parasites dans mplasts de tomates mycorhizés gar
mosseaeou R. irregularis (Junget al., 2009; Fiorilli et al., 2011; Fritzet al., 2006). A
l'inverse, les travaux menés sur des agents bimomontrent une absence d’efficacité des
mycorhizes pour protéger la plante, voire une augation de I'expression des symptémes de
la maladie. Dugassat al. (1996) ont ainsi rapporté que linfection gaidium lini a été
augmentée sur la partie foliaire des plantes duwcditonisé parR. irregularis De méme,
Gernns (2001) a décrit que I'orge mycorhizée avkxmus etunicatunétait plus sensible a
Blumeria graminid. sp hordej alors que Larseet al.(2004) n‘ont pas observé de protection
contrePodosphaera xanthithez le concombre colonisé par le CNRAirregularis Un effet
protecteur a été observé sur les feuilles de cobmmmolonisés paR. irregularis et infecté
parC. orbiculare cette résistance serait liee a un dépot de eallossite de pénétration (Lee
et al.,2005). Lors de linteraction déledicago truncatulavec le champignon mycorrhizien
R. irregularis I'expression de nombreux genes impliqués danddéanses des plantes a éte
induite dans les tissus foliaires en comparais@t ales plantes non-mycorhizées, suggérant
une réponse systémique induite a partir de racleda plante (Liwet al.,2007). En outre, une

induction systémique de génes de régulation liégsdfense a été observée dans les feuilles
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de riz mycorhizées parallelement a un gain de ptiole contre l'agent pathogene
hémibiotropheMlagnaporthe oryza@Campos-Sorianet al.,2012).

Par ailleurs, la colonisation de la tomate par MACGlomus fasciculatunmduit une

protection contre l'agent pathogéne foliakkernaria alternata(Nair et al., 2015). Cette
protection a été associée a une accumulation dé &Aa une stimulation de I'activité
enzymatique de la LOX. Des racines mycorhizéedlddicago trunculateont été utilisées
pour étudier lactivité LOX. Ces travaux ont montgé’une activité 13-LOX apparait
supérieure a celle d’'une activité 9-LOX. Seuls pesduits dérivés de l'activité 13-LOX
conduisent a la formation des molécules signalesmm® I'’AJ et ses dérivés (Stumpeal,
2005). La MIR sensibilise les tissus végétaux lewant et de facon systémique a stimuler
plus rapidement et plus fortement les mécanismedétinse lors d’une infection ultérieure
avec un agent pathogéne. En absence d’infectiauynauinduction de réactions de défense
n’est observée chez la plante mycorhizée. Cet effietjualifié de potentialisation, paming
(Pieterseet al.,2009). Néanmoins, dans certaines études, I'efdadnycorhization seule est
capable d’induire des réactions de défense en tonslinon-infectieuses, réponses qui seront
ensuite largement stimulées au moment de linfacpar le pathogéene, on parlera alors
d’élicitation par le champignon mycorhizien (L&t al., 2007; Campos-Soriaret al., 2012).
La mise en place de cette MIR semble étre indépaadie I'AS et se distingue donc d’'une
SAR-like, mais serait plutét médiée par I'AJ (Caoreet al.,2014). Il a été montré par Jung
et al. (2009) que la MIR induite pdf. mossea&ontreB. cinereapourrait étre associée a un
priming régulée par des voies dépendantes de I'AJ, régualdécrite pour fonctionner avec le
méme mécanisme que I'ISR (Pozo et Azcon-Aguila®,720

Néanmoins pour certains auteurs, la mise en plackétht de résistance systémique
appelée « MIR » pourrait étre lié a un double efielditionnant I'effet direct de la symbiose
mycorhizienne a celui « indirect » de la colonatdu sol par des populations bactérienne
non-pathogéenes. En effet, Cameren al. (2013) suggereraient qu’une fois la symbiose
mycorhizienne installée au niveau des racines dadate, celle-ci stimulerait fortement le
développement de la microflore du sol au nivealadeone appelée « mycorhizosphére ».
L’installation de populations bactérienne bénéfgjpeurrait ensuite agir sur la plante en
induisant une ISR, préparant la plante a résidtey gfficacement a une future infection par
un pathogene). Akhtar et Siddiqui, (2008) ont mémithez le pois chich€icer arietinun)
inoculé par la combinaison d'un CMA, d’'une bactéralulante et d®seudomonas straita

une protection significative de la plante contretb@mpignon hemibiotrophdacrophomina
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phaseolina.Cette protection est plus importante chez lestptamoculées avec le mélange

des 3 organismes bénéfiques que chez les plamtegdées avec les traitements individuels.

Il. Les mécanismes de défense des plantes

Il. 1. Les mécanismes de défenses constitutives

Les plantes répondent aux agressions des agelhsgpates par des défenses variées.
Certaines d’entre elles sont constitutives (ou ipasy et d’autres sont induites, telles que
'accumulation de composés phénoliques ou de preseiPR. Les défenses passives se
caractérisent par des barrieres physiques (cutipalei cellulaire, cires épicuticulaires ...)
(Kauffmannet al.,2001) et des défenses chimiques (exsudats antibiars...) (Hammond-
Kosack et Jones, 1996; Wittstock et Gershenzor)200

> Les barrieres physiques
Lors d’une interaction plante/champignon pathogémehampignon doit franchir 1"
barriére, représentée par la cuticule. L'adhésies spores fongiques sur la cuticule et la
libération d’enzymes capables de dégrader les itoasts de la cuticule vont conditionner sa
capacité a pénétrer la plante. La paroi végétatstitae une seconde barriere, elle est
composeée de polymeéres polysaccharidiques, come®lidose, la pectine et 'hémicellulose.
Ces polymeres sont associés a des composés phé&soliyi vont former des complexes

structuraux importants pour la résistance desdigégétaux.

La cuticule et I'épaisseur de la paroi cellulaiomtvinfluer sur la capacité de la plante a
résister a la pénétration des agents pathogenggjtms. Au cours du développement du blé,
on distingue des sensibilités différentes a la pétién parPuccinia graminis agent de la
maladie de la rouille noire des tissus foliaires. ddampignon n’affecte que les plantules de
blé jeunes possédant une cuticule fine, le tubmigeatif produit par le champignon n’étant

pas capable de traverser la cuticule épaisse dile$cagées (Guest et Brown, 2001).

De plus, la cuticule, du fait de sa teneur en a@suticulaires importante, va limiter la
formation d’un film d’eau sur la surface de la feuiL’absence d’humidité sur ces tissus va

inhiber la germination de certains champignons gcaeBrown, 2001).

Il. 2 Mécanismes de défense induits

Dans le cadre d’'une ISR ou une SAR, les défensamsadestent au site d’infection par
le parasite. Les mécanismes décrits ci-apres pe@menretrouvés dans le cas des PTI, ETI,
ISR, SAR ou MIR.

49



Les stratégies de défense des plantes

L’'immunité de la plante implique également des deés typiques déclenchées par un
éliciteur. Le terme « é€liciteur » a pour originehyhologique le verbe anglai® elicit
(provoquer) et est associé a l'induction des dé&femsaturelles induites (ou actives) par un
microorganisme.

Les défenses induites qui se mettent en placed®iinteraction entre la plante et un
agent pathogéne (Jones et Dangl, 2006) sont le®qaances des trois étapes majeures:

1- reconnaissance/ perception de la présence Hogeate
2- transduction du signal de la reconnaissance
3- expression des genes de défense

La résistance de la plante est généralement dépendie nombreux facteurs,
impliquant sa réceptivité et la précocité de laen@a route des réactions de défense, vis-a-vis
de l'agent pathogéene. Les réactions sont diversengliquent différentes cascades de
transduction du signal, de signalisation interdaife, aboutissant a I'expression typique de
défense.

Il. 2. 1. La reconnaissance des agents pathogenes fes plantes

La reconnaissance des agents pathogenes par rgespfzeut provenir des molécules
sécrétées par le bioagresseur (PAMP). Ces motifs d® nature peptidique, lipidique ou
polysaccharidique. On distingue également les « dggaAssociated Molecular Patterns »
(DAMP), qui sont des molécules protéiques ou gligcids issues de la dégradation des parois
végetales par les enzymes de I'agent pathogenenétdss éliciteurs endogénes. PAMP et
DAMP sont reconnus par des récepteurs transmeniteandes Pathogenesis-Related
Receptors (PRR), comme les marqueurs d'une attaQaede reconnaissance induit des
réactions immunitaires innées dans le cadre demimité déclenchée par les PAMP ou PTI
(Mengiste, 2012; Nurnberger et Scheel, 2001).

II. 2. 2. Transduction du signal intracellulaire

Apres la phase de reconnaissance de l'agent patbpgies réactions rapides de
transduction du signal se mettent en place dansdisles de la plante agressée. Les flux
ioniques, les FAO, les MAPKSs, l'induction de phosfipases et la synthése de différentes
hormones végétales comme I'AS, I'AJ et 'ET parrapde. Ces réponses interviennent tout
d’abord au niveau intracellulaire puis ensuite seau intercellulaire (Garcia- Brugget al.,
2006; Kachroo et Kachroo, 2007).
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II. 2. 2. 1. Par des flux ioniques
En réponse a la perception d’un éliciteur, on olsem influx d'ions calcium Ca

(entrée d'ions dans la cellule) et de protorisaksi qu’'un efflux d’ions potassium “Ket
d’ions chlorure Cl(sorties d'ions de la cellule vers le milieu eg#léulaire). Les flux d’ions a
travers la membrane plasmique (influx de*Cat H et efflux de K et CI) et la
dépolarisation membranaire qui en découle ontdisiles premiéres minutes de l'interaction.
C’est la réponse la plus précoce a la reconnaissspeécifique d’'un agent pathogéne. De plus,
les ions C&', en particulier, ont un role essentiel dans laz@ds de signalisation puisqu'ils
permettent en partie I'activation des genes derdéfele la plante. En plus, il est important
pour le bon fonctionnement des protéines kinasesntgrviennent dans la phosphorylation/
déphosphorylation de diverses protéines (Lecour&ual., 2006). L'entrée de Gadans le
cytosol est nécessaire pour l'activation du stsgdant et de la mort cellulaire chéz

thaliana en réponse &. syringae(Grantet al., 2000; Bent, 2001; Lecouriewst al., 2006).

(Figure 15).
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Figure 15 Schéma représentant les flux ioniques dans laleelégétale en réponse a
l'infection (Jabset al.,1997)
II. 2. 2. 2. Production de Formes Actives de I'Oxygen€&AO)
Les FAO sont essentiellement représentées parotiasuperoxyde (9), le radical

hydroperoxyle (H@"), le radical hydroxyle (OHl et enfin le peroxyde d’hydrogene AB}).
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Ce dernier est la forme la plus stable et est ooglidans les défenses de la plante. Ces
molécules intermédiaires sont toxiques; elles téntid’étapes successives de la réduction de
'O, moléculaire (Kotchoni, 2004).

Chez les plantes, il existe plusieurs sources ddyation de FAO, incluant la NADPH
oxydase, les peroxydases apoplastiques, et lessauikydases localisées dans les
mitochondries, les chloroplastes et les peroxyso(Dewletovaet al, 2005). La NADPH
oxydase est un complexe enzymatigue membranairartgppnt a la classe des oxydo-
réductases. Une réaction d’oxydation du NADPH patibxygéne (@) va étre déclenchée, ce
qui produit du NADP, du H et de I'Q". Ces deux derniers réagiront pour former de,DH
Ce complexe enzymatique NADPH permet donc la sgetltie FAO. Lors de l'interaction
entre la plante et son environnement biotique,ccaBpOSES oxygénés vont s'accumuler et
participer au « burst oxydatif » (Mittlest al., 2004; Scandalios 2005) a l'origine d’autres
réactions de défense de la plante plus tardivessiAiH,O, est notamment impliqué dans le
renforcement des parois cellulaires (Melleeshal, 2002), la mise en place de la HR,
'induction de I'expression de génes de défensearfGet Loake, 2000) et est également
susceptible d’inhiber directement la germinatios dpores de nombreux agents pathogéenes
(Low et Merida, 1996; Lamb et Dixon, 1997).

Mellershet al (2002) ont démontré que la production rapideoetlisée d'HO, est
'une des premieres réactions de défense détestahleniveau cytologique face a la
pénétration de la cellule végétale par difféeregisnés pathogenes fongiques. Néanmoins, lors
de l'interaction du blé aveluccinia reconditd. sp.tritici, une différence dans la cinétique
de production kO, est relevée entre des variétés de blé résistanteensibles (Qeét al,
2008). La synthése di¥@, est bi-phasique (avec un premier pic importanty Id’'une
interaction de type «incompatible » et monophasidars d'une interaction de type

« compatible »

Il. 2. 2. 3. Modifications de la phosphorylation de protéines

Les MAP-kinases (pour mitogen-activated proteinake) sont des kinases qui
catalysent la phosphorylation des protéines. Legesvale signalisation MAP kinases
impliquent une série de kinases qui s’activent ascade: la MAP kinase est activée par une
MAP kinase-kinase, elle-méme activée par une MAR$e-kinase-kinase. Des cascades de
signalisation faisant intervenir des MAPKs sontrmoes pour étre activées rapidement lors

des interactions plante-agent pathogene (Zhanglestsk§, 2001). En effet, la plupart des
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PAMPs connus peuvent activer les MAPKs; la flagellipeptide flg22) constitué de 22
acides aminés conservé chez de nombreuses espacgsidmnes est suffisante pour
déclencher un ensemble de réactions de défensker(BblFelix, 2009), comme l'activation
rapide et forte des MPK3, MPK4 et MPK6 chaz thaliana (Droillard et al, 2004). La
phosphorylation d’'une protéine peut altérer soiva€tbiologique intrinséque, sa localisation
subcellulaire et son temps de demi-vie (Xetgal, 2002). Les MAPKs phosphorylent une
variété de substrats incluant des facteurs de drigtion, des protéines kinases et des
protéines associées au cytosquelette (Nakagaral, 2005). Les facteurs de transcription
activés viendront agir ensuite sur leur cible densioyau (Cargnello et Roux, 2011). Les
MAPKs activées régulent I'expression des génes rtodaur des PR-protéines et ceux qui
participent a la mise en place d'une HR-like end@8AR (Gaet al, 2011).

Takezawa, (1999) décrit I'induction de I'expressidun geneWCK-1 codant pour une
MAPK chez le blé par un éliciteur fongique extraé Typhula ishikariensisDans le cadre
d’interactions incompatibles bledsarium graminearunou bléPuccinia triticina (souche
BBB), I'expression du géeng@aFLRScodant pour une MAPK est observé quelques heures
apres l'infection, alors qu’aucune accumulation age transcrit n’est observée lors d’'une
interaction compatible (Gaet al, 2011). Ces résultats suggerent que cette MAPK es
impliquée dans l'induction de réactions de défeeffieaces pour lutter contre ces agents
pathogenes, qu’il s’agisse d’'un biotroptRécinia triticing ou d’un nécrotropheFusarium

graminearun.

II. 2. 2. 4. Phospholipases

L’activation de phospholipases (A type 2, C et B} ebservée chez des plantes
soumises a différents stress biotiques ou a I'epptin d’éliciteurs (Chandret al.,1996; Van
der Luit et al, 2000). Les phospholipases hydrolysent les phdgptes membranaires et
permettent la libération de signaux (lysophosphdéipacide phosphatidique, inositol 1,4,5
triphosphate) (Sanet al., 2001) et de substrats d’enzymes de la voie dex\genases
(LOX) (Blée, 1998). Cette voie de la LOX ou voiesdectadécanoides a été principalement
étudiée pour son implication dans la productiomgortantes molécules signal (AJ, méthyl
jasmonate: MeAJ) (Blée, 2002). Les phospholipidesntiranaires interviennent comme de
simples barrieres physiques (Shah, 2005), maigelsvent donc aussi agir comme des
messagers participant au signal de transductionemiplace en réponse au stress (Weber,
2002). L’'acide phosphatidique pourrait étre géngaé¢ 2 voies différentes. La premiere
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implique la phospholipase D (EC 3.1.4.4), agissaumt |I'hydrolyse des phospholipides
membranaires, en particulier la phosphatidylcholfR€) et la phosphatidyléthanolamine
(PE). La deuxieme voie de formation de I'acide mpinagidigue met en jeu deux enzymes
agissant de facon séquentielle: la phospholipas€PCC) (EC 3.1.4.3) hydrolyse le
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Ptdins (#£8)ou PIP2) en inositol-1,4,5-triphosphate
(Ins (1,4,5) P3) et diacylglycérol (DAG). Le DAGste dans la membrane et est rapidement
phosphorylé en acide phosphatidique par la diags#gbl kinase (DGK) (Wangt al, 2006).

Il. 2. 3. Signalisation intercellulaire

Suite a ces événements précoces, une signalisatiercellulaire prend le relais et
permet une transmission du signal de l'agressioaclikoo et Kachroo, 2007). Cette
communication intercellulaire se met en place d&s phytohormones susceptibles de se
déplacer dans toute la plante. Ces molécules ietarent lors de la mise en place des
réactions de défense. Les molécules principalemeapliquées dans cette signalisation sont
I'AJ, I'AS, I'ET. A ces 3 molécules sont aussi asiges d’autres phytohormones comme

I’Acide abscissique (ABA) ou l'auxine.

Il. 2. 3. 1. L'acide salicylique

L’acide salicylique (AS) est un composé issu devdée des phénylpropanoides. La
biosynthese de I'AS débute par la conversion deghknylalanine en acide trans-cinnamique
via l'activité de la phénylalanine ammonia-lyase (PAlDe passage de l'acide trans-
cinnamique a I'AS fait intervenir 'acide benzoéqui, par une hydroxylation du carbone-2,
permet d’obtenir I'AS (Figure 16). La production &S augmente aprés l'infection de la
plante par différents types d'agents pathogenesn@hal, 1993,1995; Glazebrook, 2005).
L’AS joue un réle dans I'expression des genes dodanr des protéines de défense, I'AS
intervient également dans le contréle de la HR gissant sur des enzymes telles que la
catalase (CAT) et la peroxidase (POX) qui modulanproduction d’'HO, (Morkunas et
Gmerek 2007; Abohateset al.,2011).

Palet al (2011) ont mené une étude sur les variationsady t'AS endogene chez 4
lignées de blé aprés infection avBgt dans le but de chercher une corrélation entre les
changements observés et le niveau de tolérariggt d_es niveaux de base d’AS chez les
lignées Lr33 et Lrl9, sensible et résistante regmenent, augmentent 7 jours apres infection

avecBgt Bien que I'AS joue un réle important dans la rép® de la plante au cours de stress
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biotique, aucune corrélation n’'a été établie loes agtte étude entre les changements de

niveaux d’AS induits paBgtet le niveau de résistance a I'oidium des lignéellé étudiées.
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Figure 16: Biosynthese de I'acide salicylique (Chetal, 2009)
(ICS isochorismate synthase, SA salicylic acid, BAkenylalanine ammonia lyadeBS3et
EPS1sont des genes codant pour des enzymes impligaésda biosynthése de I'AS et
induit lors de I'infection par un agent pathogene)

Il. 2. 3. 2. L’acide jasmonique

L'acide jasmonique (AJ), et son dérivé, le méthghjonate (MeJA) sont des composés
appartenant au groupe des oxylipines, connues gtoaiissues de la voie des octadécanoides
egalement appelée la voie des lipoxygénases (L&xyme clé de cette voie. La LOX (EC
1.13.11.12) est une enzyme qui catalyse la dioxatiy@m des acides gras polyinsaturés

pourvus d'une configuration en 1-4 pentadiéne, degles gras hydroperoxydés formés
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peuvent, par la suite, étre convertis en de nomxbproduits collectivement appelés les
oxylipines (Rosahl1996). Deux voies majeures d’'implication de laokpgénase ont été
décrites pour le métabolisme des acides gras hgdmgpdés, la 9 LOX et la 13 LOX
(Shibata, 1996) (Figure 17). Chez les plantes seynés, les acides linoléique (C18:2) et
linolénique (C18:3) apparaissent comme les prinoiparécurseurs des oxylipines (Larodan
2006). L’AJ et le MeJA sont principalement synteés a partir de l'acide linolénique
(C18:3). L'insertion d’un atome d’oxygene en pasitil3 a I'acidex-linolénique catalysé par
la 13-LOX (Figure 17) conduit a la formation d’hgpgeroxydes, qui sont trés rapidement

convertis par un alléne oxyde synthase (AOS) ealléne oxyde, composé instable.

Cl8:2o0uCl18:3

LOX

r

Acides gras 9- ou 13-hydropéroxydés

r

Acides gras

C6 aldéhydes
C6 alcools

Acide traumatique

Jasmonates
Allénes oxvdes

Acides gras Acides gras
spovdss divimylethsr

Figure 17: Voie de la lipoxygénase, Feusseerl.(2002).
AOS: allene oxyde synthase - EAS: epoxy alcohott®se - PO: peroxidase
LOX: lipoxygenase - DES: divinylether synthase 1HRydroperoxyde lyase

Ce dernier va rapidement étre converti en acid&)-18xophytodienoique (OPDA) via une
enzyme, l'alléne oxyde cyclase (AOC). Cet énanti@enest le précurseur unique de la forme
naturel le (+)-7-iso-AJ qui est formé par réductive 'OPDA via une OPDA réductase

(OPR) et trois étapes @eoxydation (Hauset al, 2002) (Figure 18).
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Figure 18: Voie de biosynthése de I'AJ. Les enzymes de la @eibiosynthése de I'AJ sont: 13-
lipoxygenase (13-LOX), AOS: allene oxide synthas@(: allene oxide cyclase, et OPR:
oxophytodienoic acid reductase (Haesal.,2002)

Il fait partie intégrante de la transduction dunsigqui permet l'induction des genes de
défense en réponse a des signaux induits par r@ss sliotiques et abiotiques (Wasternack et
Parthier, 1997).

Un traitement exogene de blé par I'AJ a réduitféation parTilletia indica chez deux
cultivars sensible et résistant en induisant ung c®lulaire programmeée et la lignification.
L’ajout de I'AJ exogene mime I'élicitation des réaos de défense de la plante, et a ainsi pu
agir sur le métabolisme secondaire (Gunélaal, 1992; Tamogami et Kodam&000). Bien
gue I'AJ soit considéré comme la molécule prin@pakue de cette voie des octadécanoides,
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I'OPDA pourrait également jouer un rble dans laares place des réactions de défense de la
plante. En effet, un stress osmotique induit cteegé une forte accumulation de 'OPDA au
niveau des feuilles (Krameéit al, 2000). L'AJ et L'OPDA apparaissent alors comms de
molécules signales, qui régulent précocement leamgmes de défense, comme I'expression
des genes de défense chez le riz (Raleval, 2002). Une augmentation de I'activité LOX a
été corrélée avec la résistance des plantes contagent pathogene (Slusarenko, 1996) et a
été observée au cours de plusieurs interactionsmeocelles par exemple entre, le riz et
Magnaporthe griseale tabac etErysiphe cichoracearumet le haricot etPseudomonas
syringae p.v. phaseolicolgOhtaet al, 1991; Lupuet al, 1980; Croftet al, 1990).

Il a été trouvé par Zhet al. (2014) que TaPIE1 (pourriticum aestivumPathogen-
Induced ERF1ethylene responce factor 1) réguletipesient les réactions de défense contre
Rhizoctonia cereali€n activant la sousexpression des genes de défedsat pour de la

biosynthese de I'éthyléne chez le blé.

II. 2. 3. 3. L'éthyléne (ET)

L’éthylene est une hormone végétale volatile syirg&é a partir de la méthionine. Il est
capable de se déplacer par diffusion a partir desge de synthese (van Loenal.,2006). Il
intervient dans la plante lors de la germinatios deaines, du marissement des fruits, du
vieillissement des plantes et est également img@liqans les mécanismes de défense des
plantes aux stress abiotiques et biotiques (vamleb@l.,2006). La résistance ou l'infection
des plantes dépendent du moment de traitement@tiayléne lorsque celui-ci est appliqué de
facon exogene (Abelest al., 1992). La voie de I'éthylene est impliquée danstimulation
des protéines PR (Martineg al., 2001). Il a été trouvé par Zhet al. (2014) que TaPIE1
(pour Triticum aestivum Pathogen-Induced ERF1 ethylene responce factoréglle
positivement les réactions de défense comRtezoctoniacerealis en activant la sous-
expression des genes de défenses codent poubisyathese de I'éthyléne chez le blé.

