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Titre : Mise au point de la transparisation racinaire pour l’imagerie 3D de la symbiose mycorhizienne à 
arbuscules 
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Résumé : La vigne, comme la majorité des espèces de 
plantes d’intérêt agronomique, forme une symbiose 
mutualiste avec les Champignons Mycorhiziens à 
Arbuscules (CMA). En contrepartie de produits issus de 
la photosynthèse, les CMA soutiennent leur(s) 
plante(s) hôte(s) dans l’acquisition de nutriments et la 
lutte contre leur(s) pathogène(s). En tant que 
biofertilisants, ces symbiontes obligatoires 
représentent une alternative de choix à l’égard des 
pratiques agricoles conventionnelles pour le 
développement d’une viticulture durable. Les 
échanges entre les deux partenaires sont permis par la 
mise en place de structures fongiques spécialisées 
appelées arbuscules. La membrane plasmique 
végétale, en contact étroit avec l’arbuscule, appelée 
membrane périarbusculaire, présente des 
transporteurs de nutriments spécifiquement régulés. 
Le phosphore (P) est un élément clé pour la croissance 
des plantes, mais la majeure partie du P du sol n'est 
pas disponible. Les plantes ne peuvent prélever que le 
phosphate inorganique (Pi) du sol à proximité de leurs 
racines et sont donc rapidement confrontées à son 
épuisement. En agriculture conventionnelle, cet 
épuisement est compensé par l'application d'engrais 
de synthèse. Cependant, les plantes mycorhiziennes 
peuvent prélever du Pi du sol soit par la voie directe 
(transporteurs exprimés au niveau de la membrane 
plasmique des cellules épidermiques des poils 
absorbants) soit par la voie mycorhizienne. La voie 
mycorhizienne peut améliorer la nutrition phosphatée 
des plantes en étendant l'exploration des sols, grâce 
aux hyphes du CMA, au-delà de la zone de déplétion 
en Pi. Les arbuscules du CMA sont impliqués dans la 
translocation du Pi vers la cellule végétale à travers la 
membrane périarbusculaire. Afin de comprendre le 
rôle du P dans l’établissement et le maintien des 
échanges entre les partenaires symbiotiques, ma 
thèse se divise en deux axes. Mon premier objectif est 
de déterminer la répartition tri-dimensionnelle sur 

racine entière des transporteurs de P sur-exprimés lors 
de la mycorhization. Pour cela, il est nécessaire de 
rendre l’échantillon transparent par dépigmentation 
et homogénéisation des indices de réfraction à travers 
le tissu. Cette technique, appelée transparisation, 
permet l’acquisition d’un signal fluorescent en 
profondeur sans coupe histologique. J’ai donc mis au 
point un protocole de transpiration sur tissu racinaire. 
L’imagerie racinaire en microscopie confocale à 
balayage laser, jusqu’à lors limitée à une profondeur 
de 40μm sur racine non pigmentée, à cause de 
l’opacité du tissu, est dorénavant repoussée à 250μm 
d’épaisseur grâce à la transparisation, y compris sur 
racines pigmentées. Dans un second temps, j’ai réalisé 
un immunomarquage de transporteurs de phosphate 
sur-exprimés lors de la mycorhization. Cet 
immunomarquage fonctionne sur racine entière non 
pigmentée (Medicago truncatula, transporteur 
MtPT4) et pigmentée (Vitis sp., VvPT4). Le second 
objectif de ma thèse est de déterminer l'influence du 
P sur l'échange et le stockage de carbone entre les 
deux partenaires. En tant que symbiote obligatoire, le 
CMA a besoin d'un support et d'un approvisionnement 
en carbone. Le sucre (sous forme du glucose) est la 
principale source de carbone pour le CMA. Cependant, 
les CMA sont incapables de produire des acides gras 
(Ag) et ont besoin de la plante pour cette synthèse. 
Lorsque la concentration en P dans le milieu de culture 
est élevée, les arbuscules ont tendance à se rétracter 
et à former des gouttelettes lipidiques visibles en 
microscopies photonique et électronique. Par des 
analyses spectrales innovantes sur tissus racinaires 
mycorhizés (infrarouge, visible et spectrométrie de 
masse), je cherche à trouver une approche permettant 
de déterminer la composition en AG des gouttelettes 
lipidiques, pour in fine, en comprendre la provenance 
(végétale ou fongique) et confirmer ou infirmer la 
présence d’une voix passive de transport d’AG lors de 
la mycorhization.
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Abstract: Grapevine, like most plant species of 