L’AS, I'AJ et I'ET sont susceptibles de réguler leSponses de défense par des
interactions synergiques ou antagonistes (Glaz&br@®d01l; Melotto et al., 2006).
L'implication de ces molécules dans la signaligatiotercellulaire differe suivant I'espéce
végétale et la nature de I'éliciteur. Chez une ncohgédone, le riz, Leet al. (2004) ont
corrélé 'augmentation de la quantité d’AJ endogawnec une diminution de I'’AS au niveau
de feuilles de riz blessées. lls ont ainsi émiyddthese de l'existence d’'une régulation
antagoniste entre ces deux molécules permettamtidér plus ou moins la synthése de I'AJ
en fonction de I'activation de celle de I'AS.
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Il. 2. 3. 4. Autres phytohormones

L'acide absicissique(ABA), appartient a la grande famille des isopréesi En plus
d’agir sur la fermeture des stomates, la physielats la graine (Wasilewsks al., 2008) ou
'embryogenese, 'ABA est également un modulateamplexe de réponses de défense des
plantes (Asselberght al., 2008; Fenget al., 2012; Sanchez-Valledt al., 2012). Une faible
biosynthése de 'ABA a été observée chez la toreatdes mutants Arabidopsiset a été
suivie par une augmentation de la résistance ardiifs types d’agents pathogenBstfytis
cinereg Pseudomonas syringae, Fusarium oxyspgorirtectosphaerella cucumeringt
Hyaloperonospora parasitialAudenaertet al., 2002; Mohr et Cabhill, 2003; Torres-Zabala
et al.,2007; 2009; Garcia-Andrads al., 2011; Sanchez-Valladt al.,2012). L’antagonisme
de I'ABA avec les principales hormones impliquéaaddla réponse de défense de la plante
(SA, JA, et ET) a été décrit lors de traitementsrtanaux exogenes (Yasudaal.,2008; De
Torres Zabalat al., 2009; Sanchez-Valledt al., 2012). L'expression de genes d’'un mutant
d’Arabidopsis(abal-§ pour 'ABA va étre difféeremment affectée en répera I'ajout de
molécules signal comme I'AS, I'AJ et I'ET (Sanchéalet et al.,2012). De plus, Adiet al.
(2007) demontre que I’ABA est nécessaire pour ¢synthese de I'AJ, qui est indispensable

pour la résistance A’ thalianaa Pythium irregulare(Adie et al.,2007).

Les auxinessont un groupe de molécules, y compris I'AlA (&ciddole-3-acétique)
qui régissent de nombreux aspects de développeded plante, comme la dominance
apicale, le gravitropisme racinaire, la formatias goils racinaires, des racines latérales, de
I'émergence des feuilles et des fleurs (Kieté¢ral., 2010; Swarup et Péret, 2012). L'auxine
est également connue pour réguler les mécanismesidéance contre les agents pathogénes
(Kazan et Manners, 2009). Par exemple, le trait¢émemiz avec de I'AlA cause la sensibilité
a Xanthomonas oryzapv. oryzae,probablement a la suite de I'activation de la yntsese
d’une paroi cellulaire liée a I'extension, ce gacifite le développement de I'agent pathogéne
(Ding et al.,2008).

lll. Les réponses de défenses tardives

lll. 1. Renforcement des parois

Lors d’'une attaque par un agent pathogene, I'@seréponses les plus courantes est la
néo-formation de composés qui viennent renforceatai, tels que des polysaccharides, de la
lignine, de la subérine et des protéines richehyehmoxyproline (HRGP) (Benhamaat al.,

1996). La formation de dépbts entre la paroi etmleambrane caractérise la formation
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d’appositions nhommeées papilles et constitue uneidvar a la progression des hyphes
mycéliens au sein des espaces inter-cellulairefes=@ peuvent étre constituées de callose,
de polyphénols, de silice, de calcium et/ou deitigret de composés antimicrobiens ou méme
d’enzymes hydrolysantes (Lepoivet al., 2003). Parmi les réactions de renforcement de la
paroi, la lignification et la formation de papillassociée a un dép6t de callose important ont
été observées lors de l'infection du blé par défés agents pathogenes.

[ll. 1. 1. La lignification

L’accumulation de la lignine est une réponse demtsd efficace de la plante (Zhesig
al., 2005), en provoquant la rigidification de ses Eaf®Vi et al.,2005). La lignine est un
constituant pariétal hydrophobe issu de la voie pleénylpropanoides. Pour rappel, la
premiere enzyme de cette voie est la PAL (PhémjladaAmmonia Lyase) et va réguler la
production de monomeéres nécessaires a la biosyntlesgnine suite a un stress (Campbell
et Ellis, 1992; Eberhardit al, 1993). A partir de la phénylalanine, I'actionlde?AL permet
d’obtenir I'acide transcinnamique, puis une séfteydroxylations et de méthylations de cet
acide va conduire a la formation des acides paraadque, caféique, férulique, 5-
hydroxyférulique et sinapique. Ces acides serostign réduits sous l'action de plusieurs
enzymes, entre autre la CAD (pour Cinnamyle Alcobehydrogenase) (EC1.1.1.195) en
alcools coumarylique, coniférylique et sinapyligli@ polymérisation de ces monolignols,
sous l'action des peroxydases (POX), aboutit aotanétion de la lignine (Boudet, 2000,
Caulet, 2009). Chek. monococcurnnfecté paBgt, 10 geneI mPRXsodant pour des POXs
ont été mis en évidence, dont le gdmPRX-1qui est induit en réponse a l'attaque d’un
agent pathogéne. De plus, les POXs et@trégulent I'accumulation de la pectine dans les
cellules lignifiées (Wet al, 2005). Suite a I'attaque de parasites, les aéivicomme la PAL
et la POX, fortement impliquées dans la formatienlal lignine, sont stimulées (Brit al,
1999 ; Bucciarelliet al, 1998). Chez le bl&. monococcum’expression de genes impliqués
dans la biosynthése des monolignols, comiméPAL et TmMCAD est induite aussi bien au
cours d’'une interaction compatible qu’incompatiélecBgt. Le gene silencingges génes de
biosynthese de monolignols augmente la sensildbi® feuilles de blé Bgt et compromet

méme la résistance du bl&imaria graminid. sp.hordei(Bgh) (Bhuiyanet al, 2009).

La présence d’'bD, dans les papilles est un marqueur biochimiquedigtingue les
parois cellulaires des cellules non pénétrées stcalules pénétrées lors de linteraction
orge/ou blé/oidium (Trockt al., 2014; Huckelhovert al., 1999; Liet al., 2005). Thordal-
Christenseret al.,(1997); Huckelhoveset al.,(1999); Zhang, (2001) et Nakagami, (2005) ont
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déemontré que lors d'interactions incompatibles, pésntes réagissent contre un agent
pathogéne en activant les réactions de défenseséepts étapes, y compris la production
rapide de FAO comme J,, le renforcement des parois cellulaires et litiduc de
I'hypersensibilité (HR) — comme réponse localisée sites d'infection. Récemment, dans le
cas de l'oidium du blé infectant le triticale, st I'nybride intergénérique entre le blé et le
seigle et pendant une interaction incompatibldptanation de papilles non pénétrées a été
décrite comme une réponse prédominante de laagsestalors que la HR agit comme une
deuxieme ligne de défense, pour priver le champigt® nutriments, si la résistance a la
pénétration échoue (Troeh al.,2014).

La complexité des polymeres qui composent la ligrést a I'origine d’une résistance
contre les enzymes de dégradation de la paroi fiesdpar 'agent pathogéne. Le processus
de lignification intervient a plusieurs niveaux dde cadre de la défense des plantes contre
I'infection. La lignification peut également augrteama résistance pariétale a la diffusion des
toxines de l'agent pathogene vers I'h6te, maisi @@ssnutriments provenant de I'héte vers
l'agent pathogéne (Nicholson et Hammerschmitt, L99accumulation de la lignine et des
composeés phénoliques est considérée, au coursintierdction bléfusarium gramineum

comme un élément participant a la résistance gatde (Mohammadi et Kazemi, 2002).

1. 1. 2. La callose

Associés aux depbts de lignine et de composés phees, des dépots de callose sont
eégalement observés lors de la formation de papiléez des céréales, comme l'avoine et
I'orge, la callose est un élément prépondérantiaean des papilles des cellules épidermiques
(Zeyenet al.,1993). La callose est un polymére de D-glucoségelar des liaisons osidiques
B-1,3 dont la synthese est assurée par une enzynhe membrane plasmique, la callose
synthase (Lepoivre, 2003). La callose constitusiaine barrieére physique a la pénétration du
champignon (Aistet al, 1991). Dans le cadre de [linteraction bléMycosphaerella
graminicola il a été mis en évidence une rapide accumulat®ha callose chez le cultivar
résistant Stakado aprés inoculation avec la solRB823 contribuant a l'arrét de l'infection
(Shettyet al.,2009).
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I1l. 1. 3. Les papilles

Mise en place des papill

Lors de l'attaque de l'orge péBlumeria graminisf. sp. Hordei (Bgh), les cellules
épidermiques des tdidles répondent a l'infection des leur contact ave TGP. Ainsi, al
contact de la plante, la conidie émet un exsudaaeadlulaire qui sera rapidement percu
la plante et induira la mise en place des répodsagefense. Cet exsudat contient eautre
des cutinases qui vont induire de nombreuses neatldins des cellules végétales (P-
joneset al, 1999). Les cellules infectées produisent tres di¢s substances toxiques te
gue des polyamines et du peroxyde d’hydrogé,O,. Ces composésont regroupés au Se
de vésicules. La membrane externe de ces veésifudgsnne avec le plasmalemme
cellules épidermiques permettant ainsi a leur cantéétre déposé dans la paroi des cellt
Les polyamines et I'bD, favorisent alors la formain de la papille (Zeyelet al, 2002).
Huckelhovenret al., (1999) ont montré que la réussite d’une pénétrdiogique deBgh est
en relation avec l'efficacitde la formation de la papille. Ainsi, I'élicitaticvia I'application
d’acibenzolar-S-methyl (BA) a induit la formation de papilles au niveau defiules de
I'épiderme et du mésophylle chez le riz qui limlimfection par Rhizoctonia solal et

provoque la dégénérescence des hyphes du champiBobiila et al, 2002). Ces papille
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sont classées en 3 catégories : (i) papilles wefés; a I'étape de pénétration, les papilles
laissant la cellule attaquée vivante et le géngddistance inefficace correspondantMk0O,

(i) papilles moyennement efficaces: les papilles dellules qui subissent a la suite d'une HR
faible et le géne de résistance correspondantligset (iii) papilles efficaces: une HR forte
apres la pénétration de la cellule épidermique;Hétgéne correspondant édlal2. En plus,
I'accumulation de KO, était plus forte avec les papilles sans haustofidiitkelhoveret al.,
1999). Liet al. (2005) ont observé une forte accumulation K au niveau des papilles
formées au site de pénétration Bigt chez les variétés de blé sensibles et résistareés,
accumulation était efficace dans les 2 cas pouréehgr la pénétration du champignon,

soulignant ainsi I'importance de 130, comme réaction générale de défense contre I'oidium

La composition des papilles

Zeyen et al. (2002) ont conclu que les papilles étaient le l@accumulation de
peroxydases, de I'fD,, de la callose, de composés phénoliques (la kgren d’une variété
d’enzymes au pouvoir hydrolytique et antifongiqogortant (Smaret al, 1986; Carver et
al., 1991; Voigt, 2014). Le dépbt des composes phémediglans les papilles joue un role de
barriére contre la pénétration du champignon (Ghatial, 2002). Carveet al. (1994) ont
montré que l'inhibition de la synthése de compgs&mnoliques par I'utilisation d’inhibiteurs
d’enzymes importantes de la voie des phénylprop@sofPAL et CAD) était corrélée a une
diminution de l'auto-fluorescence des papilles eina@ augmentation du taux de pénétration
par Blumeria graminisf. sp.avenaechez I'avoine. De plus, un composé de la familbs d
guanidines, la p-coumaroyl-hydroxyagmatine (p-CHA3t accumulé dans les papilles et
impliqué dans l'efficacité des papilles pour stapleepénétration du champignon. Le groupe
des guanidines est important dans la résistand®me d’'une part, et d’autre part, grace a

son activité antifongique (Wet al. 1994).

lll. 2. Systemes antioxydants
lll. 2. 1. Glutathion-S-Transferase (GST)

Les plantes ont développé des mécanismes de déffficres contre les dommages
oxydatifs induits par le stress. L'un d’eux repsse les glutathion-S-transférases (GST, EC
2.5.1.18), des enzymes permettant |'utilisation glutathion (GSH) comme substrat ou
coenzyme. D’aprés les homologies de séquence$38s des plantes sont réparties en 4
classes: Phi, Tau, Theta et Zeta, les deux presget spécifigues aux plantes et les deux

63



Les stratégies de défense des plantes

autres communes avec le regne animal (Edetaed, 2000; Dixonet al, 2002). Le réble le
plus probable pour les GST dans des plantes ifecpéar des agents pathogénes serait
d’'inhiber la formation de Ila nécrose due @olletotricumorbiculare chez le
tabacNicotiana benthamianapar détoxification des hydroperoxydes lipidiquésdes FAO
produites suite a la peroxydation des membraneanBeal., 2005). L’'activit¢ GST joue
donc un r6le dans la réduction des dommages cpasékes agents pathogénes mais aussi en
limitant I'étendue de la mort cellulaire au couveda HR (Lieberheret al.,2003). L'induction

de l'activité GST est en corrélation avec des cotrafions croissantes de®h (Venisseet

al., 2001). Un lien entre les GST et la tolérance sadgue oxydative a été démontré. Ces
enzymes de protection agissent dans les celluieess@mpéchant ainsi la mort cellulaire
(Levineet al, 1994). Dans le cadre d'une interaction inconigh@tbléPuccinia striiformisf.

sp. tritici, l'induction de l'expression du gene code pourplatéine GST1 suggére une
implication de cette enzyme dans la résistance gante a limiter la formation de nécroses
(Li et al, 2011). Une augmentation de I'expression du @#iRR5 codant pour une GST, est
observée chez le blé présentant une résistanck lochuite contreBgt, 2h aprés une pré-
infection parBgh (Dudleret al, 1991).

Certaines GSTs de la famille phi et tau sont néesspour le transport des pigments
flavonoides vers la vacuole. Ce role non-catalgtigssure la stabilisation et I'attachement
des flavonoides ou d’hormones au niveau du cytasaiht leur dépot dans la vacuole,

contrdlant ainsi leur niveau (Edwaresal, 2000).

lll. 2. 2 L’activité catalase (CAT)

Pour lutter contre les dommages éventuels liésvaie oxydative, il existe un systeme
de défense mettant en jeu des enzymes comme lasea{€AT, EC 1.11.1.6) (Verma &,
2003). La CAT a eté identifiece comme une enzymeeptoce contre les réactions de
peroxydation (Monlet al.1989) en participant a la destruction des peroxyaagues (Lin et
al., 2000). L'activité CAT est liée a la présence denhceuses isoformes contrblées par
différents genes qui interviennent indépendammantoaction du stress et, qui permettent
ainsi a la plante d’adopter des réactions de défeagéquates (Scandalios, 1990). Il a été
montré par Kovacst al. (2011), une augmentation significative des plusieenzymes
antioxydantes tels que les glutathione réductde&tbione-S-transferase, catalase, ascorbate
peroxidase et guaiacol peroxidase apres 7 joutdndiection du blé parBgt Les différents

organes de la plante montrent alors que la CATimstdes enzymes essentielles qui intervient
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au cours du stress oxydatif et qui confere a latplane certaine aptitude face au stress (de
Azevedo Neto eal., 2005). Chez le mais, Prasradakt(1994) ont étudié plus précisément
limpact d’'un traitement a I'bkO, et en ont concluqu’il était considéré comme un align

d’induction de I'expression des génes codant pmgatalase

lll. 3. Les protéines de défense

Les mécanismes de défense de la plante impligaesynithése de nombreux peptides et
protéines de défense, parmi lesquelles les praéRiR, produites par la plante lors de
linteraction avec un agent pathogéne (Tuzun et &Swii, 2006). Les protéines PR,
initialement découvertes chez le tabac (Gianinatal., 1970; van Loon et van Kammen,
1970) ont été répertoriées dans dix-sept famillebleau 2). Celles-ci incluent des isoformes
basiques ou acides qui présentent des activitégratites (van Looret al., 2006). Les
activités de toutes les protéines PR ne sont paweronnues, mais la majorité d’entre elles
présentent des activités antimicrobiennes. Ainsigénes codant pour les PR-1, a fonction
encore inconnue (Alexandet al., 1993 ; Tahiri-Alaouiet al.,1993; Nidermaret al., 1995)
sont fortement exprimés dans de nombreuses int@macplante-pathogene et sont souvent
considérés comme des marqueurs de la SAR. Paunragjlliesp-1,3-glucanases (PR2) et les
chitinases (PR3, PR4, PR8 et PR11) sont des enzgyrgkétisées par la plante et dont
l'activité va conduire a la dégradation des paroisgiques (Tuzun et Somanchi, 2006)
libérant ainsi des monomeéres de chitine et de gkigauvant a leur tour agir comme des
PAMP et déclencher de nouvelles réactions de déf@El) (van Loon et van Strien, 1999).
A celles-ci s'ajoutent les PR-5, les osmotines,mpriurbent la perméabilité membranaire des
agents pathogéenes (Vigees al.1992; Hu et Reddy 1997), les PR-6, des inhibitalgs
protéases (Ryan, 1990; Lorib al.,1994), ainsi que les PR-7, des endoprotéases iest
impliquées dans la dissolution des parois celletamicrobiennes (van Locet al., 2006).
D’autres protéines PR sont impliquées dans le mésabe de I'auxine ou de I'éthyléne, ou la
formation de la lignine, a I'image des peroxydase$R-9 (Lagriminiet al.,1987). Les PR-
10, des N-glycosidases, sont capables d’inhibesyiathése protéique chez les micro-
organismes pathogénes (Stirpeal., 1992). A ces protéines PR, s’ajoutent égalemest le
défensines, les thionines et les LTP pour « Liprdn&fer Protein», respectivement PR-12,
PR-13 et PR-14 qui possédent des activités aniifoeg, parfois antibactériennes voire
méme insecticides comme c’est le cas pour des siatn(Wijayaet al.,2000 ; van Looret
al., 2006). Chez les Monocotylédones, des protéines 3Bt PR-16, des oxalate-oxydase,

ont également été caractérisées. Elles sont @ibharide I'accumulation d’pD, cytotoxique
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pour les agents pathogenes et peuvent stimulerrdastions de défense de la plante
(Donaldsoret al.,2001; Huet al.,2003). Enfin, les PR-17 ont été récemment détectiées

le tabac, le blé et I'orge infectés par des agpathogéenes. Elles contiennent des séquences
ressemblant aux sites actifs des métalloprotéinéSesistensenet al., 2002) mais leurs

fonctions n’ont pas encore été completement caraéss (van Looet al.,2006).

lll. 3. 1. Les chitinases

Les chitinases (EC 3.2.1.14) sont des enzymes yplriolysent la chitine des parois
cellulaires fongiques et inhibent la croissanced®snpignons. Deux catégories de chitinases
sont différenciées: (i) des endochitinases, quipeat la chitine au niveau des liaisons
internes, ce qui donnera des polyméres de N-agdtydosamine (GIcNAc) et des (ii)
exochitinases, qui coupent la chitine progressivemg partir de la premiére liaison
glycosidique en libérant des monoméres de GIcNAe. dlus, les oligoméres de chitine
dégradée peuvent agir comme molécule signale gimnulsr des réactions de défense éLi
al., 2001). Sept classes de chitinases de plantestémlistinguées sur la base d’alignements
de séquences et de leur distribution cellulaireufideis, 1999; Singét al, 2007). La plupart
des chitinases isolées chez les céréales appamieraux chitinases de classes | et Il
(Muthukrishnaret al,, 2001). Les PR3 incluent des chitinases de claskdV, V, VI et VII.

Les PR4 comprennent des chitinases de classé | ktsIPR8 et PR11 sont des chitinases de
classe lll et | respectivement (van Loon et vane8ir1999). Liet al (2001) ont identifié,
chez le blé, des chitinases de classes IV et Viglget al (2007) ont identifié une chitinase
de class VIl chez le blé.

La classe des chitinases | correspond a des chésnhasiques a pl élevé qui sont
présentes dans les vacuoles. La classe des chgimlaacides se distingue par I'absence de
domaine riche en cystéine. Elles sont localiséasiaau de I'apoplasme (Doet al, 1991).
Les chitinases de la classe IV ne possédent patouh@ine terminal riche en cystéine et
s’accumulent dansle milieu extracellulaire (Colbreg al, 1993). Les chitinases de classe VI
sont des glycosyl hydrolases qui peuvent présemeractivité antifongique contre plusieurs
agents pathogenes (Singh al, 2007). Cette chitinase de classe VIl isolée cleeblé
présente une activité antifongigunevitro contre un large spectre d’agents pathogenes tels qu
Colletotrichum falcatum Pestalotia theae Rhizoctonia solani Sarocladium oryzge
Alternariasp. etFusariumsp (Singhet al, 2007).

L’infection du blé pafFusarium graminearunsonduit a I'induction de I'expression des

genes codant pour des chitinases de classe IM.eBMh que 'amplitude de I'expression soit
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similaire chez les cultivars sensible et résisti@nstimulation de I'expression de ces genes est
plus précoce chez les variétés résistantesef al, 2001) Au cours de linteraction blé-
septoriose, une augmentation de I'expression dwe gbncodant pour une chitinase est
observée entre 9 et 15 jours respectivement api@stion chez un cultivar sensible (Shedty
al., 2009). Chez le cultivar résistant, I'expressiorcdegene est ponctuelle et précoce a 3 et 9
jours (Shettyet al, 2009). La chitinase agirait directement surHarmpignon pathogene par
digestion de son haustorium (Toyoefal, 1991). Selon Krugeet al (2003), la chitinase
hydrolyse la chitine présente dans les parois le@lhs deB. graminiset empéche sa
croissance.

lll. 3. 2. Les glucanases

Les PR-2 sont des endoglucanases capables de cdepetiaisons -1,3-D-
glucosidiques def-1,3-glucanes présents dans les parois des chaomsiget des bactéries
(Leubner-Metzger et Meins, 1999). Cawaatdal. (2013) ont montré que chez le blé, un pré-
traitement avec un extrait de la pladtgapanthus africanude défense 48h avant I'infection
par Puccinia triticinainduit une réponse contre ce dernier, résulte ren augmentation de

'expression de geneR2qui code pourf{-1,3-glucanase) par rapport au contrdle non-infecté

lll. 3. 3. Les peroxydases (POX)

Les POX se regroupent en trois classes: les POMaceitulaires (fongiques et
végétales) de classe |, les POX fongiques de clagtdes POX végétales de classe lll. Ces
dernieres utilisent I'kD, pour oxyder une large variété de donneurs d’hyehegels que les
substances phénoliques, les amines, les acidesbapes, les indoles et certains ions
inorganiques. Les genes codant pour les POX formesittamilles multigéniques largement
répandues dans le regne végétal. Il a été moneé'getivité POX augmente chez un blé
résistant a la rouille lors d’'une infection ganccinia reconditef. sp. tritici (Ivanov et al.,
2005). Lee et Hwang, (2005) et Chatial. (2007), ont observé des micro-oxidative burst, des
micro-HRs et une expression systémique de genesntqubur une POX liée a la défense.
Une protection des deuxiemes feuilles du poivre -infectés a été obtenue pendant
I'établissement de SAR en réponse a linfection fdagles primaires aveXanthomonas
campestrisen augmentant l'activitt¢ de POX (Chet al., 2007). L’activité POX joue
également un role important dans la protectionléochez les plantes, elle contréle ainsi la
mise en place de la réponse hypersensible (HRen&ote au cours de l'interaction entre
'orge etBgh(Krugeret al, 2003).
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lll. 3. 4. L’'oxalate oxydase (OXO)

L’oxalate oxydase (OXO) est une enzyme qui utilise molécule de dioxygene pour
oxyder l'acide oxalique et libérer du G@t de I'HO,. L’'H,0, produit par I'OXO, toxique
pour le champignon, favorise aussi dans les cérdaldignification des parois des cellules
végétales, assurant ainsi des barrieres génémlisere les pénétrations fongiques (Lane,
2002). L'acide oxalique intervient dans les proossisfectieux en séquestrant le’Cat en
acidifiant les parois cellulaires, facilitant ainsur dégradation par le champignon. Chez les
céréales, l'induction des OXO est observée lors idesactions orge -Bgh et blé- Bgt
(Bolwell et Wojtaszek, 1997). En effet, les OXO soonsidérées comme étant des marqueurs
de I'infection durant les interactions céréalestoid Méme en absence de HR, J®} peut, a
lui seul, étre un agent puissant contre linvasmar des champignons pathogeénes. La
surexpression du gén@XO chez le tournesol rend la plante résistance aetindn par
Sclerotinia sclerotiorum(Hu et al., 2003). De la méme maniere, 'enzyme OXO du blé
surproduite chez le soja et le peuplier transforowgére a ces plantes une résistance vis-a-
vis agents pathogenes producteurs d’acide oxaliqgeeyme Septoria musiva I'agent

responsable du chancre septorien du peuplier (leaag,2001).