agronomic interest, forms a mutualistic symbiosis with 

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF). In return for 

products of photosynthesis, the AMF support their 

host plant(s) in acquiring nutrients and fighting their 

pathogen(s). As biofertilisers, these obligate 

symbionts represent a choice alternative to 

conventional agricultural practices for the 

development of agriculture, and in particular 

sustainable viticulture. Exchanges between the two 

partners are made possible by the establishment of 

specialised fungal structures called arbuscules. The 

plant plasma membrane, in close contact with the 

arbuscules, called the periarbuscular membrane, has 

nutrient transporters that are specifically regulated in 

this symbiosis. Phosphorus (P) is a key element for 

plant growth, but most of the P in the soil is not 

available to the roots. Plants can only take up inorganic 

phosphate (Pi) from the soil near their roots and are 

therefore quickly faced with its depletion. In 

conventional agriculture, this depletion is 

compensated by the application of synthetic 

fertilisers. However, mycorrhizal plants can take up Pi 

from the soil either by the direct way (transporters 

expressed in the plasma membrane of the epidermal 

cells of the absorbing hairs) or thanks to the AMF. The 

mycorrhizal pathway can improve plant phosphate 

nutrition by extending soil exploration, through the 

hyphae of the AMF, beyond the Pi depletion zone. 

Furthermore, AMF arbuscules are involved in the 

translocation of Pi to the plant cell through the 

periarbuscular membrane. In order to understand the 

role of P in the establishment and maintenance of 

exchanges between symbiotic partners, my thesis is 

divided into two main axes. My first objective is to 

determine the three-dimensional distribution of P 

transporters over-expressed or induced during 

mycorrhization. In order to acquire fluorescent signal 

over the entire root thickness, it is necessary to make 

the samples transparent by depigmenting and 

homogenising the different refractive indices within 

the tissue, via chemical treatments. This technique, 

called clearing, allows a three-dimensional analysis of 

the fluorescently labelled structures of interest on 

thick samples without histological sectioning. I first 

developed a root tissue clearing protocol. Root 

imaging using confocal laser scanning microscopy, 

which was previously limited to a depth of 40μm on 

non-pigmented roots due to the opacity of the tissue, 

is now extended to 250μm in thickness thanks to 

clearing process, including on pigmented roots. In a 

second step, I performed an immunolabelling of 

phosphate transporters overexpressed during 

mycorrhization. This immunolabelling is suitable with 

clearing of non-pigmented roots (Medicago 

truncatula, MtPT4 transporter) and on pigmented 

roots (Vitis sp., VvPT4 transporter). The second 

objective of my thesis is to determine the influence of 

P on the exchange and storage of carbon between the 

two partners. Indeed, as an obligate symbiont, the 

CMA needs a plant support and a carbon supply. 

According to the literature, sugar (glucose) is the main 

source of carbon for the AMF. However, AMFs are 

unable to produce fatty acids (FAs) and require plant 

for this synthesis. Studies have suggested the presence 

of an active FA transport pathway at the symbiotic 

interface. However, when the concentration of P in the 

culture medium is high, the arbuscules tend to shrink 

and form lipid droplets visible under photon and 

electron microscopy. These observations suggest a 

passive voice allowing the transport of FA from the 

plant to the AMF via these droplets. Using innovative 

spectral analyses on mycorrhizal root tissues (infrared, 

visible and mass spectrometry), I am looking for an 

approach to determine the FA composition of the lipid 

droplets, in order to ultimately understand their origin 

(plant or fungal) and confirm or deny the presence of 

a passive FA transport pathway during mycorrhization.
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Introduction générale 

 

1. La symbiose mycorhizienne à arbuscules 

La grande majorité des plantes terrestres (>95 %) mettent à contribution des champignons pour 

leur nutrition, à travers une symbiose mutualiste appelée « mycorhize » (Trappe, 2005). Le mot 

mycorhize a pour origine les termes grecs anciens « mukês » pour champignon et « rhiza » pour racine 