Tableau 2: Les familles de protéines PR (Van Lebal.,2006)

Family Type member Properties Gene symbols

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown Yprl

PR-2 Tobacco PR-2 B-1,3-glucanase Ypr2, [Gns2 (‘GID))

PR-3 Tobacco P, Q Chitinase type L IL IV, V, VI, VIT  Ypr3, Chia

PR-4 Tobacco ‘R’ Chitinase type L, II Ypr4, Chid

PR-5 Tobacco S Thaumatin-like Yprs

PR-6 Tomato Inhibitor I Proteinase-inhibitor Ypr6, Pis (‘Pin’)

PR-7 Tomato Pgg Endoproteinase Ypr7

PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type III Yprs§, Chib

PR-9 Tobacco “lignin-forming Peroxidase Ypr9, Prx
peroxidase”

PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like Ypri0

PR-11 Tobacco “class V” chitinase ~ Chitinase, type I Yprll, Chic

PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin Ypri2

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypri3, Thi

PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein Ypri4, Ltp

PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase Yprls

PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like Yprié

PR-17 Tobacco PRp27 Unknown Yprl7
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Les stratégies de défense des plantes

Rappel des objectifs de la présente thése:

La symbiose mycorhizienne, et en particulier la sjgse mycorhizienne a arbuscules,
qui concerne plus de 80% des plantes terrestrés @tiasi totalité des plantes cultivées,
permet a la fois une meilleure croissance et undleme résistance des plantes a de
nombreux stress biotiques (Dalpé, 2005; Gianinatzal, 2010; Pozoet al, 2013) et
abiotiques (Smith et Read, 2008 ; Debiasteal., 2008; 2009; Campagnaat al., 2010;
Miransari et al., 2010). Le potentiel des champignons mycorhizierarkuscules (CMA)
comme agents de biocontrble a été décrit dans dedeadiverses infections racinaires
(Khaosaackt al.,2007; Fiorilliet al.,2011; Castellanos-Morales al.,2012..) mais tres peu
dans la protection contre les maladies foliaireall(@® et al, 2011; Campos-Soriaret al.,
2011; Liet al.,2013; Maffeiet al.,2014) et pas du tout dans le cas des pathogengs)fes

biotrophes. C’est pourquoi le travail réalisé Idesla présente thése vise a :

1. Evaluer, en conditions contrblées et en pots, Héawe effet protecteur de la

mycorhization arbusculaire chez le btntreBgt.

2. Etudier les réactions de défense induites daneleies blé mycorhizé par (i) des
observations cytologiques (apposition de papillasoréscentes, détection de
peroxyde d’hydrogene, @@,)), (i) des mesures d’activités enzymatiques
(péroxydase (POX), lipoxygénase (LOX)) et (iii) dalyse de transcrits
(expression des génes codant pour certains magjuurdéfense tels que la
(LOX), la (POX), la phénylalanine ammonia-lyas®AL), le Non-expressor
Pathogenesis-Related ProteinBIPRJ) et une protéine a activité chitinaseH]|1)

« Pathogenesis-Related » (PR).

3. Optimiser l'effet protecteur de la mycorhizatiomez le blé en testant 3 facteurs
pouvant influencer cet effet :
- Apport en phosphore
- Type d’inoculum mycorhizien

- Niveau de résistance du cultivar de bEg
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Matériels et Méthodes

. Matériels

Matériels végétal et fongique

Les expérimentations ont ér@enéessur deux cultivars de blé tendr&riticum
aestivumL., Orvantis et Lord, respectivement peu sensiltle €t assez résistant (7)* a
Blumeria graminisf. sp. tritici, agent de l'oidiumBg) (SYNGENTA seeds SAS). Pour les
expériences en présence de I'agent pathogeneeagsdltivars ont été infectés par la souche
MPEBgtl deBgt (Cf. 11.2)

Pour les inoculations par les CMA, trois types ddanlum ont été utilisés:

1. Rhizophagus irregulari¢Ri) DAOM 197198 (Walker et SchiufR3ler, 2010), produit a
sein de notre laboratoire a partir de plants diet(@rifolium repensL.) inoculés et
cultives sur un mélange sable/perlite/vermiculi@1(1) stérilisé deux fois par
autoclavage a 120°C et 1 bar pendant 20 minut@sodulum récupéré au bout de 5
mois est formé de racines séchées et coupées gmenés d'environ 1 cm et
mélangées avec le substrat qui contient égalerasmirbpagules (hyphes et spores).

2. Funneliformis mosseae (FmWalker et SchufRler 2010), produit par la Société
MycAgro (Breteniére, France).

3. SOLRIZE® (SZE) constitué délomussp. (Agrauxin, Beaucouzé, France).

Ces deux derniers inocula sont constitués d'un mgélade racines mycorhizées, de
propagules et de gravier.
La systématique du blé, dBgt et des CMA utilisés au cours de cette étude esajuiee dans

le tableau ci-dessous :

La plante hobte: T. | L'agentpathogene: Le CMA R.irregularis | Le CMA F. mosseae

aestivum B. graminis (Schifler et Walker, (Schigler et Walker,

(APG Ill, Angiosperm (Speer, 1975) 2010) 2010)

Phylogeny Group

, 2009).
Division: Magnoliophyta Ascomycota Eumycota Eumycota
Classe: Liliopsida Leotiomycetes Glomeromycetes Glomeromycetes
Ordre: Poales Erysiphales Glomérales Glomérales
Famille: Poaceae Erysiphaceae Gloméracées Gloméracées
Genre: Triticum Blumeria Rhizophagus Funneliformis
Espeéce: aestivum graminis irregularis mosseae

cultivar: Orvantis f.sp. tritici

Lord

* : Echelle de tolérance a I'oidium : Résistant 9-8 Assez Résistant 7-6 ; Peu Sensible 5-4 ; AssenSble 3-2 ; Sensible 1
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[I. Méthodes

11.1. Préparation du substrat et des cultures

Un mélange de sable, perlite et vermiculite (2L;1v:v:.v) a été préparé, puis
autoclavé. Les grains de blé (Orvantis et/ou Laaht préalablement pré-germés sur de la
vermiculite humide pendant 2 jours. Puis, ces gram-germés sont transférés dans des pots
(diametre de 10 cm et capacité de 300 ml). Pourplastes mycorhizées, un inoculum
mycorhizien correspondant a 10% du poids totaluhssat, est ajouté dans chaque pot. Pour
les plantes témoins non mycorhizées, un inoculuraomyzien autoclavé, est introduit de la
méme facon dans le substrat afin d’apporter la m§omantité de matiere organique a la
plante. Les pots sont ensuite placés dans une chaislxroissance en conditions controlées:
photopériode 12/12 (h), température 18/12 °C (jaut) et 70% d’humidité.

Les plantes sont arrosées régulierement aveceda Histillée et avec 50 ml de solution
nutritive de Hoagland (tableau 3), par pot et panane. Les concentrations en phosphore (P)
de cette solution varient en fonction des expértateons menées (P, P/5 et P/10) avec [P]
étant égale a 62 mg/L. Ce qui correspond a 73 K@/ d&, dose recommandée au champ pour
la culture du blé tendre en France (Le Sowiex., 1998).

Tableau 3 :Composition de la solution de Hoaglafitbagland et Arnon1950)

Composés Quantité (g/L)
Ca (NOs),. 4H,0 236.1
KNO; 101.1
KH ,PO, 136.1
MgSO,. 7H,0O 246.5
Trace éléments compléter jusqu’a 1L
H3BO3 2.8
MnCI2. 4H20 1.8
ZnS0O4. 7TH20 0,2
CuSO04. 5H20 0,1
NaMoO4 0,25
FeEDTA
EDTA. 2Na 10.4
FeSO4. 7H20 7.8
KOH 56,1
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Il. 2. Infection des plants de blé par I'oidiuB. Qraminisf. sp.tritici)

La souche déBgt (MPEbgtl) utilisée dans cette étude a été fouraiel@ Dr M.-P.
Latorse de Bayer Crop Science (Lyon, France). laangignon pathogéene est produit sur des
plants de blé dans une armoire de croissance gpdarésque la sporulation est intense (10
jours apres infection), les conidies sont prélevaekaide d'une pompe a vide et sont
suspendues dans une solution de FC43 (heptacasaflbothylamine - 3M ™ Fluorinert ™
Liquide électronique, Cergy-Pontoise, France). Bugpension des conidies Egt calibrée a
5.1 spores/ml est utilisée pour infecter les partieseades des plants de blé agés de 6
semaines. Un comptage du nombre de colonies/falglieplants de blé a été réalisé 8 ou 11
jours apres linfection. Les observations cytologs et la coloration par le DAB ont été
réalisées sur des plantes contaminées par desnsimpede conidies ajustées a 8.807.5

10° spores/ml respectivement.

Il. 3. Mesure des parametres de croissance detsplarblé

Les parties aérienne et racinaire des plantes dguehpot ont été prélevées afin
d’évaluer l'effet des différentes concentrations pi@sphore, de la mycorhization ou du
cultivar de blé sur la croissance des plantes.émdfits parametres de croissance ont été
mesurés: la taille, le nombre de feuilles et dedigt la biomasse séche des parties aérienne et
racinaire. Ces mesures ont été effectuées sur plants de blé par pot et trois pots par
condition.

a. La taille a été mesurée a partir du collet jiestjapex de la derniere feuille du brin
principal.

b. Le nombre de feuilles et de tiges /plante anété.

c. Les poids secs des parties aérienne et racidairghaque pot ont été pesés apres

séchage dans I'étuve a 60 ° C pendant 48 h.

Il. 4. Détermination des taux de mycorhization

La quantification de la colonisation racinaire dé par le CMA a été réalisée aprés
rincage a I'eau distillée des racines, coloratiorbkeu Trypan 0.05% (0,5 g de bleu Trypan/L
dans un mélange eau, glycérol et acide lactiqui1(lv/v/v)) pendant 1 heure a 70°C et
éclaircissement dans une solution de KOH 10% (pandant 1 heure & 70°C (Phillips et
Hayman, 1970). 100 fragments racinaires des 5¢dansus du méme pot ont été placés entre
lames et lamelles et observés au microscope opt{glie0). Les structures fongiques

observées a I'endroit de l'intersection de I'axel'dbjectif et le fragment racinaire ont été
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guantifiées (McGonigle et al. 1990). Trois lectupss fragment ont été réalisées, soit 300

lectures par traitement au total. . 4 I '

- p:aucune structure fongique.
- (: présence d'arbuscules.

- r:présence de vésicules. & ik
- s:présence d'arbuscules et de vésicules. \ b
, . . . HﬂCID’? AL LK e _‘.'_:—_---/—:
- t: présence d’hyphes mycorhiziennes et I » 7 ===
s yphes
absence d'arbuscules et de vésicules. B..-_-_—_-.-.T‘:.—_-——_-:

- g: nombre d'intersections.

Les taux de mycorhization total, arbusculaire eticidaire ont été déterminés grace aux
équations suivantes:

taux total (T) taux d'arbuscules (A) taux de vésicules (V)
H= 100 (g — p)/g A= 100 (¢)Yg V=100 (r + s)/g.

Il . 5. Observation cytologique

La troisieme feuille du maitre-brin des plants t&erycorhizés (M) et non mycorhizés
(NM) et infectés paBgt a été récoltée 48 heures apres infection (hai)r Béoolorer les
tissus et éliminer les pigments photosynthétiglessfeuilles ont été fixées dans un mélange
éthanol: acide acétique (3:1) jusqu’a leur décoiomatotale. Les structures fongiques sont
ensuite colorées en utilisant 0,1% (w/v) de blewpa@n. Les différents stades de
développement d&gt sont recherchés et comptabilisés: (i) conidies dube germinatif
primaire (PGT pour Primary Germ Tube), (ii) présede tube germinatif appressorial avorté
(AGT avorté, pour abortive Appressorial Germ Tubg)iii) AGT sans haustorium (HS) et
(iv) avec HS. En outre, les papilles auto-fluoreses, formées parfois en réponse a la
pénétration par 'AGT, ont été également observéesutilisant un microscope a auto-
fluorescence Eclipse E600 (Nikon, Corporation Japarkyo) (excitation EX450-490 nm,
émission DM505 nm). L'intensité de fluorescence pplmgsilles a été classée en 3 catégories
selon Carveet al. (1991) et Randourt al. (2006): Classe 0: papille sans fluorescence. 1:
papille faiblement fluorescente et 2: papille farent fluorescente. La présence de cellules
entierement fluorescentes et la formation d’'un g, reflete la réussite de la pénétration
d’'un AGT, ont été également relevées. La fréquatesepapilles fluorescentes (Fluorescent
papillae FP) ont été estimées en comptabilisamolabre de papilles fluorescentes x 100 /
nombre de conidies avec AGT (Yokoyareail.,1991).
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Il. 6. Détection de I'accumulation de&b

Pour détecter I'bD, dans les feuilles de blé, mycorhizé ou non avecO&lA et
infectés paBgt, la méthode de coloration au 3¢daminobenzidine (DAB) (1 mg/l dans 100
mM de citrate de sodium, pH 3,7) a été utiliséorsdh méthode décrite par Thordal-
Christenseret al., (1997). Le DAB polymérise localement dés qu'il @stcontact avec 1D,
en présence de la peroxydase, en donnant un payonén rougeatre. Cette expérience a été
réalisée sur des plantes agées de 6 semainegolsiémes feuilles ont été prélevées 17 hai
par Bgt et la base de chaque feuille a été immergée damsalution contenant 1 mg/ml de
DAB dissous dans une eau acidifiee a pH 3,8. Legdlds ont été maintenues dans cette
solution pendant 4 heures, afin de permettre Ifabtism du DAB. 21 hai, les feuilles ont été
transférées dans un mélange éthanol: acide acéBdljeet laisser tremper au moins pendant
24 h pour décolorer les feuilles. Pour chaque d¢mmdbbservée, 15 morceaux foliaires d’une
longueur de 1,5 cm ont été réhydratés dans I'estilléé pendant 3 heures, puis stockées dans
du lacto-glycérol (1:1:1, eau: acide lactique: ghyd). L'accumulation de #, aux sites de
pénétration de l'agent pathogéne a été observéeiawscope (G: x1000 ou x400).
L’intensité de la coloration au DAB a été classaedecatégories. (i) Classe 0: cellules avec
AGT sans coloration au DAB, (ii) classe 1: inteésiaible de coloration, (iii) classe 2:
intensité moyenne, (iv) classe 3, intensité fotie.fréquence de chaque évenement a été
notée, en méme temps que la présence ou l'absemcESd La présence de cellules
complétement colorées par le DAB a également &érabe et comptabilisée.

Il. 7. Estimation des activités enzymatiques

Apres 6 semaines de culture, les activités pereg/daOX) et lipoxygénase (LOX) ont
été mesurées chez les plantes témoins (NM), myxEst{iM), non mycorhizés et infectés par
Bgt (NM+Bgt) et mycorhizés et infectés pBgt (M+Bgt) 24 et 48 hai. Les feuilles ciblées
pour le préléevement correspondent a la troisieméldedu maitre-brin de chaque plante (5
plantes/pok3). Par la suite, 100 mg de poids frais foliaire &feuilles réunies), provenant
du méme pot ont été utilisés comme réplicat bigjogi Les activités LOX ont été mesurées
directement aprés prélevement du matériel biolagiglors que les activités POX ont éte

mesurées sur un matériel végétal conserveé a -80 °C.

II.7. 1. L'activité POX

Le matériel biologique (100 mg de feuilles) a étéyk et homogénéisé dans 1 ml de

tampon phosphate de potassium (100 mM, pH 7,0).slimageant est récupéré apres
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centrifugation (12 000 x g, 5 min, 4 °C) et gar@déslla glace jusqu’au dosage de I'activité.
L'activite POX est ensuite mesurée en utlisant dy2'-azino-bis acide 3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) comme deuwmnd'électrons selon la méthode de
Mitchell et al., (1994) Iégérement modifiée. Le mélange réactiofthehl par échantillon) se
compose de 500 uM de ABTS, 250 uM dgka 35% dans un tampon acétate (25 mM, pH
4,4), et un volume adéquat de surnageant. Poumuehaandition, un témoin a été réalisé. |
est constitué de fL de tampon d’extraction ou de surnageant pouhbBédllon végétale
mélangé avec 99AL de mélange réactionnel. La POX a été dosée patrgphotométrie a
412 nm ¢ = 32,400 /M/cm). Une cinétique de l'activité enatique a été suivie durant 5

min. L’activité spécifique a été exprimée en nkat/te protéines.

II.7. 2. L'activité LOX

L’activité de la LOX a été mesurée selon la méthdéerite par Renard-Merliat al.
(2007). La formation de diénes conjugués de l'akiid€ique (C18: 2), un substrat de LOX,
est mesurée par spectrophotométrie a 235 nm pailwerd'activité LOX. Les tissus foliaires
et racinaires sont broyés dans un tampon de phtesplea potassium (0,1 M, pH 7,6)
contenant 9 mM d’octylthioglucopyranoside, 2% ddypaylpolypyrrolidone (PVPP), et 1
mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF). lieyat est ensuite centrifugé a 10 000
g a 4 °C pendant 15 min. L’acide linoléique (C18: substrat de la LOX, est préparé en
dissolvant 20 pL de cet acide gras avec 100 plvdeen 20 (CAS Unigema Amer, NJ) dans
20 ml de 4 acide morpholinepropanesulfonique (MORB) 7,0. Le mélange obtenu est
ensuite incubé sous azote pendant 10 min a 22é@édlange réactionnel contient 286 pL de
substrat et 28 puL de surnageant dans un volumedenaml| de 50 mM de MOPS (pH 7,0).
Une cinétique de l'activité enzymatique a été suipendant 5 min.e(= 23. 18 /M/cm).

L’activité spécifique a été exprimée en nkat/mguad#eéines.

II.7. 3. Dosage des protéines

Les concentrations en protéines totales des exfi@iaires ont été déterminées grace a
l'utilisation du kit "Total Protein Kit, Micro Lowyr, Peterson’s Modification” (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA), selon les instructioths fabricant. Les résultats obtenus des
dosages enzymatiques provenant de trois expérieifé&entes répétées dans le temps.
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Il. 8. Analyses statistigues

Les tests statistiques ont été réalisés a partd whplicats avec le logiciel Statgraphics
5.2.11.0 (Manugistic Inc., Rockville, MD, USA). Leésultats des données quantitatives ont
été décrits par leur moyenne et leur écart-typse.diiérences entre les différentes conditions
ont été déterminées avec le test des comparaisoitiples (ANOVA a 1 facteur) et I'analyse
des variances avec le test non paramétrique LS @b). Pour normaliser les données des
taux de mycorhization, initialement exprimées enrpentage, celles-ci ont été transformées
en coordonnées angulaires (arc sinus de la ragiméec p’ = arcsinVp), afin de pouvoir
réaliser le test LSD 0,05). La différence entre les comparaisons bi#sadr été déterminée
avec le test de Fisher{®,05).
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Article 1

Présentation de I'article 1

Problématique - objectif

Le blé est la deuxieme céréale la plus consomnagéd'pomme apres le riz. Cette
culture céréaliere importante peut étre soumiseattaxjues d8lumeria graminid. sp.tritici
(Bgt), champignon ascomycete biotrophe responsabl&idiuim. La lutte contre ce parasite
nécessite l'utilisation de cultivars résistantsl’application intensive et systématique de
fongicides. Afin de réduire l'usage d’intrants clgnes, nocifs pour 'Homme et son
environnement, le développement d'une agricultius gurable est devenu une priorité, aussi
bien pour les pouvoirs publics que pour les sdiguoies. Parmi les méthodes alternatives de
protection des plantes pouvant étre mises en pladggcontréle occupe désormais une place
de choix. Ce dernier consiste a utiliser des osyaas naturellement antagonistes des agents
phytopathogénes, ou bien capables de stimulerdfienses naturelles des plantes, comme les
CMA.

A ce jour, le potentiel des CMA dans la protecties plantes a été décrit le plus
souvent dans le cas d’infections racinaires, mas peu dans les maladies foliaires. De plus,
I'effet protecteur des CMA a été rapporté dansddre d’interactions plantes/champignons
hémibiotrophes et nécrotrophes, mais pas du tmd dacas des agents fongiques biotrophes

comme celui responsable de I'oidium du blé.

C’est pourquoi, I'objectif du premier article dete these vise a mesurer I'éventuel
effet protecteur de I'inoculation mycorhizienne pamneliformis mossea@m) contre Bgt
en stimulant les défenses naturelles du btéi¢um aestivup Ce travail a été mené en pots

et en conditions controlées. Ce travail a congisté

1. Déterminer les parametres de mycorhization du mlgrésence de l'inoculufam.
Cet inoculum a été choisi car plus de 50% des étgde I'effet protecteur de la
mycorhization ont été réalisées avec le g&Bl@mus en paticulier avec I'espece
F. mossea¢synonymeGlomus mosseagVierheilig et al.,2008).

Evaluer 'effet de la mycorhization sur la croissart I'infection du blé;

3. Etudier les éventuelles réactions de défense ieslgibez le blé mycorhizé par (i)
des observations cytologiques (apposition de papilluorescentes, détection de
'accumulation du peroxyde d’hydrogéene, (®4)), (i) des mesures d’activités

enzymatiques, peroxydase (POX), lipoxygénase (L@X)(iii) I'analyse de
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transcrits via I'expression des genes codant pour certains margueie
défense impliqué dans linteraction blé-oidium teige la POX la chitinase
(CHI1), la phénylalanine ammonia-lyas@AL) (Tayeh et al, 2015), la Non-
expressor Pathogenesis-Related ProteitddPR() et laLOX (Khonget al.,2013).

Résumé des principaux résultats

Apres 6 semaines de culture en présence de l'inotuhycorhizienFm, un taux de
mycorhization de 38% dans les racines de plantsi@et une amélioration de la croissance
(biomasses seches racinaire et foliaire) ont éténoies. De plus, un taux de protection contre
Bgt estimé a 78%, a été observé sur les feuilles plasts de blé mycorhizés. Les
observations cytologiques ont révélé une rédudtiomombre de conidies formant un tube
germinatif appressorial associé a un haustoriuns des cellules épidermiques des feuilles
des plants de blé mycorhizés. En outre, une ac@ationlde composés phénoliques et de
H.O, au niveau du site de pénétration de I'agent patheggt a été observée. Les suivis
d’accumulation de transcrits, par RTgPCR, ont nméontne surexpression des gemE3X
PAL, CHI1 et NPR1codant pour des marqueurs des réactions de déflanseles feuilles de
plants de blé mycorhizés, et ce uniguement en abs#l'agent pathogéne.

L’ensemble de nos résultats démontrent que la ¢foteobtenue contre I'oidium du
blé en réponse a l'inoculation mycorhizienne pouc@nstituer une Résistance Induite par la
Mycorhization (ou MIR pour I'anglais Mycorrhiza-inded resistance). Dans nos conditions,
les mécanismes associés a la MIR ont réduit leldgpement ddgt et induit une élicitation
de type systémique plutét qu'une potentialisati@priming ») des défenses dans les feuilles

des plants de blé mycorhizés.
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Arbuscular mycorrhizal inoculation induced resistarce in wheat to powdery mildew
(Blumeria graminisf. sp.tritici)

G. Mustafa, N.G. Khong, B. Tisserant, B. Randoux, .JFontaine, M. Magnin-Robert, Ph. Reignault, A.
Lounés-Hadj Sahraoui*

Unité de Chimie Environnementale et Interactiondes¥ivant (UCEIV), Université du Littoral Céte d'@le,

50, rue Ferdinand Buisson, F-62228 Calais cef¢ance.

Summary

« In order to develop a more sustainable agricultusing alternative control strategies, the
biocontrol ability of the arbuscular mycorrhizahfyus,Funneliformis mossea&m), to protect wheat
against the biotrophic phytopathog8lumeria graminid. sp.tritici (Bgt) was evaluated.

« After 6 weeks of culture in pots, mycorrhizal (M)danon-mycorrhizal (NM) plants were infected
by Bgt The impact ofFm on wheat growth was first evaluated, then plaotgution and defense
induction were investigated in leaves.

< In parallel to a significant 38% M rate, increage®oth root and shoot biomasses were obtained
andBgt infection was reduced by 78% on M wheat leavesological observations revealed thagt
haustorium formation in epidermal leaf cells of Nhemt was reduced, and phenolic compounds and
H,0O, were accumulated at the penetration site. Trgptscainalyses demonstrated an up-regulation of
POX, PAL CHI1 andNPR1genes in M wheatn the absence of the pathogen only.

* We demonstrated here a protection of wheat agagish response t&m inoculation, which could be
related to a Mycorrhiza Induced-Resistance (MIRur dindings suggest that MIR-associated
mechanisms impaireigt development process and induced a systemic dliciteather than a primed

state in wheat leaves.

Keywords: arbuscular mycorrhiza fungi, wheat, powdery milddiocontrol,mycorrhiza induced-
resistance
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Introduction

Wheat is the most widely cultivated cereal in wnarld, with a production about 705
million tons in 2015 (http://www.igc.int), accoung for 30% of the global produced cereals.
Unfortunately, this crop is attacked by a rangefafar fungal diseases. Among them,
powdery mildew is caused by the ascomycete furgjumeria graminisf. sp. tritici (Bgf),
which leads to white powdery spots appearance aailkaves and stenidgtis a biotrophic
fungus widely distributed throughout the world, tmadarly in humid regions. It is
responsible for severe yield losses (about 30%)cested with early infections of highly
susceptible cultivars (Bricefio-Felist al., 2008). Synthetic fungicides that are commonly
used to control this disease cause both humanhhpaiblems (reprotoxicity, neurotoxicity
and carcinogenicity) and environmental pollutio@ruc, 2010). Using alternative control
strategies, compatible with a more sustainablecaljure, became an urgent need to reduce
the systematic use of fungicides. Among biologicadthods, inoculation with Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (AMF) could constitute a potemt@ternative of biocontrol for crop
diseases (Singét al.,2012). AMF are able to establish symbioses witbr@0% land plant
species (Smith & Read, 2008), conferring severakbes to host plants (Smitkt al., 2010).
They improve the plant nutritional status as welllzeir resistance against biotic and abiotic
stress (Miransaet al.,2010) such as drought (Subramarearml, 2006, Ruiz-Lozanet al,
2006), salinity (Daekt al., 2009) and pollution (Hildebrandit al., 2007; Debianeet al.,
2009; Campagnaet al.,2010).

Concerning biotic stress, the induction by AMFpddint resistance against soil-borne
pathogens has been described in previous studibgppa/2004; Pozet al.,2013 for review;
Hayeket al, 2014), but their role in protecting plant agaiftdiar diseases caused by fungal
pathogens remains scarce and controversial.

Several studies revealed that the relationshipsdeat above-ground pathogens of different
lifestyles and AMF are complex. In the case of Hmatiophic pathogens such as
Colletotrichum orbicularein cucumber colonized bfRhizophagus irregularigLee et al.,
2005) orFunneliformis mosseaéChandanieet al., 2006), andPhytophthora infestang
potato plants colonized iylomussp (Gallouet al.,2011), the impact of AMF varies from no
effect to significant reductions of the infectionSoncerning infection by necrotrophic
pathogens such aBotrytis cinereaor Alternaria solani,it was shown to be reduced
mycorrhizal tomato plants colonized Bymossea@r R. irregularis (Fritz et al., 2006; Jung

et al., 2009; Fiorilliet al., 2011). Conversely, some biotrophic pathogens wbosvn to be
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overall more virulent in leaves of mycorrhizal penDugassat al (1996) reported that
Oidium lini infection increased in flaplants colonized byR. irregularis Similarly, Gernns,
(2001) showed that mycorrhizabarley colonizedby Glomus etunicatumwas more
susceptible tdBlumeria graminid. sp. hordei whereas Larseat al. (2004) did not observe
any protection againgtodosphaera xanthin cucumber plants mycorrhized By irregularis

The establishment of arbuscular mycorrhizal sysibicvolves remarkable changes in
the physiology of the host plant roots (Kotheirial., 1990; Chatzistathist al.,2013). In non-
mycorrhizal tomato root parts of mycorrhizal spbtt system, a systemic induced resistance
was observed again®. parasitica proliferation, resulting from elicitation of hostall
thickenings containing (non-esterified pectins) &fg-1a protein in reaction to penetration
attempt of intercellular pathogen hyphae (Cordierl.1998). Likewise, this bioprotective
systemic effect can be observed in the leaves afomlyizal plants through stimulation of
various defense responses in the host plant. Totegtive effect observed on the leaves of
cucumber colonized bR. irregulariswas related to the enhancement of callose formatio
the penetration site df. orbiculare(Leeet al., 2005) In mycorrhizalMedicago truncatula
plants, the expression of many genes involved amtpllefenses was induced in shoot tissues
in comparison to non-mycorrhizal plants, suggesérgystemic induced response from roots
to shoots (Liuet al., 2007). Furthermore, a systemic induction of reguiadefense-related
genes was described in leaves of mycorrhizal rieate in parallel to a gain of plant
resistance against the hemibiotrophic pathdgegnaporthe oryza¢Campos-Sorianet al.,
2012). Pozo and Azcon-aguil2007) suggested that the observed protection @ated to a
mycorrhizal induced resistance (MIR) which was désd to operate with the same
mechanism leading to the priming of plant defemskiced systemic resistance (ISR). ISR is
defined as an enhanced defensive capacity of ttiee gglant against a broad spectrum of
pathogens. That is acquired upon local inductionbleyeficial microbes, such as plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) or fungi (FpEPieterseet al.,2014). ISR has been
described as involving jasmonic acid (JA)/ethyléB&)-dependent signalling pathway (Ahn
et al, 2007, Steiret al.,2008; Pieterset al.,2014). Unlike, Systemic Acquired Resistance
(SAR), which was shown to depend on salicylic 484) production and signalling, provides
long-lasting and broad-spectrum resistance in eotefl parts, in response to a challenge by a
pathogenic agent (Ryags al.,1994; Kachroo & Robin, 2013).

Our work is the first one which described AMFabiocontrol agent targeting wheat-
powdery mildew. It aimed firstly to establish thetgntial protective effect of arbuscular

mycorrhizal inoculation against wheat powdery midand to evaluate the impact of
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arbuscular mycorrhizal inoculation on wheat grov@acondly, some mechanisms involved in
mycorrhiza-induced defense in wheat leaves weresiiyated at three levels: cytological
observations (auto-fluorescence associated withllpapformation), enzymatic activities
(peroxidase and lipoxygenase) and transcripts asalyhe gRT-PCR analysis focused on the
expression of genes involved in wheat defensedy as@enes encoding for a pathogenesis-
related protein peroxidagOX), lipoxygenasel(OX), phenylalanine ammonia lyasBAL),
chitinasel CHI1) andNonexpressor of Pathogenesis-Related ProteBR().

Materials and methods

Biological Material
Wheat {riticum aestivurpcultivar Orvantis (Benoits C.C., Orgerus, Francaswsed in this

study. This cultivar is considered as susceptildewheat powdery mildew caused by
Blumeria graminid. sp.tritici (Bgtf), exhibiting an estimated field resistance levein5a 1 to

9 scale. Seeds were pre-germinated on moist veliteifor 2 days and then transplanted into
pots (300 ml capacity) to grow in a controlled gtowehamber at 12-18°C night/day, a 12h-
12h photoperiod and 70% humidity.

Experimental design and inoculation by AMF
Pots were filled with a sand, perlite and vermieu(@2:1:1) mixture, sterilized twice (120°C

and 1 bar for 30min)Funneliformis mossea@m) (Schul3ler & Walker, 2010) was used as
AMF inoculum (MycAgro Ltd, France).

Autoclaved substrate was supplemented with inocull®% of total quantity) before
deposition of germinated seeds. Non-Mycorrhizalnfga(NM) were supplemented with
equivalent amounts of autoclaved inoculum, in ordeprovide the plants with the same
organic substances as Mycorrhizal (M) plants. Blamére irrigated with 50 ml potof a
Hoagland’s nutrients solution (Hoagland & Arnon,509 and with distilled water as

necessary.

Pathogen Infection
The B. graminisf. sp.tritici (Bgt) MPEbgt1 isolate used in this study was kindlyvted by

Dr M.-P. Latorse from Bayer Crop Science (Lyon,reé&). The fungus was maintained on
wheat plants in a separate room culture until Hgasporulating. Healthy wheat seedlings
were infected with 10 days-ol8gt conidia that were collected by vacuum extractioomf

fully sporulating leaves and suspended in FC43tdugsafluorotributhylamine, Fluorinert ™
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Electronic Liquid, 3M, Cergy-Pontoise, France). Buspension concentration was adjusted
to 5.10 spores nit except for the microscopic observation test amdXaB staining, where
the conidial suspensions were adjusted toah@ 7.5 10 spores mt respectively. Leaves
were sprayed with conidia suspension (0.5 plant!) when plants were 6 week-olBgt
symptoms appeared 8 days after infection (dai), tardnumber of colonies léabf wheat
plants was counted either on all the infected Isarethe 3' leaf only.

Determination of plant growth parameters

After 6 weeks of culture, plant length, leaf anghsthumbers were noted for each plant. Shoot
and root dry biomasses were harvested and thed idrig hot air oven at 60°C for 48 h until
constant weight. Three distinct pots were usedia®dical replicates for each treatment,

considering every pot as a sample (5 plant$)pot

Determination of arbuscular mycorrhizal root colonization rate

All events related to AMF root colonization, nameatyernal hyphae, arbuscules and vesicles
were visualized after 6 weeks of culture by micopscobservation on Trypan blue-stained
roots. Wheat plant roots were washed with distileater to remove the small amount of
strongly adhering sand. They were cleared in KOPFb Kolution (v/v) for 1 hour at 70°C,
then stained with Trypan blue (0.5 §) lin water, glycerol and lactic acid mixture (1:1:1
viviv) for 1 hour at 70 °C (Phillips & Hayman, 1970rhe root pieces were stored in a
water/glycerol/lactic acid (1:1:1, v/v/v) solutioRoot colonization rate was calculated using
the grid line intersect method (McGonigleal, 1990). One hundred root fragments from 15
plants sampled from three different pots (5 plam$') were observed under an optical
microscope (x100). Three intersections per roogrfrant were examined. In total, 300
observations per treatment are analyzed. The {@fal arbuscular (A) and vesicular (V)

mycorrhizal rates were estimated.

Cytological investigation ofBgt growth and auto-fluorescence detection

The third leaf of NM and M wheat plants infectedwiBgt was harvested 48 hours after
infection (hai), cleared in ethanol: acetic acitbgon (3:1, v/v) then stained using 0.1% (w/v)
Trypan blue. Different developmental stagegt were monitored: conidium with primary
germ tube (PGT), abortive appressorial germ tubeo(ve AGT), and AGT without and
with haustorium (HS). Conidia with HS formation abichanched hyphae were also observed

72 hai. In addition, auto-fluorescent papillae, fednin response to penetration of AGTS,
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were observed using an Eclipse E600 (Nikon, Cotmoralapon, Tokyo) (excitation EX450-
490 nm, DM505, BA520 nm transmittance range, x1008400). Fluorescence intensity of
papillae was recorded on a 0-2 scale modified f@armveret al. (1991) by Randouxt al.
(2006), with class 0: no visible fluorescence; lakvuorescence and 2: strong fluorescence.

The presence of whole fluorescent cells was alsoitored.

Light microscope detection of HO,

Detection of hydrogen peroxide {8,) was carried out using the DAB (3,3
diaminobenzidine) staining method according to @abChristenseret al. (1997). The
infection byBgtwas applied on 6 week-old plants. The third leavese excised 17 hai and
the cut end was immersed in a solution containimg Ini* DAB dissolved in water (pH 3.8
with HCI). The leaves were kept in this solutiohpwing DAB uptake for 4 hours. Twenty
one hai, DAB staining intensities of NM plants we@mpared to those of M plants. DAB-
treated leaves were then transferred in aceticettidnol (1:3, v/v) to fix the DAB staining
and bleach the leaves from chlorophylls. These peades of 1.5 cm-length, sampled from 5
plants, were soaked in water for 3 hours and thered in lactoglycerol (water: glycerol:
lactic acid, 1:1:1, v/v/v). Accumulation of ;B, at the site of pathogen penetration was
observed with an Eclipse E600 (Nikon, Corporati@pah, Tokyo) (x1000 or x400). A
staining intensity scale was designed to evalueerntensity of HO, accumulation (Randoux
et al.,2010): (i) class 0, the AGT penetrated the epidéicell but there was no visible DAB
staining, (ii) class 1, weak DAB staining intensif§) class 2, average staining intensity, (iv)
class 3, strong staining intensity. The presencewbble cell DAB staining was also

monitored.

RNA extraction, quantitative RT-PCR analysis and gaee expression

After 6 weeks of culture, expressions of defensated genes were monitored in M and NM
plants infected or not bBgt (5.1¢F spores mt). Plant third leaves were sampled at 0, 12 and
21h after infection (hai), and the same samplingcpdure was also conducted in non-
infectious conditions. Sampled leaves were frozenliquid nitrogen to halt enzymatic
activities and stored at -80°C prior to use. TR&IA was extracted from 100 mg of frozen
tissues using RNeasy Plant Mini Kit (Quiagen, Thethgrlands). Genomic DNA
contaminating the samples was removed by treatmatht the RNAse-Free DNase Set
(Quiagen, The Netherlands).Total RNA was quantifigdmeasuring the absorbance at 260
nm, 2 pug were reverse-transcribed using High CapafdNA Reverse Transcription Kit
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(Applied Biosystems, USA) according to the manufest's protocol. Expression of targeted
genes selected from previous studieal, LOX andCHI1, Tayeh, 2012; Tayeh at., 2013)
and newly designed onellPR1andPOX) was assessed by quantitative reverse-transariptio
polymerase chain reaction (QRT-PCR) using the psniisted in Supplemental Table 1.
Primers of theNPR1andPOX genes were designed using the Primer Expressagmognd
were tested for secondary structure using the NetdP program. Reactions were carried out
in a real-time PCR detector ABI Prism 7300 appadfpplied Biosystems, USA) using the
SYBR green master mix (Applied Biosystems, USA) tredfollowing thermal profile: 15s at
95°C (denaturation), 30s at 60°C (annealing) arel&8072°C (extension) for 40 cycles. PCR
reactions were performed in triplicate for threddpendent samples. They were normalized
with the housekeeping gene ACT. The analysed geees considered as significantly up- or
down-regulated when changes of their expressioe »2iX or<0.5 X.

Supplemental Table 1.Genes analyzed by real-time reverse-transcript@ymerase chain reaction

Genbank accession PCR primer

Gene Primer sequences =
q number efficiency (%)

5-AACCTTCAGTTGCCCAGCAA-3'
5- TGTTCGACCGCTGGCATAC-3'
. . 5-CCCCCATTGGTGTCTCCAT-3'
PAL(phenylalanine ammonia lyase) 5-ACTGCGCGAACATCAGCTT-3' AY005474 92.7
. 5-GGGCACCAAGGAGTACAAGGA-3’
LOX(lipoxygenase) 5-GCTCGTGATGGTGTGGATGA-3’ U32428 100.0
5-CACCACACCACTCCACCAGTAA-3’
5-AGCACCACAAGAGAAAGGCAAG-3’
L 5-GCCACGTCCCCACCATACTAT-3’
CHI1(chitinase 1) 5.CCGGCAAGATCGTAGTTGGA-3' AB029934 90.0
NPR1(non expressor of pathogenesis related 5-TGTGCTGGACAAGATCATGGA-3'

gene 1) 5-TCCTTGCCAAAGCAACTCG-3'

ACT (actin, housekeeping gene) AB181991 97.7

POX(peroxidase) X56011.1 95.0

AX351145 96.0

Enzymatic Activities

After 6 weeks of culture, peroxidase (POX) andXygenase (LOX) activities were assessed
in M and NM plants infected or not lBgt These activities were then measured 24 and 48
hours subsequently to the infection. The third leam 5 plants was collected; 100 mg of
fresh leaf were taken for immediate LOX assay dm& same amount was kept in liquid
nitrogen then transferred into -80 C° freezer f@Pactivity assay.

LOX (EC 1.13.11.12) activity was measured in lea$ues according to Todst al. (1990)
and Avdiushkeet al. (1993), with slight modifications according to Riauxet al. (2010).

For POX (EC 1.11.1.7) activity, foliar fragments reecrushed and homogenized in 1ml of
ice-cold 100 mM potassium phosphate buffer, pH Pditiculate materials were removed by
centrifugation (12,000 x g, 5 min, 4°C). The sup¢ant was kept at 4°C and then it was

diluted 2 times for leaf enzyme extract. POX wasaged colorimetrically using Z;azino-
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bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS)the electron donor at 20°C according to
the method of Mitchelét al. (1994) with slight modifications. The reaction e consisted
of 500 uM ABTS, 250 uM kD, in 25 mM acetate buffer (pH 4.4), and the suitaldkime

of crude enzyme extract. The formation of the raldeation was rapidly monitored at 412 nm
(e = 32,400 M cmi?).

Protein content in the enzyme extracts was measisied) the method of Lowrgt al.

(1951). The standard curve was established withneoserum albumin (BSA, Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) for the estimation ofotpm content. Three independent

experiments were analyzed.

Statistical Analysis

Overall, three distinct pots — each one contaipaBits — were used as biological replicates
for each treatment. Data were analyzed statisyicif mean comparison by the least
significant difference (LSD) test using Statgraghrelease 5.1 software (Manugistic, 278
Inc., Rockville, MD, USA). Standard deviations weraculated by Microsoft Office Excel
2007 for all the data in this paper. Percentage® wenverted to arcsin values before the
analysis of ANOVA and LSD test.

Results
Wheat root mycorrhizal rates after inoculation by Fm

The efficiency ofFm mycorrhizal inoculation was determined by measunvigeat root
colonization rate after 6 weeks of culture. White arbuscular mycorrhizal structures in the
roots of NM wheat plants (control) were detectettaradical hyphae, arbuscules and vesicles
were extensively observed in roots of plants gromwrthe culture substrate—supplemented
with Fm inoculum (M wheat plants). Total, arbuscular aegdigular colonization rates were
estimated to 38, 19 and 17% respectively in thésrobM wheat plants (Table I).

Table 1. Root colonization rates of Mycorrhizal (M) wheatpls after 6 weeks of culture. Results
were obtained from two independent experiments.e@agions were carried out on 100 root
fragments from 15 plants sampled from three diffepots.

Root mycorrhizal rate (%) M
Total 38
Arbuscular 19
Vesicular 17
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Impact of arbuscular mycorrhizal inoculation on wheat growth

To evaluate the impact of arbuscular mycorrhizalculation on wheat growth, different
parameters (plant length, leaf and stem numbet,aiod shoot dry weights) were measured in
M and NM wheat plants after 6 weeks of culture.URss presented in Table II, showed that
shoot and root biomasses increased in M plantdbbyte® and 45% respectively compared to
NM plants. However, no significant differences wel#ained for plant lengths, leaf and stem

numbers between M and NM wheat plants (Table II).

Table II. Impact of mycorrhizal inoculation on plant growdifter 6 weeks of culture. Values are
means * standard deviation. Results were obtaired fwo independent experiments and each one
corresponds to 15 plants sampled from three pote &sterisk indicates a statistically significant
difference between Mycorrhizal (M) and Non-Mycowrdli (NM) wheat plants according to the LSD
test < 0.05).

Wheat growth parameters NM M
Plant length (cm) 39.24+2.09 38.38+2.17
Leaf number plant'l 6.73+0.82 7.13+0.99
Stem number plant_1 1.63+0.62 1.88+0.68
Shoot dry weight (mg5 plants)) 1020480 1120+70*
Root dry weight (mg5 plantél) 240180 440£50*

Reduction of wheat infection byBgtin response toarbuscular mycorrhizal inoculation
After 6 weeks of culture, M and NM plants were ttél byBgt The number of colonies on

infected leaves and on th& &af only were counted at 8 dai. About 96 andB2jt colonies
were recorded on NM and M wheat leaves, respegtif&hble IlI). The corresponding
protection rate was estimated to about 78% in Mawpéants compared to NM ones. Results
obtained specifically on the®deaf were similar and protection rate was estichateabout
71% (Table II).

Table Ill . Impact of AM inoculation on wheat infection Bgt (5.1F spores rriil). Infection test was
performed on 6-week-old wheat and colonies werantamli8 dai. *: indicates a significant difference
between the number of colonies on Mycorrhizal (Myl &on-Mycorrhizal (NM) wheat plant leaves
according to the LSD tesP£ 0.05).Values are means * standard deviation. &belts were obtained
from two independent experiments and each onesmorels to 15 plants sampled from three pots.

NM M
Number of colonies leaf- 96 +44  21+8*
Number of colonies 4§ leaf * 99+35  28+10*
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Cytological investigation ofBgt infection process

In order to investigate the impact of wheat myciaahinoculation orBgt infectious process,
its different developmental stages (conidia withTPabortive AGT, AGT without and wit
HS,AGT with HS formation and branched hyphiwere observed by microscopy 48 hai
M and NM wheat epidermal leaf cells (Table IV). Qasults showed that there was
significant difference betweePGT (Fig. 1a) percentages &M and NM wheat, whereas
abortve AGT (Fig. 1b) were 10 fold more frequent on Mugl leaves compared to the M
ones The percentage oAGT without HS formation (Fig. 1c) was 1.4 fold hey within
wheat epidermal leaf cells of M planin contrast, the percentage AGT with HS (Fig.1d)
was 2 fold lower in leaf cells of M plants compated\NM ones. AGT with HS formation at

branched hyphae were also observed at 72 hai {ielg. This fungal developmental ste

decreased by 5 fold in wheat epidermal leaf cdllsI@lants compared tNM ones (Table
V).

a- PGT b- Abortive AGT

e- AGT with HS formation and branched hyvphae

c-AGT d - AGT + HS at the beginning of development

Fig. 1: Microscopic observations of different stages Bgt development §.1C spores mt) in
epidermal leaf cells oMycorrhizal (M) and No-Mycorrhizal (NM) wheat plantsPGT: primary
germ tube; AGT: appressorialrm tube; HS: haustorium. Stages a, b, ¢ and d woleserved 4thai,
whereas stage e was observechai. All events were observed on tH&l8af from 5 distinct plant
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Table IV: Percentages of the different developmental stafieRgt conidia (6.18 spores mil) in
epidermal leaf cells of botMycorrhizal (M) and Non-Mycorrhizal (NM) wheat plsn PGT:
primary germ tube; AGT: appressorial germ tube; ht&istorium. All events were observed on tHe 3
leaf from 5 distinct plants. One asterisk indicaestatistically significant difference between kda
NM wheat plants according to the LSD te3t 0.05).