(Frank, 1885). Il existe plusieurs types de symbioses mycorhiziennes, dont 2 principaux se distinguent 

par la morphologie de l’interaction entre les deux partenaires : l’ectomycorhize (dite externe) et 

l’endomycorhize (dite interne). Pour la première, l’hyphe du champignon forme un manteau autour 

d’une radicelle et s’insinue entre les cellules corticales, générant une structure d’échange appelée 

réseau de Hartig. Dans le cas de l’endomycorhize, l’hyphe extra-racinaire du champignon (10μm de 

diamètre) pénètre entre les cellules du rhizoderme, puis se développe entre les cellules racinaires et 

colonise une cellule corticale en se ramifiant (1μm de diamètre). La structure fongique, appelée 

arbuscule, se met en place entre la paroi végétale et la membrane plasmique modifiée, alors appelée 

membrane périarbusculaire (MPA, Figure 1a et 1b) (Briat and Job, 2017, chap12). 

 

Figure 1 : Fragment de racine (a) de Hieracium pilosella, colonisé par Rhizophagus irregularis, contenant 
arbuscules (b) et vésicules (c). Coloration au bleu Trypan et observation au microscope optique (Photo I. 
Höpfner, Université de Bielefeld).  
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Cette structure particulière constituée de nombreuses ramifications fongiques enveloppées par la 

membrane périarbusculaire génère une très grande surface d’échanges au service des différents 

transferts qui caractérisent cette symbiose. De manière générale, les nutriments minéraux (ex. azote, 

phosphore, potassium) et l’eau passent du champignon mycorhizien à arbuscules (CMA) à la plante. 

Réciproquement, le carbone (ex. sucres et lipides) est acheminé de la plante vers le champignon (Smith 

et Read 2008). Parfois, on peut également voir des structures appelées vésicules, spécialisées dans la 

mise en réserve de composés lipidiques (Figure 1a et 1c ; Gavériaux, 2012). 

 La symbiose mycorhizienne à arbuscules (SMA) est le plus ancien type d’endomycorhize et le plus 

répandu sur terre. Cette association aurait joué un rôle prépondérant dans la sortie de l’eau des 

végétaux chlorophylliens et la colonisation des terres émergées par ceux-ci (Malloch et al., 1980). Cette 

hypothèse a été appuyée par la découverte à Rhynie, en Ecosse, d’arbuscules chez une plante primitive 

Aglaophyton major (Remy et al., 1994). D’autres fossiles trouvés dans le Wisconsin, suggèrent que la 

SMA est apparue il y a 400 à 450 millions d’années (Redecker, 2000).  

Un seul embranchement du règne des champignons forme la SMA, celui des Glomeromycota, qui 

compte à ce jour 327 espèces (International culture collection of Glomeromycota (CICG) 

https://sites.google.com/view/cicg-furb-english/taxonomy/nomenclature). Les CMA sont des 

biotrophes obligatoires : ils sont dans l’incapacité de croitre en absence de la plante hôte qui leur 

fournit les substrats carbonés nécessaires à leur développement. Leurs hyphes, non septés de 6 à 

20μm de diamètre, ont une très grande capacité d’exploration du sol, supérieure à celle de la plante 

dont les racines fines ont un diamètre de l’ordre de 300μm. La SMA permet donc à cette dernière 

d’étendre indirectement son système racinaire (d’au moins 40 fois, (Giovannetti et al., 2001)) et 

d’améliorer sa capacité d’absorption de l’eau et des minéraux. Malgré leur apparente incapacité à se 

reproduire de manière sexuée, les Glomeromycota peuvent se propager asexuellement de différentes 

manières : (i) par la formation de mitospores multinucléées, allant de 20 à 2000μm de diamètre, qui 

en conditions favorables germent et colonisent une racine (Bécard et Pfeffer, 1993); (ii) par un hyphe 

colonisant une racine à proximité, qu’il soit sous forme d’un fragment isolé ou d’une extension 

provenant d’un champignon déjà associé à une plante. 

Malgré une diversité de partenaires fongiques restreinte, plus de 200 000 espèces de plantes (soit 

plus de 80% des plantes terrestres), dont la grande majorité des plantes cultivées, peuvent former au 

niveau de leurs racines une SMA (Gavériaux, 2012). Les familles des Brassicaceae, Chenopodiaceae, 

Caryophyllaceae et Polygonaceae ne forment pas de mycorhize. Toutes les autres plantes cultivées 

telles que les graminées (ex. blé et riz), les légumineuses (ex. soja et pois) ou encore des cultures 
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légumières (ex. tomate et oignon), horticoles (ex. géranium et rosier) et fruitières (ex. pommier et 

vigne), sont des plantes formant une SMA. 