Event (%)
Conidia developmental stage NM M
PGT only 9.28 8.62
Abortive AGT 1 10.34*
48 hai { AGvithout HS 41.23 57.76*
AGT with HS 48.45 23.27*
72 hai AGT with branched hyphaand HS formation 40 8*

The occurrence of auto-fluorescent papillae wasitom@d and their fluorescence intensity
was classified in three categories: class 0: narélscent papillae seen beneath AGT (Fig. 2a);
class 1: weakly fluorescent papillae (Fig. 2b)ssl2: strongly fluorescent papillae (Fig. 2c).
An additional event, whole-fluorescent cells, wks®anonitored (Fig. 2d). For each category,
the presence of HS was also recorded. Percentdgesio event are presented in Fig. 3. No
fluorescent papillae class was more frequently egkin leaf cells of NM plants compared
to M plants, irrespective of the presence or theembe of HS. Excepted for weakly
fluorescent papillae with HS, the percentage obridscent papillae was more important in
epidermal leaf cells of M plants compared to NM syngarticularly in the absence of HS
(35% in M plants compared to 6% in NM ones for wealkuorescent papillae class).
Moreover, whole-cell fluorescence was mainly obsdran M plants (10%) compared to NM
plants (1%) (Fig. 3).
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a. Class O

c. Class 2

Strongly fluorescent papillae

No fluorescent papillae

Weakly tluorescent papillae

d. Whole-fluorescent cell

h. Class 1

Fig. 2. Localized autdtuorescence associated with the formation of peiht theBgt penetration
sites ofBgt (6.1 spores mt) in wheatepidermal leaf cells. All events were observed di8om the 3¢

leaf from 5 distinct plants.

Bgt appressorial germ tube frequencies
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papillae fluorescent fluorescent papillae fluorescent fluorescent
\ papillae papillae ) \ papillae papillae )
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cell

Fig. 3 Frequencies of AGT associated with «fluorescence at penetration sitesBgt (6.10 spores
ml™) in wheat epidermal leaf cells with and without Hof both Mycorrhizal (M) and No-

Mycorrhizal (NM) wheat plantsAll events were observed 48 hai on 3° leaf from 5 distinct plants
One asterisk indicates a statistically significdiffierence betweeM and NM wheat plants accordil
to the LSD testR< 0.05).

Cytochemical detection of F,0,accumulation atBgt conidia penetration site:

Upon infection of wheat leaves IBgt, H,O, accumulation in the epidermal cell wall bene

AGT was monitored within 21 hai by redd-brown staining due to DAB polymerizati

(Fig. 4). DAB staining was classified in fouategories as follow: class 0: no visible D,

staining (Fig. 4a)class 1: weak DAB staining intens(Fig. 4b) Class 2: average staini
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intensity (Fig. 4c)and class 3: strong staining inten (Fig. 4d) Whole cell DAB staining
was also observed (Fig. 4@he presence of HS was also monitored (Fis

In NM plants, most oBgt AGT penetration events led to no visible DAB stagior
weak DAB staining in thevhea epidermal leaf cells, especially in the presencd®f On the
contrary, in M plants, Z& of the events led to an average intensity ohstgiand 12% to
strong intensity, in association with the absenicel®. Moreover, whole cell DAB stainir

was observed only in epidermis of M plants leadd$4)

d. Class 3: Strong intensity e. Whole cell DAB staining

Fig. 4 H,0, accumulatiorat AGT penetration sites Bgt (7.5 16 spores mt) in wheat epidermal
leaf cellsof both Mycorrhizal (M) and Nc-Mycorrhizal (NM) plantsvisualized after DAB staining

C: conidium; PGT: primary germ tube; AGT: appresdagerm tube. All events were served 21 hai
on the ¥'leaf from 5 distinct plan
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g 5 ] * I
Q
g o A o — r . . ; . ;
2 No visible Weak Average Strong No visible Weak Average Strong Whole cell
DAB intensity intensity intensity DAB intensity intensity intensity DAB staining
L J \
With HS Without HS

Fig. 5: Frequencies of AGT with DAB stainirat the penetration sites Bgt (7.5 1C spores mt) in
wheat epidermal leaf cells with and without of both Mycorrhizal (M) and Nc¢-Mycorrhizal (NM)
plants All events were observed 21 hai on t leaf from 5 distinct plants. One asterisk indica
statistically significant difference betweM and NM wheat plants according the LSD test P<
0.05).

91



Article 1

Effect of Bgt infection on expression pattern of defense-relategenes in leaf tissues of
mycorrhizal and non-mycorrhizal wheat plants

After Bgt infection, PAL, POX CHI1 andNPR1expressions were up-regulated in NM
wheat leaves at 12 or/and 21 hai in our conditiéng. 6a,c,d,e). The highest induction was
observed for th®OX expression, with 24-fold and 3.2-fold at 12 hai &idhai, respectively
(Fig. 6¢), compared to the corresponding contrd¥(Nheat in non-infectious conditions). A
similar trend was observed for the expressiofdtl (Fig. 6d), with lower induction values
of 7.4- and 3-fold at 12 and 21 hai compared todtetrol, respectivelyNPR1expression
was induced during the infection time course, wdtd- and 8.4-fold at 12 and 21 hai,
respectively (Fig. 6ePAL expression appeared to be significantly 2.1-fgeregulated later,
at 21 hai (Fig. 6a). In M wheat infected Bgt the expression pattern of target genes
appeared as very different to that observed in Nivat. Indeed, no up-regulation BAL,
POX CHI1 or NPR1lexpressions was observed during fungal infectiomthe contrary, POX
was repressed at least 2.5-fold at 12 and 2lhaipamd to M wheat in non-infectious
conditions. LikewisePAL andCHI1 were also repressed, at 12 hai by 2.4-foldPat. and at
21 hai by 2.9-fold foICHI1 (Fig. 6a,d). In the case &fOX, a slight and transient induction
(2.2-fold) was observed at 12 hai, followed by pression (2.1-fold) at 21 hai in comparison
to M wheat in non-infectious condition (Fig. 6b)oMover, the expression BfPR1was not

affected in leaves of mycorrhizal wheat infectedBlgy
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Fig. 6: Effect of B. graminisf. sptritici (Bgf) infection on gene expressionAL (a), LOX (b), POX

(c), CHI1 (d) andNPRZ1(e) in leaf tissues of mycorrhizal (M) and non-mydozal (NM) wheat Bgt
(5.1F spores mt) infection was performed on 6-week-old M and NMeahand the '3 leaf were
sampledat 0, 12 and 21h post-infection. Gene egjmeswvas performed by quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (qQRT-PCRgsults are normalized to the act in gene
expression. Gene expression at each time poiepiesented relative to the non-infectious contvol f
NM wheat (NM+Bgt curve) or for M wheat (MBgt curve), respectively. PCR reactions were
performed in triplicate for three biological indepient samples of one experiment. Results correspond
to the means (+ standard deviation). Gene expmesgas considered as significantly up- or down-
regulated to the 1x control, when changes in nadatixpression were2x or<0.5x, respectively.
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Impact of mycorrhizal inoculation on expression patern of defense-related genes in leaf
tissues of wheat infected or not witlBgt
After 6 weeks of wheat culture in the presence bfFA the expression dPAL, POX

CHI1 andNPRL1in leaves was at least 2-fold induced comparechéoNM plants in non-
infectious conditions (Fig. 7). No modification b©X expression in leaves of M wheat was
observed with or withouBgt infection (Fig. 7). No additional effect on the uddion of
defense-related genes was observed in leaves daiMspn response tBgt attack (Fig. 7).
On the contrary, the combination of mycorrhizaldalation and pathogen infection led to a
down-expression dPOX andNPRIat 12 (16- and 3.6-fold) and at 21 hai (2.8- ardfald)
(Fig. 7). In the case dPAL and CHI1 genes, the inducing effect of mycorrhizal inocwati
described above on wheat leaves was not obsertexdgt infection (Fig. 7).

non-infectious infectious conditions

conditions 12 hai 21 hai
PAL 2.06 1.17 0.8
LOX 1.32 0.49 1.35
pox{ 5 [T 006 | o035
CHI1 4.6 0.64 0.62
NPR1 3.4 0.28 0.42
<0,05 >10
]

Fig. 7. Effect of wheat arbuscular mycorrhizal inoculation the relative expression of 5 selected
genes RAL, LOX, POX CHI1 andNPRJ in non-infected an@gtinfected plants. After 6 weeks of
culture in the presence of AMF inoculum, wheat fdamere infected or not tBgt (5.10 spores mb).

The color scale bars represent the ratio valuesegponding to the mean of three independent
samples. Genes down- or over-expressed appeaadesiof gray, with lowest and highest expression
(<0.05 and>10, respectively) in bright gray, and unchangedesgion compared to control in white.
Gene expression was measured by quantitative eewensscription polymerase chain reaction, in (i)
non-infectious conditions (gene expression is gmeed relative to NM wheat) and in (ii) infectious
conditions (gene expression is represented relaiiveNM+Bgt wheat). Gene expression was
considered as significantly up- or down-regulatedtiie 1x control, when changes in relative
expression were2x or<0.5x, respectively.

Effect of mycorrhizal inoculation and/or Bgt infection on POX and LOX activities in

wheat leaves
In order to find out enzymatic mechanisms invohadwheat resistance againBgt in

mycorrhizal plants, two enzyme markers involvedpiant defense pathwayse. POX and
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LOX activities, were assessed in leaves of NM andvNeat plants in nc¢-infected and
infected conditions.

In wheat leaves, basic POX activity was higher implants than in NM plant(Fig. 8a). In
NM plants, Bgt infection increased leaf POX activity from 24 hagi B0%. However, in N
plants,Bgtinfection didn’t induce any change in leaf POX wityi, whether 24 or 48 h:

In M plants, leaf LOX activity was lowethan in NM plants in nomfectious conditions
After Bgt infection, nochangein LOX activity was detected imheatleaves either in M

plants or NM plantszompare to their controls (Fig. 8b).
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Fig. 8 Effect of Fm mycorrhizal inoculation &d Bgt infection (5.18 spores mt) on POX (a), LOX
(b) activities in leaves at 24 and 48 haiBgt. NM: Non-Mycorrhizal and nonnfected plants; MFm

Mycorrhizal and nonnfected plants; NMBgt: Non-Mycorrhizal andBgtinfected plant; M+Bgt:

Mycorrhizal andBgtinfected plantsValues are means * standard deviation. Results wlatia@nec
from three independent experiments. In each experinthe ™ leaf of 15 plants sampled from thr
pots, was usedolumn headed by different letters indicate siically significant differences betwe:
the different conditions at a given daccording to the LSD tesP{ 0.05).

Discussion

The present study showed that arbuscular mycotrhipaulation withFm induces, in
controlled pot conditions, a significant and a egst 78% protection against the biotrop
fungal pathogemgt Such a result has never been rted so far in the case of the whBgt
pathosystem, and more generally for biotrophic afolipathogens. However, simil
observations were made in other pathosystems. dninfections bynecrotrophic pathoget
such asB. cinereaor A. solaniwere reducedn mycorrhizal tomato plants colonized F.
mosseagR. irregularisor Glomus fasciculatur(Fritz et al, 2006; Junget al. 2009; Fiorilli et

al., 2011; Nairet al.,2015).Plant protection by mycorrhizal inoculation wasoadescribed it
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the case of hemibiotrophic pathogens suclC asbicularein cucumber plants colonized by
R. irregularis (Lee et al., 2005) andP. infestansin potato plants colonized b@lomussp
(Gallouet al.,2011). In our conditions, a total M rate of 38%svabtained after 6 weeks of
culture after the addition of the arbuscular my@al bioinoculant. Such a finding agrees
with previous study of Azcon & Ocampo (1981), wieparted 35% of root colonization in
wheat mycorrhized bf. mosseaspecies after 10 weeks of culture in pots. Theicedn of
Bgt infection byFm inoculation suggested that wheat root colonizati@y play a role in the
protection obtained againBgt

One of the first mechanisms proposed for mycorthimduced protection was the
improvement of plant nutrition and compensationtted damages caused by the pathogen
through increasing plant growth (Friez al, 2006). Indeed, our results showed thatwheat
inoculation enhanced root and shoot wheat biomasses. Simiaeases of biomass were
reported for many crops such as barley, onion, sayprice, blackgram, clover and tomato
inoculated with different AMF (Owusu-Bennoah & Mes4979; Bagyaragt al., 1979; Kuo

& Hung, 1982; Joner & Leyval, 2001; Rizvi, 2015).

Arbuscules, as the exchange sites of the symbiassknown to regulate the delivery of P
and N from the AMF to the host plant (Bucking & $har-Hill, 2005; Hammeet al.,2011),
leading to enhanced water and nutrition absorpaiod subsequently plant growtkm
arbuscular rate of wheat root reached 19% in onditions.

However, the protective effect of arbuscular myemal symbiosis observed in our study
cannot be regarded as just a consequence of imprayuetion (Fritzet al, 2006; Liuet al,
2007). Other mechanisms, such as plant defensenssg, may intervene in this protection.
Although previous works reported systemic resistanmduced by AMF against above-
ground phytopathogens, corresponding defense mischsiwere rarely described (Fioriét
al., 2011; Miozziet al.,2011; Liet al.,2013; Maffeiet al.,2014). The protective effect &m
inoculation againsBgt obtained in our study may result from mycorrhiraluced resistance
(MIR). MIR confers foliar protection against a wicknge of hemibiotrophic and necrotrophic
fungal pathogens (Leet al.,2005; Campos-Soriaret al.,2012; Camerort al.,2014). This
mechanism locally and systemically sensitizes plissties and boosts their basal defense in
response to both root and leaf pathogens. It wascaged with priming rather than elicitation
of plant defense responses Pozo & Azcon-agy2807); indeed, Campos- Soriaet al.
(2012) suggested also a systemic activation ofrdefeggenes in the absence of pathogen in

leaves of mycorrhizal rice.
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Cytological analysis was performed by microscoplisesvations to compar8gt
infectious process, as well as local defense exmesn leaves of M and NM wheat. No
difference in the frequency of conidia with PGT yomlas observed between M plants and
NM ones, suggesting that resistance inducedFinydoes not impair initial steps of conidia
germination. A similar lack of mycorrhizal effech spore germination o€. orbiculare
sprayed on mycorrhized cucumber leaves was obs@nvete case oR. irregularis (Lee et
al., 2005). Nevertheless, AGT - with haustorium - fotiora was found to be drastically less
frequent in leaves of M plants compared to contdaustorium formation is a crucial factor
for the feeding of the fungal pathogen and folater successful reproduction (Hickelhoven
et al., 1999). In the present study, this reduction wa®aated with a higher percentage of
fluorescent papillae at the AGT penetration siteepidermal leaf cells, but also with an
increase of DAB-staining intensities in papillaeggesting a bD,-mediated impairing of
penetration. Previous chemical analyses allowaddntify the composition of epidermal cell
papillae, which includes lignin, cell wall polymersallose, reactive oxygen species (ROS),
and cell wall proteins such as peroxidases (Vdgt4). Auto-fluorescence under UV light
excitation points the presence of phenolic compsund, which can be involved in cell-wall
reinforcement at sites of attempted penetrationckidihovenet al., 1999; Aistet al., 1988),
and the presence of.8, in papillae is a biochemical marker that distirsingéis non-
penetrated from penetrated cell walls during badeywheat/powdery mildew interactions
(Huckelhovenet al., 1999; Liet al., 2005; Trochet al., 2014). The importance of defense
activation at the site of fungal penetration invieof M plants was also mentionned by Lee
et al. (2005). The authors observed that the priming afose deposition during fungal
penetration seems to be the mechanism involveldeiplant protection again€t orbiculare
Moreover, the presence of whole auto-fluorescels,cas well as whole DAB-stained cells,
was more frequent in leaves of M wheat plants coethbdo NM ones among the sites of
attempted penetration. This recalls incompatibkeractions features, where an active and
rapid death of attacked epidermal cells, correspontb hypersensitive response (HR), can
be visualized by whole-cell auto-fluorescence undstr excitation in barley (Goérget al.,
1993; Huckelhoveret al., 1999) as well as whole cell accumulation of0: at the sites of
infection (Thordal-Christenseet al., 1997; Huckelhoveret al., 1999). Taken together, our
results suggest that mycorrhizal inoculation regllin the triggering of papillae formation
and HR-like events in wheat in response to powdalgew infection. It is likely that MIR is
expressed in foliar tissues through cytological évewhich have not been investigated

before.
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Moreover, in non-infectious conditions, the roobgalation by Fm resulted in a
significant activation of peroxidase activity ang-regulation of a class Il POX-encoding
gene, that belongs to the PR-protein 9 subfamy (voonet al.,2006). Class Il peroxidases
are known to play a role in plant defense respotisesigh the oxidation of several substrates
at the expense of @, (Almagroet al.,2009). Liet al. (2013) described a release of(din
parralel to the stimulation of plant antioxidantiaties for plant cell protection, in soybean
leaves of plant colonized bR. irregularis under non-infectious conditions. These results
suggest an elicitation of defenses in leaves in [shts, recalling some SAR features.
According to Lee & Hwang, (2005) and Clhagial. (2009), significant microoxidative bursts,
micro-HRs and a systemic expression of defenseeklgenes such as a POX-encoding gene,
were observed in secondary non-infected leavesngUBAR establishment in pepper, in
response to infection of primary leaves with amaent strain oXanthomonas campestris
Similarly to POX gene, up-regulations @HI1, PAL andNPR1genes were also observed in
response to root inoculation IByn in the absence d@gtinfection. These results confirmed a
modulation of plant defense induction during AMRosis (Liuet al., 2007; Pozcet al.,
2009; Campos-Sorianet al., 2012). Various studies described an eliciting cffef M
inoculation on leaf tissues under non-infectiouaditions, via a stimulation of PR-proteins
gene expression (Liet al, 2007; Gallouet al. 2011; Songet al, 2011). Fm treatment
enhances the expression of a gene encoding forcaoka chitinase GHI1). Vacuolar
chitinases are known to degrade newly synthesitedns of chitin, eventually repressing
fungal growth (Kasprzwska, 2003; Kaktial.,2006). TheCHI1 gene was previously known
to be induced in two resistant wheat cultivarsatdd byMycosphaerella graminicolduring
the incompatible interaction (Adhikaet al., 2007). An important and rapid induction has
been observed in the early hours of fungal infegtiduring the biotrophic phase ™.
graminicolaTranscripts accumulation o€HI1 gene in leaves of M wheat under non-
infectious conditions may contribute to an effeetand/or rapid plant response, restricting the
fungal infection processes at the first hourBgfwheat interaction.

Similarly, the increase of PAL transcripts accuntiola in M wheat may lead to a faster
stimulation of PAL enzymatic activity in leaves & wheat plants in response to an
upcoming pathogenic fungi infection. The inductiminthis enzyme may be involved in the
biosynthesis of antimicrobial compounds, as welinagroviding the cell with precursors for
lignin synthesis, which increase plant resistariegl€griniet al., 1994; Polleet al., 1994).

Indeed, we described above the ability of M wheatiricrease the frequencies of the

fluorescent papillae observed on leaves duBgginfection. PAL is also a key enzyme in the
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synthesis of SA. In addition to the induction oygital» defense genes, Campos-Soriaho
al. (2012) indicate that AMF symbiosis is accompanmda systemic alteration in the
expression of genes playing a regulatory role enlibst immune system. Genes regulated in
SA-dependant (OsNPR1) or JA-dependant (OsJAmyb @sMIPK7) manner were up-
regulated in leaves of M rice plants. In wheat &sa\vthe up-regulation of SA-dé&fPR1may
indicate a systemic modulation of gene expressioMbnteraction through the involvement
of SA. JA pathway and more generally oxylipin padlys have received special attention in
our study, through the analysis of correspondingegexpression and enzymatic activity in
leaf tissues of M wheat plants. The lipoxygenageX)-encoding gene was chosen regarding
its early and high responsiveness to several @leiin wheat tissues and, more specifically,
its involvement in defense reactions agaiBgt (Gorlachet al., 1996). However, in non-
infectious context, no modifications &fOX expression and LOX activity were observed in
leaves of M wheat plants compared to NM plants &teveeks of culture. Likewise,Wallet

al. (2005; 2008) and Stekt al. (2008) revealed that no induction of JA markeregem leaf
tissues of M plants (wheat or Arabidopsis) was olese in the absence of a pathogen
challenge. Besides, when challenging vBtit, no up-regulation of selected genBAl({, LOX,
POX CHI1 or NPRY) expression in leaves of M plants was observedebher, a repression
of thePOXandNPR1expression in M plants leaves infectedBgt was found, whereas gene
expressions were induced in NM plant leaves dutimg first 24 hai. Additionally, no
modification of POX and LOX activities were obseatvim M plants infected witlBgt In
contrast, Nairet al. (2015), found a higher LOX activity correlated kvitour-fold higher
Methyl Jasmonate (MeJA) content in tomato leavesMofplants compared to controls,
suggesting that the systemic induction in LOX patiwin response to mycorrhizal
colonisation plays an important role in expresaadrMIR againstA. alternata No priming
effect on gene expression and on total enzymatigitycin leaves was then observed upon
Bgt infection in M plants in our conditions. Similarkp our results, Shawdt al. (1999)
observed a lower accumulation of targeted PR-proiei tobacco leaves of M plant in
comparison to the control plant. Nevertheless, thlsp described a higher incidence and
severity of necrotic lesions causedBycinereawhereas we observed an effective protection
of wheat leaves of M plant agair&gt These results may indicate that the targetedsggene
enzymatic activities do not act as effective deéenf wheat leaves againBgt in the M
plants. One could hypothesized that other defeesesy not studied here, are induced by M

inoculation and involved in the resistance of whraaginsBgt
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In conclusion, this current study shows for thstftime that a protection against the
biotrophic and above-ground fungBgt was obtained by the AMFm. This protective effect
was associated with stronger local accumulationmobfphenolic compounds ang®, atBgt
penetration sites in epidermal cells of M wheatnpléeaves during the first 48h after
infection. MIR is suggested to impaBgt infectious process through these cytological
phenomena.

Moreover, the corresponding MIR-associated mechaigre not related to a priming
effect of the genes monitored here, although tkggtemic elicitation by AMF in aerial
tissues was established before infection occurtddwever, a global study, through
transcriptomic analysis, may be an adapted toalnderstand the primed state that should
lead to protection again8gt A special attention might be given to determin®atvare the
signals responsible for the systemic protectioraioled in the aerial parts of the M plants.
Finally, various biological parameters, such a®waation rate level or AMF species, may
impact the protective efficiency confered by mybaration, and need to be investigated.
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Présentation de I'article 2

Problématique — Objectif

Dans la premiere partie de cette thése, nous ayensobtenir une protection
significative du blé contre le champignon foliabi®tropheBlumeria graminisf. sp. tritici
(Bgt) — suite a I'inoculation par le CMAm. Dans cette seconde partie, nous nous sommes
intéressés a la fagon dont nous pouvions optinsisée efficacité de protection, en identifiant
par exemple différents parameétres susceptiblesluincer le taux de mycorhization du blé

et/ou le biocontréle de la maladie par la mycoriradu blé.

Trés peu de parametres pouvant influencer le univéa protection des plantes
mycorhizées ont été étudiés dans le cadre d'uristadse induite des plantes contre des
pathogénes fongiques. Quelques travaux ont moritfBuénce de différentes espéces
mycorhiziennes a induire une protection contreagsnts pathogenes racinaires (Petal.,
2002; Castellanos-Morales al.,2012). En revanche, aucune étude ne décrit I'atibs des
CMA pour protéger le blé. En parallele d’'un travair différents inocula mycorhiziens, qui
pourraient posséder différentes efficacités poduie une résistance, nous nous sommes
€également intéressés a I'impact de la concentratioR sur cette protection induite. En effet,
le P est connu pour influencer la mise en placdadgymbiose mycorhizienne lors d’'une
interaction entre une plante et un CMA (Ratnhayekal., 1978; Grantt al., 2004). Qu’en
est-il de la protection qui pourrait en découlderffin, nous nous sommes interrogés sur
I'influence du niveau de résistance du cultivarlaeplante lors de ses interactions avec le

CMA et le parasite.

Nous avons donc étudié I'impact de 3 facteurkdihts sur la protection du blé contre
Bgten réponse a 'inoculation mycorhizienne:

1. la concentration de phosphore (P, P/5 et R/&6 B correspondant & 62 migdu 73
kg ha' , la dose moyenne utilisé au champ en Francelpauiture du blé (Le Soudet al.,
1998).

2. le type d’inoculum mycorhizien; I'inoculuii, produit au laboratoire a base d’'une
espece de CMARhizophagus irregularisgt deux autres commerciaux, Solrize® SZE a base
deGlomussp etFm a base déunneliformis mosseamnt été comparés.

3. le cultivar de blé, Orvantis et Lord, possédaded niveaux de résistance de 5 et 7

respectivement (modérément sensible et résistagf)a
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Les impacts de ces différents facteurs ont éttuésaur différents parametres : (i) les
taux d’infection pamBgt des feuilles de blé, (ii) les taux de mycorhizatfmar les CMA des
racines des plants de blé, (iii) la croissance u(taille, nombre de feuilles et de tiges,
biomasses seches aérienne et racinaire) et (ri€planse du blé a l'infection p&gt par des
études cytologiques (processus d’infectionBdg et réactions de la plante par le suivi de la
formation de papilles fluorescentes aux sites aefpation)

Résumé des principaux résultats

Nos résultats ont montré que l'efficacité de latgction du blé contre I'oidium en
utilisant I'inoculation mycorhizienne par les CMArame moyen de lutte alternative peut étre
influencée par la concentration de P, le type dulom mycorhizien utilisé et le niveau de
résistance du cultivar de blé. Une réduction pde %a dose de P apportée par rapport a celle
du champ améliore le taux de mycorhization desesctes plants de blé fam et favorise
sa protection contre l'oidium. En revanche, unep tforte diminution en P affecte la
croissance de la plante, baisse de croissance ejgera pas compensée par I'ajout d’un

inoculum mycorhizien.

Parmi les 3 inocula testés a P/5, les meilleurs thetmycorhization ont été observés
avecFm (38%), suivi deRi (19%) et SZE (8%). Les meilleurs taux de protectontreBgt
ont été obtenus avec I'inoculufm (74%) et SZE (58%), suivis d& (34%). Ainsi au regard
des résultats obtenus pour Ri et SZE, nous pousoggérer qu’'un taux de mycorhization
élevé n'est pas forcément nécessaire pour obtenivam taux de protection. De plus, nos
données précédentes mettent en évidence que €siteance induite par la mycorhization ou
MIR (Mycorrhiza-Induced Resistance) est associ@a&réduction du nombre d’haustoria et
a une accumulation de composés polyphénoliquestaw’'sfection deBgt Enfin, il est
important de noter, que quelque soit le niveau efesibilité du cultivar testé, nous avons
toujours obtenu un gain de protection corBgt chez les blés mycorhizés par comparaison
aux blés non mycorhizés. En fonction du niveauésdéstance du cultivar utilisé (Orvantis ou
Lord, respectivement modérément sensible et résgjstdaccumulation de composés
phénoliques peut se faire soit dans I'ensembleadeellule épidermique de feuille (chez le
plus résistant), soit au niveau des papilles edans I'ensemble de la cellule (chez le plus
sensible). L’ensemble de nos résultats souligmaplirtance de la prise en compte de ces
différents parametres, autant pour optimiser keftité de la protection du blé contre I'oidium
en réponse aux CMA, que pour étendre l'utilisatiiences traitements a différents cultivars
sensibles ou modérément sensibles a la maladie.
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Impact of different factors on the protective effiacy of arbuscular mycorrhizal fungi
against wheat powdery mildew

G. Mustafa, B. Randoux, B. Tisserant, J. FontaineM. Magnin-Robert, A. Lounés-Hadj Sahraoui*, Ph.
Reignault

Unité de Chimie Environnementale et Interactiondes¥ivant (UCEIV), Université du Littoral Céte d'@le,

50, rue Ferdinand Buisson, F-62228 Calais cef¢ance.

Abstract:

A potential alternative strategy to chemical cohtrfoplant diseases could be the stimulation ohpla
defense by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Mygrttization has been previously demonstrated to
protect wheat again®lumeria graminisf. sp. tritici (Bgt), responsible forpowdery mildew. We
investigated here parameters influencing AMF pttibtecefficiency and demonstrated that it varied
with phosphorus (P) concentration, AMF inoculumetygmd wheat cultivar resistance level agaiugt

in controlled conditions.

A 5-fold reduction of the P dose (P/5) both impmbweheat mycorrhization and promoted protection
againsBgt However, a further decrease affected plant grpestbn in mycorrhizal conditions.

At P/5, three mycorrhizal inocula were tested, tredhighest mycorrhizal (M) rate was observed with
Funneliformis mossea@m, 38 %), followed byRhizophagus irregularigRi, 19%) and SZE® (8%).
On the other hand, the highest protection ratesigBgt were obtained witlFm (74%) and SZE
(58%) followed byRi (34%), suggesting that M rate does not necessdetgrmine the protection
level of wheat again®gt but rather the inoculum type.

This mycorrhiza-induced resistance (MIR) has bessoeated with a reduction in the number of
conidia with haustorium and with an accumulatiorpolyphenolic compounds &gt infection sites.
Depending on the cultivar resistance level, thisuawlation appears either at the whole cell (in the
most resistant), or both the papilla and/or whob#l ¢in the most sensitive) levels. Our study
emphasizes the importance of taking account ofdimsidered parameters to optimize the use of AMF

as biocontrol agents.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, powdery mildew, whephosphorus, mycorrhiza-induced

resistance, biocontrol.

Introduction

Wheat powdery mildew, caused by the obligate pacaascomycet®lumeria graminid. sp.
tritici, (Bgt) is one of the most damaging diseases of whgdtoqum aestivuni..), especially
in Northern Europe. It is responsible for yielddes that would be even more important
without a successful control that relies mainlyfongicides. Indeed, fungicides are routinely
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applied to control fungal diseases of wheat androtkreal crops. Considering the emergence
of fungicides-resistant pathogens strains (Vard®s,3, Buchenauer and Hellwald, 1985,
Heaney et al. 2000) and the negative impact of itudgs on both human health and
environment, there is an increasing trend towardsearch and development of
complementing and/or alternative methods to chdngoatrol (Oruc 2010; Kumar et al.
2013). One of potential alternative strategy istimulate the natural plant defense by using
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). AMF are microgic soil borne Glomeromycota fungi,
establishing symbioses with over 80% of higher pfgecies including many important crops
species (Smith and Read 2008). The host plant gesuvthe fungus with photosynthates while
the fungus improves water and mineral nutritions tieé plant. For example, it was
demonstrated that root mycorrhizal colonization ad to increase phosphorus (P) uptake
by ten times compared to root hairs only (SandedsTanker 1973; Gilbert 2009; Cozzolino
et al. 2010; Li et al. 2014). AMF can obtain freefrBm the soil using high-affinity P
transporters expressed in the mycelium (Harrisah\aan Buuren 1995). Once taken up by
the extraradical mycelium, P is translocated aliveghyphae in the form of polyphosphates,
which are then depolymerized so that P can be feaesl to root cells in exchange for
hexoses (Ohtomo and Saito 2005). This last steplvas both plant and fungal transporters
located at the periphery of arbuscules (Bapaume Reidhardt 2012)Subsequently, the
inoculation with AMF of some plants improves grovgerformance (Temperini et al. 2009,
Nair et al. 2015).

Moreover, AMF play also a crucial role in enhancpignt resistance to both biotic and
abiotic stresses (Gianinazzi et al. 2010). Sesttalies reported the beneficial effect of AMF
as bioprotective agents against root and foliaeaties (Pozo et al. 2013). One of the first
mechanisms proposed to explain the mechanismsviedoh mycorrhizal-induced protection
was the improvement of plant nutrition and compgosaof the damages caused by the
pathogen through increasing plant growth (Fritale2006). However, the protective effect of
arbuscular mycorrhizal symbiosis cannot be regardedjust consequence of improved
nutrition (Trotta et al. 1996; Fritz et &006; Liu et al. 2007). AMF can suppress plant
diseases through induction of systemic resistanoewkh as MIR (Mycorrhizal-Induced
Resistance) (Pineda et al. 2010; Jung et al. 208&)eral works observed that systemic
induced resistance mechanisms implied in M plaatgation. The use of experimental split-
root systems has confirmed that the protection BFAs manifested in non-colonized areas
of the M root system, resulted in an elicitationtofmato root wall thickenings containing

(non-esterified pectins) and PR-la protein produgtilncreased the hydrolytic and
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antioxidant enzyme activities like chitinase, chapnase, 13-1,3-glucanase and superoxide
dismutase in response to penetration attempthgtophthora parasitic§Cordier et al. 1998;
Pozo et al. 1999, 2002). MoreovBHR was appeared by an increased phenol contaobis
infected byRalstonia solanacearuror up-regulated of defence genes expression ssch a
CHI1b, PR1Q glutathione S-transferase in grapevine againstrnématode (Zhu and Yao
2004; Hao et al. 2012). Likewise, MIR was obseragdinst foliar pathogens. It was found
that the AMF contributed to the resistance of saybagainstPhytophthora sojady the
release of hydrogen peroxide,(®$) and the accumulation of jasmonic acid (Li et2413).
Furthermore, an eliciting effect of M inoculatiorasvobserved on leaf tissues under non-
infectious conditions, via a stimulation of PR-mios gene expression in several

pathosystemslfalfa/Xanthomona®&iceMagnaporthe oryza@Campos-Soriano et al. 2012).

Very few studies focused on the factors which canftlence arbuscular mycorrhizal
protective effect against plant diseasmsnpestris(Liu et al. 2007), potat®hytophthora
infestangGallou et al. 2011) and

. One of these influencing parameters could beAt¥i& species (Khaosaad et al. 2007,
Roupha el et al. 2010). Indeed, it was showed tth@atAMF Funneliformis mosseagpecies
was more efficient thamiRhizophagus irregularigo protect tomato againsthytophthora
parasitica (Pozo et al. 2002) and rice against the nematd@i@déoidogyne graminicola
(Shrinkhala 2011). Fernandez et al. (2014) tedtedability of both AMF to colonize three
host plant species, tomato, soybean and maize. ivhyzal colonization levels obtained with
R. irregularis were higher than those obtained withmosseador the three plant species,
suggesting thaR. irregulariswas a more effective root colonizer thenmosseaén these

plants (Fernandez et al. 2014).

Another factor which could impact plant protectiop mycorrhizal inoculation is the
cultivar resistance level (Grandison et al. 198@&nWi et al. 2009; Steinkellner et al. 2011).
Grandison et al. (1986) showed that mycorrhizaltgmioon againstMeloidogyne hapla
infection in alfalfa was found to be higher in ttaots of the resistant cultivar than in the

susceptible one.

Even if few authors addressed the factors influspairbuscular mycorrhizal protection
against plant disease, this query is not well danted. After describing the protection in
mycorrhizal wheat againg®gt (Mustafa et al. 2014), the present work aimstta\s the
impact of different factors, in particular diffete® concentrations, AMF inoculum type
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(Rhizophagus irregularis, Funneliformis mosseaml SZE®) and wheat cultivar resistance
level againstBgt infection (moderately susceptible or resistant) wheat protection.
Microscopic observation dgt conidia development was performed 48 hours afifeiction,
and polyphenolic compound accumulation was estithatdeaves at the penetration site of
Bgt In parallel, the impact of these factors on nogfcorrhizal rate and wheat growth were
evaluated and their links with the protection asedssed.

Materials and methods

I. Plant material and AM fungal inoculation

Two wheat Triticum aestivurj cultivars, Orvantis and Lord (Benoist C.C., Orgerus
France), showed resistance notes of 5 and 7, riegglgcon a scale from 1 (fully susceptible)
to 9 (fully resistant) at the field level agaidtimeria graminid. sp.tritici (Bgt), the causal
agent of wheat powdery mildew, were used in thiglpt Seeds were pre-germinated and
transplanted into pots filled with an autoclavedsttate consisting of sand, perlite and
vermiculite (2:1:1) sterilized twice (120°C and a&rldfor 30min). Three types of inoculum
were used:
1. Rhizophagus irregularigRi) DAOM 197198. It had been propagatedTaifolium repend.
and produced in our laboratory (UCEIV, France).
2. Funneliformis mosseg&m) (MycAgro Ltd, France).
3. SOLRIZE® (SZE), consisting of a mix Glomussp. (Agrauxin Ltd, France).

For all treatements, whatever the inoculum type;hepot (capacity: 300 ml) was
supplemented with 30 g of an inoculum consistingsabstrate, AMF spores and chopped
fresh colonized roots. Non-Mycorrhizal plants (NMgre supplemented with the equivalent
amount of autoclaved inoculum, in order to provudignts with the same organic substances
as Mycorrhizal (M) plants. The mycorrhizal and #itegd inoculum were placed 3 cm below
the wheat seeds at sowing time. Seedling were atedhkn controlled growth chamber at 12-
18°C night/day, a 12h-12h photoperiod and 70% huwni€lants were irrigated with 50 ml
pot'week’ of a Hoagland’s solution (Hoagland & Arnon, 19%®) with distillated water as
necessary. Three phosphorus concentrations (Rrié/%/10) were used, with P representing
the average dose of phosphorus applied in whédtifieerance (P = 62 mg'lcorresponding
to approximately 73 kg Faof phosphorus (Le Souder et al. 1998).
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[I. Pathogen Infection

The Bgt MPEDbgtl isolate used in this study was kindly jted by Dr M.-P. Latorse
from Bayer Crop Science (Lyon, France). The fungas maintained on wheat plants in a
separate room culture until heavily sporulationeThaves of 6 weeks-old plants were
sprayed with 10 days-oldgt conidia that were collected by vacuum extractiam fully
sporulating leaves and suspended in FC43 (hepthoosdributhylamine, Fluorinert ™
Electronic Liquid, 3M, Cergy-Pontoise, France). Toaidia suspension concentration was
adjusted at 5.T0spores mit except for cytological test, for which the conldiaspensions
were adjusted at 6.1Gpores mif. Bgt symptoms were counted 8 and 11 days after
infection (dai) for Orvantis and Lord cultivar, pestively. The number of colonies |8af

of wheat plants was counted either on all the ieféteaves or theexpanded leaf only.

[ll. Plants growth parameters measurement

After 6 weeks of culture, different parameters &inp growth were evaluated. Plant
length, leaf and stem numbers were noted for e&tt.(Shoot and root dry biomasses were
harvested and then dried in a hot air oven at 6@YC48 h until constant weight. Three
distinct pots were used as biological replicatesefach treatment, considering every pot as a

single sample (5 plants pbt

IV. Estimation of mycorrhizal rate

All events related to AMF root colonization, nametyernal hyphae, arbuscules and
vesicles were visualized after 6 weeks of cultyreriicroscopic observation on Trypan blue-
stained roots. Wheat plant roots were washed waiildd water to remove the small amount
of strongly adhering sand. They were cleared in Ko solution (v/v) for 1 hour at 70°C,
then stained with Trypan blue (0.5%lin a water, glycerol and lactic acid mixture (1:1
v/ v/ v) for 1 hour at 70 °C (Phillips and Hayma®@7D). The root fragments were stored in a
water/glycerol/lactic acid (1:1:1, v/v/v) solutioRoot colonization rate was calculated using
the grid line intersect method (McGonigle et al9QP One hundred root fragments from 15
plants sampled from three different pots (5 plam$') were observed under an optical
microscope (x100 magnification). Three intersedi@er root fragment were examined. In
total, 300 observations per treatment were analykled total mycorhization rate (containing

arbuscules, vesicles and hyphae) was estimated.
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V. Cytological observation ofBgt conidia development and localized auto-fluoresceac
associated with papillae formation

After 6 weeks of culture, thé“deaf of NM and M wheat plants inoculated Wikl SZE
and Fm and infected withBgt was harvested 48 hour after infection (hai), @dam an
ethanol: acetic acid solution (3:1) and then st@insing 0.1% (w/v) Trypan blue.

On the one hand, the different developmental stageBgt were monitored: (i)
conidium with a primary germ tube only (PGT), @bortive appressorial germ tube (Abortive
AGT), and AGT (iii) without and (iv) with a haustam (HS). Conidia with HS formation
and branched hyphae were also observed 72 haerages of each event were scored.

On the other hand, the percentages of Fluorescamtld (FP) and whole fluorescent
cells in response to penetration by AGTs were eggch FP = number of auto-fluorescent
papillae x 100/number of appressoria (Yokoyamaalet1991); whole fluorescent cells =
number of whole fluorescence cells x 100/ numberappressoria. When necessary,
fluorescence intensity of papillae was classifiedao0—2 scale modified from Carver et al.
(1991): class 0 (no visible fluorescent papillagssl 1 (weakly fluorescent papilla) and class 2
(strongly fluorescent papilla) (Randoux et al. 2008) events were observed using an
Eclipse E600 (Nikon, Corporation Japon, Tokyo) ({@&tmn EX450-490 nm, DM505, BA520
nm transmittance range, x1000 or x400).

VI. Statistical Analysis

Overall, three distinct pots — each one containgléhts — were used as biological
replicates for each treatment. Data were analytatistically by mean comparison by the
least significant difference (LSD) test using Stapdpics release 5.1 software (Manugistic,
278 Inc., Rockville, MD, USA). Standard deviatiom®re calculated by Microsoft Office
Excel 2007 for all the data in this paper. Peragegavere converted to arcsin values before
the analysis of ANOVA and LSD test.

Results

1. Impact of phosphorus concentrations
a. On wheat root colonization rate by Fm
Results presented in Table | showed that the tis#50and P/10 concentrations during

plant culture resulted in significant increaseshsa total root mycorrhizal rates compared to
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the P concentration, 2.3- and 3-fold respectivily.mycorrhizal structures were detected in
the roots of plants grown in the presence of aat@d inoculum (data not shown).

Table I: Impact of phosphorus concentrations on total rooibnization rate of Orvantis wheat cultivar
inoculated withFm after 6 weeks of culture. Plants were irrigatechvitoagland’s solution. [P] = 62 md.|
Different letters indicate significant differencbstween total root mycorrhizal rates at differenbgphorus
concentrations according to the LSD téat 0.05). Observations were carried out on 100 ragrhents. Mean
values were obtained from three independent exgertisnand each one corresponds to 15 plants sarfiphed
three different pots.

Phosphorus concentrations

P P/5 P/10
Total root mycorrhizal rate (%) 166 a 38.4b 47 c

b. On the growth of M and NM plants

After 6 weeks of culture, the impact of phospharascentration on wheat development
in FMM and NM plants was evaluated by measuring varpglast growth parameters (Table
).

In NM plants, while leaf and stem numbers were arid 2.5- fold lower, respectively,
at the lowest P/10 concentration compared to tlghdst P concentration, no significant
difference was recorded for either root or shogtwleight between these concentrations. On
the contrary, plant length exhibited its maximuniuea(9% higher compared to P) at P/5. No
other significant difference was observed betwedantp growth parameters at P/5
concentration and the highest P concentration.

In M plants, our results showed that, except fawtrdry weight, all wheat growth
parameters were significantly reduced with P/10ceotration compared to the P one.
Reductions were estimated at 12% for plant lengft®% for shoot dry weight. Likely, a
reduction of leaf and stem numbers was observed estinhated to 1.5- and 3- fold
respectively. Leaf and stem numbers at P/5 exhibittermediate values between those
obtained with P and P/10 concentrations, where&®rogrowth parameters were not
significantly different at P/5 compared to P cortcation.

A comparison between M and NM plant growth paramsetat a given phosphorus
concentration showed a significant reduction in lsihplengths estimated at 11% for the P/5
and 16% for P/10 concentrations. Conversely, roptgtight at P/10 and P/5 increased by 36
and 42% respectively. Likewise, shoot dry weightP& and P increased by 20 and 55%

respectively in M plants compared to NM plants.
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Table Il: Impact of phosphorus concentrations on Non-Mydaal (NM) andFm Mycorrhizal (M) wheat plant
growth after 6 weeks of culture. Plants were iéglwith Hoagland’s solution. [P] = 62 mg. IFor each plant
growth parameter, different letters indicate sigaint differences between the three phosphorusertrations

for NM or M plants. *; indicates a significant déffence between NM and M plant growth parameteafgiven
phosphorus concentration according to the LSD (fest0.05). Mean values resulted from 15 plants sampled
from three different pots.

NM M (Fm)
Phosphorus concentrations P P/5 P/10 P P/5 P/10
Plant length (cm) 4245 a 46+3.43 b 4412 ab 42+1.79 b 41+2.82 b* 37+3.76 a*
Leaf number plant™ 9+2b 8 +1.60 ab 6+1.26a 10+0.94c 8+1.79b 6.6+0.96a
Stem number plant? 2.5+0.52 b 2+0.87 ab 1+0.52 a 3+0.56 ¢ 2+0.78 b 1+0.52 a
Root dry weight (mg 5 plants) 370+60 a 250410 a 270420 a 420440 a 43060 a* 42020 a*
Shoot dry weight (mg 5 plantg) 1070+120 b 1040460 b 770470 a 16304420 b* 1300460 ab* 800+40 a

c. On wheat Bgt infection
The impact of the three tested phosphorus condemtsaP, P/5 and P/10 oBgt
infection rate in NM and M plants is presented @&blE Ill. In NM plants, the use of the
lowest phosphorus concentrations (P/5 and P/10jifsigntly reduced the number &gt
colonies compared to P concentration by 30 and 38%pectively. However, the infection
level decreases were estimated at 53 and 74% sathe conditions for M plants. For a given
phosphorus concentration, protection rates obtaimed plants compared to NM ones were

66, 77 and 87% for phosphorus concentrations Pai3/10, respectively.

Table IIl: Impact of phosphorus concentrations on Orvantivar infection byBgt (5.1F spores mt).
Infection tests were performed on 6-week-old plamd colonies were counted 8 dai. Plants weresaiteid) with
Hoagland’s solution. [P] = 62 mg"| Different letters indicate significant differercbetween results obtained
with various phosphorus concentrations in Non-Myleiaal (NM) or Mycorrhizal (M) wheat plant leaves.
indicates a significant difference between M and NMeat plants, for a given phosphorus concentration
according to the LSD tesP{ 0.05). Mean values were obtained from three inddpet experiments and each
one corresponds to 15 plants sampled from thréerdift pots.

Phosphorus concentrations

Number of colonies leaf P P/5 P/10
NM 81.5+11b 57.2+10 a 54,7412 a
M (Fm) 27.4 %5 b* 13 +4 a* 742 a*

2. Impact of mycorrhizal inoculum type
Three distinct mycorrhizal inoculum typd®i,(SZE orFm) were also tested. The impact
of these inocula was determined on root colonisatade, growth an@gt infection in wheat

plants after 6 weeks of culture using the P/5 cotradon during irrigation.
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a. On wheat root colonization
Table IV shows that the highest total M rate whtained with thé-minoculum It was
estimated at 38.4% compared to 8 and 19% obtaibdSZE andRi, respectively.

Table IV: Impact of mycorrhizal inoculum typeR{, SZE orFm) on total root colonisation rate of Orvantis
wheat cultivar after 6 weeks of culture. Wheat awere irrigated with Hoagland’s solution contami
phosphorus at P/5 concentration, [P/5] = 12.4 thgDifferent letters indicate significant differersceetween
total root mycorrhizal rates obtained wiki, SZE andFm inocula according to the LSD tedP< 0.05).
Observations were carried out on 100 root fragmiata 15 plants sampled from three different pots.

Mycorrhizal inoculum Total root mycorrhizal rate (%)
Ri 19b
SZE 8a
Fm 38.4c

b. On plant growth

The impact of mycorrhizal inoculum types on whgaiwth are presented in Table V.
Length of M plants inoculated witkm significantly decreased by 11% compared to NM
ones, whereas it decreased to a larger extent42€-2n M plants inoculated witRi and
SZE, respectively

In addition, an increase in shoot dry weight vedained withRi inoculum; this
increase ranged between 47 and 30% when compa®dBand-m, respectively, and 44%
when compared to NM plants. However, all M plartsvged an increase in root dry weight,
by 34, 28, 42% foRi, SZE and=minoculum respectively, compared to NM plants.

No significant difference was observed for theeotgrowth parameters whatever the

plant culture conditions.

Table V: Impact of mycorrhizal inoculum types on Orvantiseat cultivar growth after 6 weeks of culture. The
Non-Mycorrhizal (NM) and Mycorrhizal (M) wheat plenwere irrigated with Hoagland’s solution contami
phosphorus at P/5 concentration, [P/5] = 12.4 Tadrbr each plant growth parameter, different Istiedicate
significant differences between different testedidittons according to the LSD ted?< 0.05). Mean values
resulted from 15 plants sampled from three diffepats.