Ces caractéristiques propres à la SMA en font une symbiose d’intérêt agronomique majeure. Elle 

offre l’opportunité de soutenir les rendements de culture tout en réduisant l’utilisation d’intrants, en 

agissant sur des leviers tels que l’apport en eau, la nutrition minérale et la protection contre les stress 

biotiques et abiotiques (Gianinazzi et al., 2010). Elle permet également d’améliorer la qualité de 

production agronomique d’intérêt, seule ou en association avec des bactéries du sol (Noceto et al., 

2021).  

2. La vigne 

La vigne est une plante pérenne au feuillage caduc qui appartient à la famille des Vitacea et du 

genre Vitis (V.). Elle est formée d’un cep qui se ramifie en plusieurs sarments faisant l’objet de tailles 

selon le stade de développement et la conduite culturale choisie. Les conduites se distinguent selon 

les choix du vigneron concernant la densité de plantation et la hauteur du tronc, la taille, le palissage 

et l’enherbement. L'utilisation de porte-greffes dérivés d'espèces de Vitis nord-américaines a sauvé la 

vigne en Europe de l'extinction due à l'introduction, par du matériel de plantation contaminé, d’un 

insecte, le phylloxéra, à la fin du XIXe siècle. Le porte greffe doit être adapté au sol du vignoble et être 

compatible avec le cépage greffé (variété de vigne) afin de lui apporter toute la vigueur nécessaire à 

son bon développement sans influencer ses caractéristiques spécifiques. Les porte-greffes 

couramment utilisés sont soit des espèces individuelles de Vitis, soit des croisements de deux ou 

plusieurs espèces (Keller, 2015). La majorité des porte-greffes utilisés aujourd'hui sont des hybrides de 

trois espèces : V. riparia, V. rupestris, et V. berlandieri (Galet, 1998). Le catalogue national dénombre 

trente variétés de porte greffes ; en Bourgogne, 95% du vignoble est couvert par seulement cinq porte-

greffes différents (41B = V. vinifera x V. berlandieri, SO4 = V. berlandieri x V. riparia, 3309C = V. riparia 

x V. rupestris, 161-49C = V. berlandieri x V. riparia et Fercal = V. berlandieri x V. vinifera x V. longii).  

Les cépages sont sélectionnés selon la localisation géographique du vignoble et le devenir du raisin 

produit. La très grande majorité des cépages cultivés aujourd’hui sont de l’espèce européenne V. 

vinifera. En Bourgogne notamment, le chardonnay et le pinot noir sont les deux cépages les plus 

cultivés, représentant 86,6% des récoltes (BIVB, 2012). Dans le monde, 7,5 millions d’hectares (ha) 

sont consacrés à la viticulture selon l’Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIVV, 2016). 

En France, 95 % du vignoble est consacré à la production de raisin de cuve, engendrant 16 milliards 

d’euros de chiffres d’affaires en aval de la filière (HCCA, 2017). La viticulture représente un secteur 

économique prospère mais un secteur agricole encore très dépendant des intrants et pesticides de 

synthèse. Approximativement, les apports en éléments minéraux principaux (azote (N), phosphore (P), 
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potassium (K) et calcium (Ca) confondus) vont de 120 à 290kg par an et par hectare. Avec 14 ravageurs 

et 6 champignons pathogènes référencés (Bergeron, 2013), 20% des pesticides totaux utilisés en 

France sont destinés à la protection des vignobles qui ne représentent que 3,7% de la surface agricole 

utile française (HCCA, 2017). Par ailleurs, comparée aux autres plantes cultivées, la vigne développe 

un système racinaire de faible densité avec des racines relativement épaisses et des racines fines qui 

subérisent avec le temps. Ces caractéristiques la rendent fortement dépendante de la SMA pour sa 

croissance et son développement (Schreiner, 2005). Sur la Figure 2 ci-dessous, on peut observer 

l’étendu des services écosystémiques qu’apporte la SMA à la vigne. 

 

 

 

 

 

  

Figure 2 : Services écosystémiques rendus par la mycorhize à arbuscules (adaptée de Sportes at al., 
2021b, Noceto et al., 2020). 



Introduction générale 

 

9 
 

L’amélioration de la tolérance de la vigne aux stress abiotiques est un service écosystémique 

primordial rendu par les CMA. Le stress abiotique qui influence le plus le développement des grappes 

de raisin et leur qualité est le déficit hydrique. La SMA permet d’augmenter l’eau prélevée par la plante. 

Lorsque des événements de sécheresse ont lieu, la vigne a tendance à réduire sa production de racines 

fines. Cette perte est compensée par une augmentation du nombre d’arbuscules au sein des racines 

déjà colonisées (Schreiner et al., 2007). D’autres travaux ont montré que les vignes soumises à un fort 

déficit hydrique utilisent de manière plus efficace l’eau à leur disposition lorsqu’elles sont mycorhizées 

(Trouvelot et al., 2015).  

La SMA permet d’augmenter l’absorption des trois nutriments, N, K et P, dont la carence a un 

impact important sur la santé et la croissance de la vigne, ainsi que sur la qualité de la baie. Chez la 

vigne, comme chez les autres plantes pouvant établir une SMA, cette interaction plante-CMA est 

privilégiée lorsque les quantités en nutriments (notamment N et P) pour la plante sont faibles 

(Schreiner, 2005; Smith et Read, 2008). L’interaction se manifeste à l’échelle moléculaire par des 

modifications d’expression de certains gènes de la vigne pouvant être liés directement ou 

indirectement à la présence du CMA, comme par exemple des transporteurs de nutriments (Balestrini 

et al., 2017; Valat et al., 2018). Concernant le P, il est exclusivement absorbé sous forme de phosphate 

inorganique (Pi) par la plante et le CMA ; l’avantage de la SMA réside donc dans l’important volume de 

sol exploré par les hyphes. Il en est de même concernant l’N, préférentiellement assimilé sous forme 

d’ammonium (NH4+) par des transporteurs spécialisés de la plante, une déplétion se crée donc 

rapidement dans la rhizosphère (Garcia et al., 2016). Dans les sols fertilisés, l’N est majoritairement 

disponible sous forme de nitrate (NO3
- ; Jämtgård et al., 2010), que les plantes peuvent assimiler via 

des transporteurs spécialisés (Wipf et al., 2019). Cependant, la réduction de NO3
- en NH4

+ est couteuse 

en énergie. Le CMA peut incorporer l’azote sous forme inorganique (ex. NO3
- et NH4

+) et organique (ex. 

acides aminés et peptides). La diversité des sources d’azote est donc étendue par la symbiose, qui 

fournit jusqu’à un tiers de l’azote nécessaire aux protéines racinaires (Govindarajulu et al., 2005). La 

mycorhization permet également une meilleure absorption d’autres nutriments essentiels tels que le 

potassium, le magnésium, le zinc et le bore (Trouvelot et al., 2015). La gestion de la SMA est un levier 

pertinent pour lutter contre les carences minérales de la vigne dans les sols pauvres, et diminuer 

l’utilisation d’engrais dans les sols agricoles via une meilleure accessibilité des nutriments médiée par 

la symbiose. 

La mycorhize permet également à la vigne de mieux tolérer le stress salin qui peut avoir un impact 

conséquent sur sa croissance et sur le raisin produit (Giri et al., 2007; Hasegawa et al., 2000). La 

mycorhize permet aussi de mieux tolérer le stress dû aux métaux dans le sol (ex. le cuivre); les CMA 

pouvant les piéger ou les immobiliser via différents mécanismes (Lanfranco et al., 2002). 
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La présence des CMA permet d’augmenter la stabilité des sols par la grande quantité d’hyphes 

(30m pour 1g de sol) qui agglomèrent les particules de sol et permet une meilleure infiltration de l’eau 

lors de fortes pluies (Wilson et al., 2009). De plus, les CMA produisent des molécules de type 

glycoprotéines (les glomalines) qui permettent de lier les particules fines de sol. Ces caractéristiques 

concourent à limiter l’érosion et le ravinement qui sont des problèmes répandus dans les régions 

septentrionales où les vignobles sont implantés sur des pentes plus ou moins accentuées afin 

d’optimiser l’ensoleillement (Bedini et al., 2009). Les CMA jouent donc un rôle important non 

seulement pour le cep mais aussi pour l’intégrité du vignoble dans son ensemble. Ces mêmes CMA 

peuvent également interagir avec les autres plantes formant une SMA et présentes sur la parcelle, 

générant un réseau mycélien commun et partagé. Ainsi, la présence d’un couvert végétal peut être un 

levier considérable dans l’optique d’étendre et de gérer durablement le réseau mycélien du vignoble 

en question (Noceto et al., 2020). 