NM M
Ri SZE Fm
Plant length (cm) 46+ 3.43c 37+3 a 35+1.34a 41+2.82b
Leaf number plant® 8+1.60a 8+2 a 7t1.22 a 8+1.79 a
Stem number plant* 2+0.87 a 21082 a 2+0.57 a 2+0.78 a
Root dry weight (mg 5 plants') 250410 a 380+90 b 320480 b 43060 b
Shoot dry weight (mg 5 plants) 1040460 a 1870+190 ¢ 1000420 a 1300460 b

c.On protection against Bgt
Figure 1 showed th&gt symptom expression on Orvantis wheat cultivar leager on

M plants compared to NM ones.
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The effectof M inoculum typ« on Bgt infectionis presented in table VM inoculations
by Ri, SZE and~m significantly reduceBgt infection of this susceptible wheat cultivar. 1
highestprotection rate was obtained with tFm inoculum (74%), followed by SZE (589
and finallyRi (34%), when compared to NM plan

Table VI: Impad of mycorrhizal inoculum tyg on the infection oDrvantis wheat cultivaby Bgt (5.1F spores
ml™). Infection tests were performed o-weekold wheat plants and colonies were counted 8 dantfwere

irrigated with Hoagland’s solution containing pphorus at P/5 concentratiof?/5] = 12.4 mg ™. Different

letters indicate significant differences betwithe number of colonies lehbbtained withRi, SZE,Fm inocula

and NonMycorrhizal (NM) plantsaccording to the LSD tesP{ 0.05). Results were btained from three
independent experiments and each one correspordspiants sampled from three p

Mycorrhizal inocula Number of colonies/ leaf
NM 65 +26 c
i 43 +19 b
27 £13a
17 +7 a

Figure 1. Leaf symptoms expressed 8 on
Orvantis wheat cultivar infected Bgt (5.1C
spores mf). Plants were irrigated with
Hoagland’s solution containing phosphorus
P/5 concentratior]P/5] =12.4 mg I. NM: Non-
Mycorrhizal and M: Mycorrhizal plants witRi,
SZE orFmas an inoculul.

d. On Bgt infection proces
The impact of arbuscular mycorrhizal inoculationBgt infection process was studi

via the assessment of differeBgt developmental stages [(conidia wprimary germ tube
(PGT) only, abortive appressorial germ tubabortive AGT), AGT without and wit
haustorium (HS)], whichvere observed under the microscope 48 hai (Figard2c and d
The presence AGT with HS and branched hyphae was also monit@&ta (Figure 2e) on
M (Ri, SZE and=m) and NM wheat epiderrl leaf cells (Table VII).

Whereas SZE oRi inoculation resulted in less frequent conidia WG T only on M
wheat leaves compared to NM ones - and 8.3fold respectively), no significant differen
betweenFm and NM plants was observed (Table VII) addition, abortive AGT olFm M
plants increased 1f@ld in comparison with NM ones and- and ‘-fold, respectively,

compared to other M plants inoculated with SZE Ri.

117



Article 2

Moreover,Bgt haustorium development in leaf epidermal cellFm or SZE M plants
was reduced at leastf@ld compared to NM plants. Conversely, this paremecreased 1-
fold in Ri M plants compared to NM on

Additionally, percentage of AGT with HS and brandgheyphae observed 72 hai w
reduced irRi, Fmand SZE M plants 1.7 -and 17fold, respectively, compared to NM on

*

a- PGT b- Abortive AGT

e- AGT with HS formation and branched hyphae

d - AGT + HS at the beginning of development

Figure 2: Microscopic observation of different stagesBgt developmentinfection with 6.1¢ spores mt) in
epidermal leaf cells in both Mycorrhizal (M) and h-Mycorrhizal (NM) wheat plantPGT: primiry germ tube;
AGT: appressorial germ tube; HS: haustorium. Stagds ¢ and d were observedhai. Stage e was observed
72 hai.All events were observed on th™ leaf from 5 distinct plants.

Table VII. Percentages of the different developmental s of Bgt conidia observed in epidermal leaf cells
both Mycorrhizal (M) and Nomycorrhizal (NM) Orvantis wheat cultiveinfected byBgt (6.10 spores mt).
Plantswere irrigated with Hoagland’s solution containiplgosphorus at P/5 concentrati{P/5] = 12.4 mgt.
PGT: primary germ tube; AGT: appressorial germ fu#®: haustorium. All events were observed on ™ leaf
from 5 distinct plantsDifferent letters indicate significant differencbstween the different tested conditic
according to the LSD tesP£ 0.05)

Event (%)

NM M
Conidia developmental stage Ri SZE Fm
PGT only 9.28b 112a 256 a 8.62b
48hai | Abortive AGT la 225a 128 a 10.34 b
AGT without HS 41.23b 3l46a 72d 57.76 ¢
AGT with HS 48.45b 65.17 c 24 a 23.27 a
72hai{ AGT with HS formation and branched hypha 40d 24 ¢ 24a 8b

e. On autofluorescence associated with polyphenolic compouratcumulation in
wheat epidermal leaf cel

Using fluorescence microsco autofluorescence associated with polyphen

compounds accumulation resulting from infectionregevas observed at the cellular le
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The percentages of fluorescent papillae (FP) anale-fluorescent epidermal cells (Figure
A and B) were estimate(lable VIII). Whatever the microscopic parametel, & whol-
fluorescent cells, values obtained wRi-inoculated plantshowed no significant different
compared to NM ones. The higher FP percentage @@sded in SZE anFm M plants (54
and 85%, resmmively) compared to NM plants (37.5%). Likewisehale-fluorescent
epidermal cells were more frequent in leaves of S#tel Fm M plants (9 and 109

respectively) compared to NM plants (1

Fluorescent papilla Wholdtuorescent cel

Figure 3: Localized autdluorescence associated with the formation of pe(a) and whol-fluorescent cell
(b) at the penetration sites Bfjt (6.1C spores mt) in Orvantis wheat cultivagpidermal cells. Bth events were
observed 48 hai on thé’gaf from 5 distinct plants

Table VIII. Percentages of Fluorescent Papillae (Fand whole-fluorescent celibserved 48 hai in N«
Mycorrhizal (NM) and Mycorrhizal (M) Orvantis wheatiltivar byRi, SZE orFm and infected byBgt (6.10
spores mt). Plantswere irrigated with Hoagland’s solution containipigosphorus at P/5 concentrati[P/5] =
12.4 mg 1. Observations were carried out on th® leaf from 5 distinct plantsDifferent lettres indicat
significant differences between different conditions adiciy tc the LSD testRP< 0.05).

NM M
Ri SZE Fm
FP (%) 375¢ 35.25a 54 b 85¢
Whole-fluorescent cell 1.13¢ 36a 9.2b 12.76 b

(%)

3. Effect of wheat cultivar resistance leve

To investigate the effect of cultivar resistanceeleon wheat mycorrhizal rate, grow
and protective efficiency of mycorrhizal inoculatidny Fm againstBgt infection, two whea
cultivars (Orvantis and Lord moderatsusceptible and more resitatat Bgt respectively)
were testedfter 6 weeks of culture using the P/5 concentnadiiarng irrigatior.

a. On wheat root mycorrhizal rat

Total root mycorrhizal rates obtained with Orvaraigl Lord are presented in Table

Corresponding values were 37.5 and 26.3% in Oryamtdl Lord, respective
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Table IX: Impact of wheat cultivar resistance level agaBgton total root mycorrhizal rate dym in Orvantis
(resistance level = 5) and Lord (resistance levél)=wheat cultivars after 6 weeks of culture. Planiere
irrigated with Hoagland'’s solution containing phbspus at P/5 concentration, [P/5] = 12.4 mgtl indicates a
significant difference between Orvantis and Lordcomyhizal rates according to the LSD te2& (0.05). Results
were obtained from three independent experimertise@ations were carried out on100 root fragmemhfil5
plants sampled from three different pots.

Wheat cultivar

Orvantis Lord
(resistance level 5) (resistance level #)
Total root mycorrhizal rate (%) 37.5 26.3*

b. On plant growth

Plant growth parameters were compared between doddOrvantis wheat cultivars.
NM plants exhibited lower values in Lord comparedCrvantis for the average numbers of
leaves and stems. However, plant length and rgotvdight were similar for both cultivars.

In M plants, while, root dry weight was lower by%3n Lord compared to Orvantis
and plant length was higher by 7%. Similar reswtse obtained for M leaf and stem
numbers and shoot dry weight compared to NM pleortboth Orvantis and Lord cultivars.

Moreover, root colonization blfm decreased plant lengths compared to NM ones by

11% and 8% for Orvantis and Lord cultivars, respedy.

Table X: Impact of wheat cultivar resistance level & M inoculation on wheat growth. Plants were irrighte
with Hoagland’s solution containing phosphorus # Boncentration, [P/5] = 12.4 mg.|Different letters
indicate a significant difference between Orvaftésistance level = 5) and Lord (resistance levé) in Non-
Mycorrhizal (NM) or Mycorrhizal (M) wheat plants: indicates a significant difference between (NMY M)
plants for the same cultivar according to the L8Bts P< 0.05). Mean values resulted from 15 plants sampled
from three different pots.

NM M (Fm)

Orvantis (5) Lord (7) Orvantis (5) Lord (7)
Plant length (cm) 46t 3.43 a 48t3.2 a 4142.82 & 44+2.61 b*
Leaf number plant™ 8+1.60 b 5#0.3a 8+1.79b 5+0 a
Stem number plant* 2+0.87 b 1+0 a 2+0.78 b 1+0 a
Root dry weight (mg 5 plants') 25010 a 200100 a 430460 b* 2000 a
Shoot dry weight (mg 5 plantg) 1040460 a 800100 a 1300460 b* 800+100 a

c. On wheat infection by Bgt
The impact of wheat cultivar resistance leveBgt in NM andFm M plants onBgt
infection rate are presented in Table XI. The symys emergence on Lord wheat leaves was

delayed by 3 days compared to Orvantis (data rmwsh The numbers d@gt colonies leaf
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in NM Lord plants were 83% lower in comparison witilose in Orvantis. In additio®8gt
colony numbers were significantly lower (77-61%) @rvantis and Lord wheat cultivar

respectively when M plants were compared to NM ones

Table XI: Impact of wheat cultivar resistance level and amyizal inoculation byFm on the infection byBgt
(5.10 spores mi). Infection test was performed on 6-week-old whgants and colonies were counted 8 and 11
dai on Orvantis and Lord cultivar respectively. rieéawere irrigated with Hoagland’s solution contagn
phosphorus at P/5 concentration, [P/5] = 12.4 tdDifferent letters indicate a significant diffenbetween
the number of colonies on Orvantis (resistancel lev® and Lord (resistance level = 7) wheat caltileaves in
Non-Mycorrhizal (NM) or Mycorrhizal (M) plants': indicates a significant difference between the nemdf
colonies in NM and M plant leaves, for the samdiall, according to the LSD tesdP£ 0.05). Mean values
resulted from 15 plants sampled from three diffepagts.

Number of colonies/ leaf

Orvantis Lord
(resistance levet 5) (resistance level 7)
NM 57.2+10a 9.6+2b
M (Fm) 13+4 a* 3.7+1.7b*

d. On Bgt infection development.

The impact of cultivar resistance level Bgtinfection process was studied 48 hai and
percentages of the differeBgt developmental stages (conidia with PGT only, abeAGT,
AGT without and with HS) investigated at the cytptml level are summarized in table XII.

In NM plants, the Lord cultivar first exhibited2a3-fold lower percentage of conidia
with PGT and a 6-fold higher percentage of aborA&T, compared to Orvantis. We then
observed 2-fold higher and a 16-fold lower percgesaof AGT without HS and AGT with
HS, respectively, in the Lord cultivar compare®ivantis.

In Orvantis, no significant difference was foundhe percentages of conidia with PGT
only, and 8.6 and 9.2% were observed in M plants l[dN ones respectively. In addition,
AGT with HS was 2-fold less frequent in M plant8.27%) compared to NM plants (48%).
Similarly, in the Lord cultivar, the percentagetbé PGT only stage remained unchanged (3
and 4%, respectively) in M plants compared to NMsrHowever, the AGT with HS class
was not represented in M plants compared to NM aviesre a 3% percentage value was
found (Table XII).
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Table XllI. Percentages of the different developmental stageBgt conidia (6.10 spores/ml) in Orvantis
(resistance level = 5) and Lord (resistance levél)=wheat cultivars. Plants were irrigated with Hlaad's
solution containing phosphorus at P/5 concentratfes] = 12.4 mgt. PGT: primary germ tube; AGT:
appressorial germ tube; HS: haustorium. All evevise observed on thé*3eaf from 5 distinct plants 48 hai.
Different letters indicate a significant differenisetween Orvantis and Lord cultivars on Non-Mycaah (NM)
or Mycorrhizal plants bym. *: indicates a significant difference between NMiavi plants byFm for a given
wheat cultivar according to the LSD teB&(0.05).

NM (%) M (Fm) (%)
Conidia developmental stage Orvantis (5) Lord (7) Orvantis (5) Lord (7)
PGT only 9.28b 4a 8.62b 3a
Abortive AGT la 6b 10.34b * oa*
AGT without HS 41.23 a 87b 57.76 a* 97b
AGT with HS 48.45b 3a 23.27b * Oa

e. On auto-fluorescence associated with polyphenolagpounds accumulation in
wheat epidermal leaf cells.

The incidence of cultivar resistance level onodluorescent papillae formation was
then monitored and the fluorescence intensity viessified in three categories: class 0 for no
fluorescent papilla seen beneath AGT,; class 1 feally fluorescent papilla and class 2 for
strongly fluorescent papilla. For each categorg phesence of HS was also recorded. An
additional type of event, whole-fluorescent cellasvalso counted (Figure 3) Percentages of
each class of event are presented in Table XIII.

In NM wheat plants, the class 0 (absence of 8soent papillae) was less frequent in
Lord compared to Orvantis, irrespective of the enege or the absence of HS. The
percentages of class 1 (weakly) and class 2 (dirdhgprescent papilla) without HS in NM
plants were more frequent (31 and 16%) in Lord cameg to Orvantis (6.81 and 0%),
respectively. Conversely, in the presence of H8s¢hpercentages were less frequent (3 and
0%) in Lord than in Orvantis (27.27 and 2.27%),pexsively. Nevertheless, whole-cell
fluorescence was observed 42-fold more often in Ndid plants leaves than in Orvantis
ones.

The inoculation of Orvantis wittFm led to more frequent fluorescent papillae
corresponding to AGT without HS: 43.61 and 11.7086 Weak and strong fluorescence
intensity, respectively, compared to 6.81 and 09%M ones. However, in the presence of
HS, the percentages of weakly fluorescent papilaee significantly lower (12.76%) in M
plants compared to NM ones (27.27%). Converslegngty fluorescent papillae were more
frequent (14.89%) in M plants in comparaison to Nives (2.27%).
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Lord cultivar exhibited lower frequencies of botveakly and strongly fluorescent
papillae in the absence of HS (23 and 9%) in M fglaompared to NM ones (31 and 16%),
while AGT with HS were no detected.

In M Orvantis and Lord plants, the presence of wkaall fluorescence was 11-and 1.25 fold
higher than in their respective NM controls, andcreed 12,76 and 59%, respectively (Table
X1).

Table XIll : Percentages of AGT associated with auto-fluomseeat the penetration sites Bgt (6.10
spores/ml) in Orvantis (resistance level = 5) amddL(resistance level = 7) wheat epidermal cellghvaind
without haustorium. Plants were irrigated with Hieagl’s solution containing phosphorus at P/5 cotre¢ion,
[P/5] = 12.4 mgt. All events were observed 48 hai on th&I8af from 5 plants. Different letters indicate a
significant difference between Orvantis and Lorceathof Non-Mycorrhizal (NM) or Mycorrhizal (M) plas by
Fm according to the LSD tesP{ 0.05).*; indicates a significant difference beémeNM and M plants for a
given wheat cultivar according to the LSD teé&t 0.05).

NM M Em)

c Orvantis (5) Lord (7) Orvantis (5) Lord (7)
o ! No fluorescent papillae 375b 3a 3.19a* 9b*
> + Without HS | Weakly fluorescent papillae 6.8l a 31b 43.61 b* 23 a*
-g I Strongly fluorescent papillae Oa 16 b 11.70a* 9a
i3
s 2 No fluorescent papillae 23.86 b Oa 1.06a* Oa
& With HS Weakly fluorescent papillae 27.27b 3a 12.76 b* Oa
g Strongly fluorescent papillae 227 a Oa 14.89 b* Oa

Auto-fluorescent cell 1.13a 47 b 12.76 a * 59 b *
Discussion

In the present study, we demonstrated that theaef§i of arbuscular mycorrhizal in
protecting wheat against the biotrophic foliar pagnBgt was subjected to P concentration,
arbuscular mycorrhizal inoculum type and wheaticailt resistance level. In our culture
conditions, a combination dfm as mycorrhizal inoculum and a reduction of phospso
supply at P/5 gave the better results in termsrofegtion againsBgt in wheat leaves. This
protection was noticed in both Orvantis (moderatslyisceptible) and Lord (moderately
resistant) wheat cultivars compared with NM plafiise protective arbuscular mycorrhizal
effect againsBgt could be the result of mycorrhizal-induced resisea(MIR) as described by
Nair et al. (2015) in the case of tomato plantstsice, colonized b§lomus fasciculatum,
against the foliar pathogeXiternaria alternata MIR confers protection against a wide range
of root and foliar attackers, including hemibiothagpand necrotrophic pathogens (Cameron
et al. 2014).

Firstly, we showed that the lower tested P corre¢iohs (P/5 and P/10) significantly
reducedBgt infection level not only ifFm M wheat plants, but also in NM plants, when
comparing with the highest P concentration (P),gesting that P concentration influenced

123



Article 2

wheat infection byBgt In NM plants, the high P concentration may enleahe physiological
plant status, and consequenBgt development on leaf surface since this pathogkaesta
advantages from nutrients released in apoplaspideanal cell walls. Spann and Schumann
(2013) considered that plants with an optimal tiotmal status have the highest resistance to
pests and diseases. Then, high P supply may imgratledgen development. Likewise, we
observed that when we deprived completely wheattplérom Hoagland's solutiorBgt
symptoms did not appear on wheat leaves which wleierotic and dwarf. Moreover, when
Hoagland’s solution containing all elements exdeptas used, NM wheat plants wetanted
in growth and their leaves exhibited a reddish-fgmlor and the protection was similar to
that obtained with P/10 concentration (data notwst)o Our results are in agreement with
those of Grandison et al. (1986) and Zafar (2008p vdemonstrated that decreased P
nutrition may not necessarily lead to an increagkht infection. Other studies reported
delayed growth and decreased root/shoot ratio tamd sumbers in many plant species grown
in deficient P conditions (Atkinson 1973; Lynch @t 1991: Mollier and Pellerin 1999).
Nevertheless, when reducing P concentration toridse of the measured growth parameters
decreased, while plant length even increased.

Concerning protection rates obtained=im M plants compared to NM ones for a given
P concentration, drastic increases by 4.4- andfold8were observed at P/5 and P/10
respectively, indicating that mycorrhizal inocutetti in association with a suitable
concentration of P supply improves even more wheatiection againsBgt In parallel, our
findings highlighted that a decrease of P concéntraled to an increase in wheat root
mycorrhizal colonization rate. It is generally goiel that high P concentration does not favor
M colonization. Ratnayake et al. (1978) found tlmat P concentrations applied for 8-10
weeks increased the arbuscular mycorrhizal coltioizaof Sorghum vulgarecompared to
higher ones. Mycorrhizal rate enhancement at lowoRcentrations was explained by an
increase in cell membrane permeability to monovatations, leading to the release of
metabolites — such as soluble amino acids and sugar sufficient amounts to sustain the
initial growth and development of mycorrhizal spagermination (Ratnayake et al. 1978;
Grant et al. 2004). Some authors suggested thatsPalso systemically by repressing plant
symbiotic gene expression, in particular genes @ngo enzymes of carotenoid and
strigolactone biosynthesis as well as symbiosis@ated P transporters, subsequently
inhibiting arbuscular mycorrhizal colonization imetroot (Breuillin et al. 2010). However, an
overexpression of plant endochitinase activity, wndo inhibit AMF mycelia growth, was
observed under high P condition (Lambais and Mel893).
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Furthermore, in plants inoculated withm, our data showed that P concentration
influenced M wheat growth. While reductions in gld@ngth, leaf and stem numbers, and
shoot dry weight were observed at P/10 compareH, tonly leaf and stem numbers were
reduced at P/5. Remarkably, values obtained in &mtplare yet higher or similar to those
obtained in NM plants at a given P concentratiotept for plant length. Plant growth
response to AMF colonization is controversial andlescribed as depending on the balance
between a depressor effect due to fungal requirtsnemainly photosynthesis products, and
the benefits of interaction such as a better nomd status of the plant host (Graham 2000).
In our study, M colonization witkm resulted in a noteworthy increase in root bionsd3/5
and P/10, which may refer to AMF establishmentrmyreasing root length, ramification and
dry weight. Similar results were obtained in cucemplants colonized bR. irregularisor by
F. mossea¢Habibzadeh 2015).

Finally, our results indicated that in plants inlated withFm, the highest protection against
Bgt was obtained at P/10, in association with a higlecarrhizal rate, but not with a plant

growth enhancement compared with NM plants at #mesconcentration. In addition, plant
growth was reduced when compared to NM plantsvaikd at P, which is the recommended
dose in fields, (P = 62 mg'lor approximately 73 kg Haof phosphorus, Le Souder et al.
1998). Thus, in our experimental conditions, P/Bicemtration appears more suitable for
mycorrhizal establishment and protection agadggttwhile keeping good plant growth.

Nevertheless, the increased protection rate oldam# plants at P/5 is not only linked
to a high mycorrhizal rate, sin€en inoculum conferred the best wheat root colonizatete
(38%), compared t®i (19%)and SZE (8%), while inoculation withm and SZE gave the
better similar protection rates.

The frequencies of conidia with PGT only fm M plants were close to that of NM
plants, and higher than in both SZE and the low#gtient inoculum Ri, suggesting that root
inoculation byFm does not trigger mechanisms which could impair AGmation in leaves.
Similar result was observed by Lee et (@005) for M cucumber bYR. irregularis against
anthracnose caused I@olletotrichum orbiculare Furthermore, the lower haustorium (HS)
formation rates observed 48 and 72 hai in SZERmdV plants by microscopy pointed out
their higher effectiveness to reduBgt infection compared to NM anRi M plants. The
establishment of a mature HS represents a key fsteguccessful fungal reproduction,
because it is the only organ that serves to feedptithogen (Hickelhoven et al. 1999).
Protection in M plants seems then to be relateghtompaired haustorium establisment rather

than to a reduced mycelium development in leafepiis. Moreover, this reduction in HS
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formation was well correlated with the higher freqay of fluorescent papillae and/or whole
auto-fluorescent cells at the penetration siteS4& andFm M plants as compared ®i (the
less protective inoculum) and NM plants, suggestarg accumulation of polyphenolic
compounds. On the contrarRi M cucumber plants showed an increase in fluordéscen
papillae during the challenge with ti@olletotrichum orbiculare(Lee et al. 2005). Papillae
formation is known to contribute to the plant réemnce by stopping pathogen penetration
attempt in the barley powdery mildew system (Kogale 1990; Hiickelhoven et al. 1999;
Collins et al. 2003).

Castellanos-Morales et al. (2012) showed Bhatregularis F. mosseaandGigaspora rosea
colonized barley roots to different extents, alifiouhe three AMF species have reduced
similarly the infection byGaeumannomyces graminiSeveral authors mentioned that high
AMF root colonization rates are not necessary fliecéive protection against fungal
pathogens (Caron et al. 1986; Garcia-Garrido andnfpo 1988; St-Arnaud et al. 1997;
Kapoor 2008; Castellanos-Morales et al. 2012), evbiher authors showed that protection
against pathogens was linked to mycorrhizal coktion levels prior to the challenge with
the pathogen (Cordier et al. 1998; Slezack et@02Khaosaad et al. 2006; Fernandez et al.
2014).Fm was found to have the strongest ability to coleniheat root in our conditions.
Several studies found th& mosseaehas more bioprotective effect thdh irregularis
against pathogens (Pozo et al. 2002; Shrinkhald)2Mlwas demonstrated thBt mosseae
induced changes in the balance of plant-defenséobbgmones such as salicylic acid,
abscisic acid, and jasmonates to a greater extenpared tdR. irregularis (Fernandez et al.
2014).