Enfin, la mycorhize accroit la résistance de la vigne aux stress biotiques induits par de nombreux 

pathogènes. De nos jours, la lutte contre ces agresseurs est essentiellement menée via l’utilisation de 

fongicides, insecticides et parasiticides comme le révèlent les statistiques présentées au début de cette 

section. Or, ces pratiques culturales sont délétères pour la santé humaine mais aussi pour 

l’environnement. Dans ce contexte, le plan gouvernemental Ecophyto II a pour objectif la diminution 

de 50% de l’utilisation des produits phytopharmaceutiques d’ici 2025 grâce à des solutions 

agroécologiques. Cette nouvelle politique qui a commencé par le plan Ecophyto I en 2008, a 

notamment permis de retirer du marché des substances actives fongicides telles que la procymidone, 

la fenarimol ou encore la tolyfluanide (Ecophyto 2019). Outre leurs effets sur la santé humaine, de tels 

fongicides peuvent limiter ou inhiber le développement des CMA, voire impacter leur survie, et donc 

entrainer la perte des services écosystémiques associés (Cheng et Baumgartner, 2004; Zaller et al., 

2018). La pertinence de la préservation des CMA réside dans leur rôle crucial dans les phénomènes de 

résistance et de tolérance de la vigne vis-à-vis de ses différents agresseurs. 

Au niveau racinaire, la colonisation des racines par le CMA génère des modifications 

morphologiques limitant l’invasion des racines par le pathogène (Dalpé, 2005). Au niveau systémique, 

la SMA intervient de manière complexe sur les voies de signalisation de défense propre à la plante. Ce 

phénomène appelé « résistance induite par la mycorhize » (RIM) implique CMA, bactérie et plante 

dans des évènements symbiotiques cadencés par des signaux hormonaux caractéristiques de voies de 

défense de la plante tels que l’acide salicylique, abscissique et jasmonique (Cameron et al., 2013). La 

RIM engendrant une protection notoire de la plante contre un large spectre d’agresseurs, la gestion 

de la mycorhization au sein du vignoble s’avère cruciale pour une viticulture durable. 
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Les services rendus par la SMA dépendent de nombreux paramètres pédoclimatiques (ex. sol, 

climat et hygrométrie), techniques (ex. variété de vigne, porte-greffe, densité de peuplement, 

caractéristiques des différents couverts et passage des engins) et biotiques (ex. pathogènes, auxiliaires 

et microbiote). Avant la construction d’un itinéraire de culture basé sur une gestion appropriée de tous 

ces paramètres et sur l’anticipation de leurs interactions, il est nécessaire d’acquérir des connaissances 

structurales et fonctionnelles fines de la SMA. 

3. Visualisation et quantification de la SMA 

En présence d’acteurs invisibles à l’œil nu, tel que le CMA, l’observation microscopique est une 

étape incontournable d’une étude. Au cours de ces deux derniers siècles, les avancées dans la 

compréhension de la structure et de l’organisation des différents champignons mycorhiziens ont été 

intimement liés aux avancés de la microscopie optique et de la préparation des échantillons. Pour 

cause, les racines présentent de nombreux métabolites secondaires actifs à la lumière (ex. phénols, 

pigments, tanins) pouvant rendre le tissu complètement opaque et impossible à observer. Ce sont 

aussi des tissus généralement denses et imperméables, ce qui peut contraindre drastiquement la 

coloration. Afin de dépasser ces limites et de pouvoir observer l’interaction plante champignon au 

niveau cellulaire, des méthodes permettant de rendre le tissu moins opaque, si ce n’est transparent, 

ont été développées. C’est ainsi que commence l’histoire de la transparisation racinaire (voir Chapitre 

I), à la fin du XIXème siècle (Janse, 1897). On notera que l’agent de transparisation (AT) le plus populaire 

dans la première moitié du XXème siècle est l’hydroxyde de potassium (KOH), qui a largement été 

utilisé pour l’observation de la SMA (Janse, 1897; Peyronel, 1940, Bevege, 1968; Phillips et Hayman, 

1970). Cependant le tissu racinaire, comparativement aux autres organes végétaux, est un tissu difficile 

à transpariser (Bersier et Bocquet, 1960; Peterson, 1973). 