Fm ability to colonize plants compared R, was frequently observed with other plants like
papaya and cucumber (Sharda Khade and Rodrigue8; 2dbibzadeh 2015), may be
becausd-. mosseads the most frequent AMF species associated \eittestrial plants from
different regions of the world (Blaszkowski et 2001). Taken together, our results suggested
that the protection rate against powderymildew dat depend necessarily on the root
colonization level in suitable phosphorus supplyt, tather on the mycorrhizal inoculum type

(AMF species or stains, formulation).

Concerning the effect of mycorrhizal inoculum type plant growth, the lengths of M
plants decreased compared to NM ones whatevernibaulum tested Hm, SZE or Ri),
whereas increases in shoot dry weighRirand Fm mycorrhizal wheat were observed. This

may reflect a larger leaf width compared to SZEbt plants (data not shown). Additionally,
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our results showed th&m inoculation increased both root and shoot dry Weigikewise,
Joner and Leyval (2001) observed tRatnosseaéncreased clover shoot and root dry weight
compared to NM ones, whereas shoot dry weight @fngss was not affected. Elsewhere, the
inoculation of peach bi. mosseashowed that this species enhanced plant lengthcaad
(root and shoot) dry weight compared to other itod®. versiforme and Paraglomus
occultun) and NM plants (Wu et al. 2011). The whole of tesults suggest that plant growth
enhancement depends both on AMF and plant spéd@eover, wheainoculation byRi led

to the highest shoot dry weight but to the lowebkeat protection despite a mycorrhizal rate
of 19%. Once again, it appears that the prote@gainstBgtis neither related to an enhanced
plant shoot biomass nor to the mycorrhizal ratellewder satisfactory P supply.

In the other hand, our results emphasized that L(ordderately resistant cultivar)
exhibited aBgt infection level 6-fold lower compared to Orvan{imoderately suceptible
cultivar) in NM wheat plants under our culture ciioths. The Bgt symptoms reduction
observed in the present study on Lord wheat culitvan accordance with the disease level
reported for this cultivar in the field conditions.

The reduction of HS formation is the major eveatt tmay explain the higher protection
observed in NM Lord in comparison to NM Orvantisitiwar. Polyphenolic compounds
accumulation aBgt penetration sites seems to be highy involved duecang HS formation in
this cultivar, and mainly through HR-like reactismce about 50% of AGT led to whole-
fluorescent cell observation compared to 1% in @tigacultivar. This suggests an active and
rapid death of attacked epidermal cells, correspgndo HR during incompatible
interactions, which can be visualized by whole-@lto-fluorescence under UV excitation
(Huckelhoven et al. 1999; Goérg et 4993). In the absence of HS formation, weakly and
strongly fluorescent papillae percentages were lailgloer in Lord compared to Orvantis. All
theses cytological phenomena resulted in a 6-fgpildpsom reduction in the more resistant

cultivar Lord.

Addition of Fm inoculum improved the protection rates by 4.4--ar&lfold respectively in
Orvantis and Lord compared to their respective Niitls. This finding is in accordance
with the study of Mark and Cassels (1996) who fotimat different strawberry genotypes
inoculated withGlomus fitulosumshowed different susceptibility levels ®hytophthora
fragariae When the two susceptible clones to the pathotenfirst one was highly and the
second was poorly) colonised with mycorrhizal fyngfter colonization, they became

resistant tdP. fragariae However, in our study, whilEm inoculum addition to both cultivars
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differing in their resistance level improved prdten rates againddgt, associateaytological
events were distinct. In the Orvantis cultivar,r@sponse to mycorrhizal inoculation, auto-
fluorescent papillae associated with the absen¢tSoivere the most frequent event, followed
by whole auto-fluorescent cells, which reached I8%he total events. In contrast, in M Lord
plants, whole auto-fluorescent cells percentagecased and reached 59% of the events,
being the main cytological event associated wittluoed resistance in this cultivar. The
review of Cameron et al. (2014) presented that M#éR been first associated with cell wall
apposition. Several studies demonstrated the fdiél® against mostly soil-borne pathogens
inducing cytological modifications in epidermal Mat cell level by increased cell wall
thickenings, cytoplasmic granulation and accumalatof some antimicrobial substances
(phenolic compounds ) (Cordier et al. 1998; Poz@le2002; Zhu and Yao 2004; Abdel-
Fattah et al. 2011). Nevertheless, far as we knowgrevious study reported these cytological
changes in the case of foliar pathogen, but otkeérn$e mechanisms were demonstrated to
contribute to MIR. It was shown that the AMF inddceesistance of soybean against
Phytophthora sojaeesulted from the release of hydrogen peroxidetherdaccumulation of
jasmonic acid (Li et al. 2013). Additionally, anaiting effect of M inoculation on leaf tissues
under non-infectious conditions was observed, visstimmulation of PR-proteins gene
expression inalfalfa againstXanthomonas campestrigy potato plants to Phytophthora
infestansand in rice againsMagnaporthe oryzadLiu et al. 2007; Gallou et al. 2011;
Campos-Soriano et al. 2012).

In parallel, our findings showed that root mycozdiirate was higher in Orvantis than
in Lord, the more resistant wheat cultivar, suggesthat root colonization rate depends on
cultivar resistance level. These results are ieagent with those of Khalil et g11999) who
showed that three cultivars of soybean plants weenized differently byGigaspora
margarita. Several studies, under pot conditions, showedrbat wheat cultivars have less
extensive mycorrhizal colonization than older aats (Hetrick et al. 1993; Zhu et al. 2001).
Because of the older ones have lost their resistémadiseases over time, it is assumed that
breeding for resistance to diseases could resualtrgsistance to mycorrhizal fungi (Khalil et
al. 1999; Parke and Kaeppler 2000).

Additionally, our results showed that both M and NMrd plants exhibited lower leaf and
stem numbers and subsequently shoot dry weight agdpto Orvantis. This reduction in
growth compared to Orvantis could help to redu@aptensity and subsequently humidity

ratio, which is an important factor fdgt infection (Seutin et Bodso 2012). Such a wheat
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growth-cultivar resistance level relationship inthh®1 and NM conditions has never been
described so far. However Mark and Cassels (19@&)otistrated in different strawberry
clones that the positive correlation between myupal root colonisation and growth effects
in the genotypes was not reflected in their respedusceptibility tdPhytophthora fragariae

infection.

In summary, this study highlighted the ability afferent AMF inoculum to protect
wheat against the biotrophic fungBgt. We found that this bioprotective effect depends on
different parameters including P concentrationcutom type and cultivar resistance level. A
decrease of P supply results in an increased whettolonization rate and decreased overall
both wheat growth anBgt infection. However, a high M rate didn’t necedyaproduce a
high wheat protectionFm conferred the highest wheat protection agabBut followed by
SZE and finallyRi. The moderate P/5 phosphorus concentration lediitabde wheat root
colonization rate, plant growth and wheat protectio Bgt However, a high M rate didn’t
necessarily produce a high wheat protection sikroeconferred the highest wheat protection
againstBgt followed by SZE and finallyri, while the mycorrhizal rate obtained with SZE®
was lower than that obtained witfim and Ri. Bgt infection process is reduced through
papillae and the whole auto-fluorescent cell foioratvia polyphenolic compound
accumulation, and subsequently reducing HS formaBmth the moderately susceptible and
the more resistant cultivars were protectedbyinoculation at P/5. However, mechanisms
which are involved in this protection appear rattiéfierent in both cultivars, and the analysis
of gene expression, such as genes encoding foogetksis-related proteins-PR, estimation
of plant defense hormons (salicylic acid and jasates) and testing another AMF species,

deserve to be investigated.
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Conclusion générale et perspectives

Jusqu’a présent, la lutte contBe graminisf. sp.tritici, agent de I'oidium du blé, fait
appel principalement a la culture de cultivarsst@sits et a 'usage intensif et systématique de
fongicides de synthese, ces derniers posant dddépres environnementaux et de santé
humaine. En outre, malgré le développement de raaxvdongicides, les agriculteurs se
trouvent confrontés a 'émergence de souches aésest et au manque de durabilité de la lutte
chimique. Il est donc nécessaire de développerattematives a cette lutte chimique, pour
une agriculture plus durable et plus respectueuseladsanté de I'Homme et de son
environnement. Dans ce contexte, la lutte biologigantre les maladies cryptogamiques du
blé grace aux CMA pourrait constituer une altermapirometteuse, de par la présence de ces
champignons symbiotiques dans la rhizosphére deséapsystémes et les bénéfices qu’ils
procurent aux plantes en termes d’améliorationaderbissance et de tolérance aux stress,
notamment biotiques. A ce jour, le potentiel des ACkbmme outils de biocontrdle des
maladies foliaires a été peu étudié notamment eotes maladies causées par des

champignons biotrophes, et jamais encore daraslele pathosysteme blé/oidium.

Au cours de cette thése, les travaux réalisésanduit, tout d’abord, a la mise au point
d’'une méthode de mycorhization chez le blé suitéajaut d'un inoculum mycorhizien
commercial en conditions de culture sur substraficl. Apres 6 semaines de culture en
pots, dans des conditions contrdlées et optimisten présence de I'inoculum mycorhizien a
base du CMAF. mosseadFm), un taux de mycorhization de 38% des plants éeeblune
augmentation des biomasses séches racinaire aitdotint été obtenus. Parallélement a ces
effets positifs dda mycorhization, un taux de protection conBegt, estimé a 78%, a été
observé sur les feuilles de blé mycorhizé, sugdédtiaduction d’'une résistance systémique.
Les mécanismes impliqués dans cette protection lg&sta une induction de réactions de
défense. Au moment de l'infection de la plante Bgt une réduction du nombre d’haustoria
formés a été observée au niveau des cellules épmgiees des feuilles de blé mycorhizé, avec
une accumulation de composés phénoliques et dexymkrod’hydrogéene (D), soit au
niveau des papilles formées, soit au niveau dellale entiere. Des suivis d’accumulation de
transcrits dans les feuilles de blé mycorhizé,lmsenace de toute infection pagt, ont mis en
évidence une surexpression de genes codant pounmatesieurs de défense commePlax,
conduisant a l'oxydation de plusieurs substratsnphgues permettant la formation de la
lignine en présence di®,, la PAL enzyme catalysant la principale étape d’entrée thans
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voie de synthése des phénylpropanoides, la chitibapable d’hydrolyser la chitine des
parois fongiques et NPRdonnu comme étre un élément clé de la régulatioia &\R chez
les plantes.

L’ensemble de nos résultats démontre que la groteobtenue contre I'oidium du blé
en réponse a l'inoculation mycorhizienne pourraitespondre a une Résistance Induite par la
Mycorhization (ou MIR pour « Mycorrhiza-induced istgance »). Dans nos conditions, les
mécanismes associés a la MIR ont conduit a la téstuclu niveau d’infection paBgt
(principalement en empéchant la formation de I'b@nism) et a une élicitation des défenses
de type systémique plutdt gu'une potentialisatiepriming ») de celles-ci dans les feuilles
de blé mycorhizé.

Afin d’optimiser l'efficacité a protéger le blé wwe Bgt via le phénomene de MIR, dans
la seconde partie de cette thése, nous nous sorfonaksés sur I'étude de différents
parametres susceptibles d’influencer le taux de amyzation et/ou lefficacité de la
protection induite. Nos résultats ont montré quedacentration de P, le type d’inoculum
mycorhizien et le niveau de résistance du cultidar blé, font partie des paramétres
importants a prendre en considération lorsque $aumhaite favoriser la protection du blé par
les CMA. Une réduction par 5 de la dose apportéleé detconisée au champ augmente le taux
de mycorhization des plants de blé parde 2,3 fois tout en doublant son taux de protection
contre I'oidium. Néanmoins, une trop forte dimiouatide I'apport de P va limiter la

croissance de la plante, perte qui n’est pas cos@gepar la mycorhization.

Parmi les 3 inocula testés a P/5, le meilleur tdex mycorhization (38%) et de
protection du blé contrBgt (pouvant atteindre 78%) ont été associés a I'ajelm. Dans le
cas des deux autres inocula, alors gqu’un taux dmrhization a été évalué a 19% atet a
8% avec SZE, un meilleur taux de protection a étéru avec SZE (58%) par rapporRa
(19%). Que ce soit aveem ou SZE, la protection résulterait de la réductiihn nombre
d’haustoria formés. Ainsi, au regard de ces résjltaous pouvons suggérer que le taux de
protection n’est pas forcément lié au taux de mlyization, mais plutdt au type d’inoculum.
En effet, il est a signaler que les inocula tedi@fierent par les especes/souches de CMA qui

les constituent mais aussi par leur formulation.

Par ailleurs, la mycorhization aboutit a une mtite chez les deux cultivars utilisés,
Orvantis modérément sensible, et Lord plus rédishéanmoins, les mécanismes de défense

induits se traduisent par une accumulation des osggpphénoliques dans I'ensemble de la
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cellule chez le cultivar le plus résistant et aveau des papilles et/ou dans I'ensemble de la
cellule chez le plus sensible.

L’ensemble des résultats, obtenus lors de la prtésinése, mettent en évidence le
potentiel des CMA comme agents de biocontréle detadies foliaires et en particulier
I'intérét de proposer l'inoculation du blé par IE8IA comme moyen de lutte alternative
contre I'oidium. Il est toutefois important de bigéfinir les conditions, notamment en termes
de doses optimales des éléments nutritifs minétalsxque le P, susceptible d’assurer une
croissance veégétale satisfaisante, ainsi qu'un truxnycorhization suffisant a la mise en
place du phénoméne de MIR, mais aussi de choisocilum mycorhizien adéquat ayant la

capacité de protéger le cultivar le plus adapti delture.

L’ensemble de ses résultats permettent d’envisageplusieurs perspectives parmi

lesquelles:

(1) Compléter I'étude des mécanismes de défense iogdiglans la protection suite a la

mycorhization:

a. en recherchant d’autres marqueurs de résistanciendn effet, nos résultats ont décrit
chez les feuilles des plantes mycorhizées une tmmucles genes cibles hors contexte
infectieux alors qu’ils étaient réprimés en congextfectieux, ce qui suggere gBgt serait
capable de moduler, lors de l'infection, des défenactivées lors de la mycorhization.
Nous pourrions ainsi cibler des génes codant p&autres protéines PR comme la PR1
(connue pour étre un bon marqueur de la SAR induisene réponse a différents
pathogenes), la PR2 (glucanase), la LTP (proténtahsfert des lipides) impliquée dans
la résistance du blé contBgt Nous pourrions aussi nous intéresser plus pégiement
aux différents génes codant pour des protéinesvariant dans le renforcement des parois
ou la formation de papilles (dépdt de callose, andation de composés phénoliques)
comme la CAD(coumaroyl alcohol dehydrogenase, intervenant tmanv®ie de synthese
de la lignine)la chalcone isomerase (CHI) et la chalcone synt{@s&), intervenant dans
la voie de synthéese de flavonoides.

b. en étudiant les phénomenes retrouvés au niveautis®ss racinaires de la plante
susceptibles d’étre en interaction avec le changmigmycorhizien. Par exemple, nous
pourrions effectuer des dosages de métabolitesusignpomme I'AJ, I'AS ou I'ET, mais
également un suivi de I'expression des génes cquamtdes protéines impliquées dans la

production de ces composes intervenant dans kstaiése systémique.
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c. en utilisant d’autres approches plus globales,| idgisse d'études transcriptomiques,
protéomique ou métabolomique, qui permettraientdeditifier d’autres voies ou
métabolites qui seraient mobilisés chez le blé mhgé et potentiellement impliqués dans

les phénomenes de résistance du blé edt

(2) Optimiser les conditions permettant la protectiorblé

a. en déterminant le temps nécessaire pour obtenipratection du blé aprés inoculation par
le champignon mycorhizien.

b. en testant d’autres espéces de CMA cor@tmnus fasciculatum, Gigaspora gigantea, G.
etunicatum et Gigaspora rosedont l'efficacité contre des agents phytopathogenes
responsables de maladies racinaires a été mon#&2 lehpoivron, la luzerne et l'orge
respectivement.

c. en étudiant I'impact d’autres paramétres abiotiqo@svant influencer la mycorhization
tels que la température, I'hygrométrie, les élémantritifs minéraux autre que le P.

d. en testant différentes combinaisons de traiteméiatsa de (i) differentes especes de CMA,
(ii) un inoculum mycorhizien et des bactéries bénafs (PGPR) commseudomonasp.
ou Bacillus sp., ou des champignons bénéfiques (PGPF) colirioroderma harzianum
(iii) un inoculum mycorhizien et l'application deD® bio-sourcés, (iv) un inoculum

mycorhizien et des doses réduites de fongicides.

(3) La « MIR » est souvent considérée comme un étedgistance systémique tres proche de
I'état d'ISR induit par des bactéries bénéfiquedSIR est reconnue pour entrainer une
résistance de la plante contre un large spectrgedta pathogénes; il serait intéressant de
tester I'effet de la mycorhization du blé contreawtre pathogene du blé, comme par exemple
le champignon hémibiotrophdycosphaerella graminicolaagent de la septoriose, maladie

responsable d'importantes pertes de rendementlehre.

(4) Enfin, il serait intéressant de tester I'efficacde la mycorhization contre les maladies
foliaires a I'échelle du champ. Un état des liees donditions de mycorhization du blé dans
les champs (isolement et identification des CMA oahtones, caractéristiques pédo-
agronomiques du sol,...) peut étre envisagé, en hemc les pratiques -culturales.
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Annexe 1: Méthode d’extraction des ARNS et transcriptionarse

En condition non-infectieuse, I'effet de la mycadtion sur I'expression des genes a
été évaluée sur la troisieme feuille du maitre-dies plants de blé prélevée aprés 6 semaines
de culture en présence ou nonFdenosseaePuis, afin d’étudier lI'influence de l'infectious
des plants mycorhizés, la troisieme feuille destglale blé mycorhizés et agés de 6 semaines
a été prélevé a 0, 12 et 21h aprés linfection) (par Bgt (5.10 spores / ml). Pour
comparaison, la condition non-infectieuse a étémlpt en traitant les plants mycorhizés avec
la solution de FC43 et les feuilles ont été prédsvé 0, 12 et 21h apres traitement. Trois lots
de feuilles ont été échantillonnés sur 3 pots dhfiés, congelés en présence d’azote liquide
pour stopper les activités enzymatiques et stoeké80 ° C avant de leur utilisation. Les
ARNSs totaux sont isolés a partir de 100 mg de sissangelés en utilisant le RNeasy Plant
Mini Kit (Quiagen, Pays-Bas) et en suivant lesnnstions du fabricant. L'ADN génomique
contaminant a été éliminé par traitement d’'une [@Naa le kit DNasefree- RNase (Quiagen,
Pays-Bas). Les ARN sont ensuite quantifiés en naesleur densité optique a 260 nm. 2 ug
d’ARN totaux sont utilisés pour I'étape de trangtidn inverse (RT-PCR: reverse
transcriptase Polymerase Chain Reaction) réaligée lg kit High Capacityc DNA Reverse

Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) selas linstructions fournies par le fabricant.

Annexe 2: Méthode d’'analyse de I'expression des genedP@R en temps réel

Les génes ciblés sont liés aux réactions de défddedains d’entre eux ont été
sélectionnés a partir d’études antérieuresétudiiatgraction du blé et d&gt (PAL, LOX et
CHI1, Tayeh, 2012; Tayeh et al, 2013). Enfin deux cesijg’amorces ont été nouvellement
dessinésNPR1et POX) pour cette étude. Les amorces de la NPR1 etdessggPOX ont été
congus en utilisant le programme Primer Expresseété testés pour la structure secondaire
en utilisant le programme Net Primer.Les couplesrabrces utilisés lors de la réaction de
guantitative RT-PCR sont présentées dans le tabfedies réactions d’amplification sont
réalisées en temps réel sur ABI Prism 7300 (ApiEsystems, USA) et effectuées dans des
plaques de 96 puits permettant la détection dautadscence. Le volume réactionnel est de
25 uL par puit et est composé du mélange suivant pu&,5d’eau milliQ, 1 pL de chaque
amorce et un mix réactionnel 12,5 contenant le SR Bfteen et le tampon adapté avet 5
de matrice diluée 10 fois (ADNCc). Le SYBR greenseafixer sur le double brin d’ADN en
place de I'’ADN. Des témoins négatifs sont réalisésc de I'eau milli-Q". Les paramétres
d’amplification sont : 15s a 95 ° C (dénaturatidd),a 60 ° C (hybridation) et 30s a 72 ° C

(élongation) pour 40 cycles. Les réactions de PGRéte réalisées en triplicate pour trois
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réplicats biologiques. Les résultats sont normsligéec le gene de ménage codant pour
I'actine et exprimés selon le témoin correspondalat valeur fixe de 1, nous parlerons alors
d’expression relative. L'expression relative desnagge est considérée comme induite
lorsqu’elle est supérieure a:22(X) et réprimée lorsqu’elle est inférieure a ;8.5 X). Afin

de déterminer si I'expression des génes étudiée tbe plantes mycorhizées ou non-
mycorhizées en condition infectieuse sont régukdagon différente, le test de Kruskall-
Wallis suivi du test de comparaisons multiples desont utilisés.
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Résumé

Protection du blé contre I'oidium par des champignas mycorhiziens a arbuscules:
mécanismes et optimisation

L'utilisation des champignons mycorhiziens a arbiless (CMA) pourrait constituer une
alternative potentielle aux traitements fongicidemventionnels pour lutter contre les maladies
cryptogamiques des plantes. Notre travail a cdhsistétudier I'éventuel effet protecteur de la
mycorhization arbusculaire chez le blé tendrgticum aestivuni.) contreBlumeria graminidf. sp.
tritici (Bgf), un champignon biotrophe responsable de I'oidiume maladie affectant les parties
aériennes de la plante.

L'inoculation mycorhizienne du blé avec le CMPunneliformis mossea¢Fm), en conditions
controlées et optimisées, nous a permis d’obtemmiallglement & un taux de mycorhization de 38%
des plants de blé, une amélioration significatieelal biomasse et un taux de protection coBiye
estimé a 78%. Ces résultats suggerent I'inductionedrésistance systémique des réactions de défense
du blé par mycorhization (Mycorrhiza-Induced Resise, MIR). Cette protection serait liée a une
accumulation de composés phénoliques et de peraxygerogene dans les cellules épidermiques
des feuilles de blé mycorhizé, au niveau du sitpé&w®étration ddgt Une surexpression des genes
POX, PAL CHI1 et NPR1codant pour des marqueurs de défense a égalenéentis# en évidence
dans les feuilles en absence d'infection fBgt Enfin, nos travaux ont également souligné
I'intégration de divers parametres pour optimisatilisation des CMA comme agents de biocontrdle
chez le blé. La meilleure protection contre I'ordia été obtenue avec un apport en phosphore réduit
de 5 fois par rapport & celui préconisé au chamm éoculum mycorhizien & base e, que ce soit
chez un cultivar modérément sensible ou un cul{ias résistant.

Mots clés : Champignons mycorhiziens & arbuscules, oidium, fdégistance induite par la mycorhization,
biocontrdle.

Abstract

Wheat protection against powdery mildew by arbuscwdr mycorrhizal fungi:
mechanisms and optimization

The use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) codld an innovative alternative to chemicals
against fungal plant diseases. Our work aimedualystg the possible protective effect of arbuscular
mycorrhization in the bread whedtriticum aestivuni..) againsBlumeria graminid. sp.tritici (Bgt),

a biotrophic fungus responsible of wheat powdergen, a disease affecting the aerial plant organs.
Wheat mycorrhizal inoculation b¥funneliformis mosseaém), under controlled and optimized
conditions, allowed us to obtain concomitantly acotyhizal rate of 38%, a significant increase of
plant biomass and a protection level agaBgttestimated at 78%. These results suggest the induct
of systemic wheat defense reactions resulting fmaycorrhization (Mycorrhiza-Induced Resistance-
MIR). This protection is linked to an accumulatiohphenolic compounds and hydrogen peroxide at
the Bgt penetration sites in epidermal leaf cells of myloaed wheat plants. Up-regulations DX
PAL NPR1 and CHI1 genes encoding for defense markers were also eubiatit in leaves of
mycorrhizal wheat in the absenceBgjtinfection. Moreover, our study highlighted the imgamce of
taking into account various parameters to optintieeuse of AMF as biocontrol agents. The highest
protection against powdery mildew was obtained with-fold reduced phosphorus input compared to
that recommended in the field and with the mycaahiinoculumFm, in both a moderately
susceptible or a more resistant cultivar.

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, powdery mildew, whemycorrhiza-induced resistance, biocontrol.