En plus de cette étape d’éclaircissement, la quantification et la description fine du CMA à l’intérieur 

de la racine ont été permises par l’utilisation d’une grande diversité de colorants. Le choix d’un colorant 

en particulier peut dépendre de nombreux facteurs comme la taille de la racine, le type de plante, la 

préparation d’échantillon, la toxicité, le but de l’observation ou encore les microscopes à disposition 

(Vierheilig et al., 2005).  

Si l’une des contraintes expérimentales est de garder le système racinaire vivant, l’observation du 

CMA restera, si ce n’est superficielle, tout du moins peu résolutive. Dans ce contexte, la transparisation 

est proscrite, l’observation ne pourra donc se faire que sur racine non pigmentées ce qui limite le 

nombre d’espèces végétales observables. En microscopie à lumière transmise, il est possible de 

marquer l’espace périarbusculaire (EPA) au rouge neutre, de par l’acidité de ce compartiment. 

Cependant, plusieurs paramètres notoires peuvent rendre cette coloration approximative : (i) un 
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stress mécanique de la racine durant la récolte, (ii) les blessures du tissu dues au sectionnement, (iii) 

la mauvaise pénétration du colorant sur racines non sectionnées et (iv) le marquage indésirable de 

tout autre compartiment acide au sein du tissu (Vierheilig et al., 2005). En microscopie à fluorescence 

il est possible de détecter le CMA grâce à son autofluorescence. Cependant ce type d’imagerie est peu 

résolutive et est très sensible au stade de développement des arbuscules (Vierheilig et al., 2005). En 

combinant la fluorescence et le sectionnement optique via l’utilisation d’un microscope confocal à 

balayage laser il est toutefois possible de détecter le signal de fluorochromes au sein de la racine 

vivante. C’est ce qui a été démontré en 2001 par Vierheilig et ses collaborateurs sur des plants de 

tabac. Pour cela, du 5(6)-carboxyfluorescein (CF, longueur d’onde d’excitation (λex) 492nm; longueur 

d’onde d’émission (λem) 514nm) ou du 5(6)-carboxy-seminaphthorhodafluor (5(6)-FAM SE, FLUOS, 

λex 492nm; λem 517nm) est déposé sur des feuilles volontairement blessées, afin de rejoindre le 

système racinaire via la circulation de la plante. 

Pour la détection et la quantification globale de la colonisation racinaire, le tissu est transparisé, 

coloré et observé au microscope photonique en lumière visible. Afin de quantifier la colonisation 

plusieurs approches ont été recensées (Sportes et al., 2021, cf contribution scientifiques page 112), 

mais on retiendra la dernière mise au point de la méthode des intersections (Hu et al., 2020) qui a été 

utilisée pour cette thèse. Parmi les colorants, on trouve le bleu Trypan (Phillips et Hayman, 1970), qui 

est le plus répandu encore aujourd’hui (Kobae et Ohtomo, 2016) pour la quantification. Il ne pénètre 

que dans les cellules mortes, marque également avec une faible intensité les cellules végétales et une 

forte intensité les structures fongiques dû à la grande quantité de membranes. Sa faible spécificité, le 

rend incompatible avec des observations à but morphologique à gros grossissement, ce qui est 

également le cas pour la coloration à l’encre noire. Le bleu coton et le Sudan IV (Nicolson, 1959) ont 

une affinité pour la chitine, mais présentent une intensité relativement faible, notamment lorsque les 

structures fongiques sont incluses dans du tissu racinaire. En revanche, le noir de chlorazol E (Brundrett 

et al., 1984) a une grande affinité pour la cellulose et la chitine, ce qui permet de distinguer clairement 

les structures fongiques intracellulaire et d‘offrir un meilleur contraste que le bleu Trypan à fort 

grossissement. Enfin la fuchsine acide, un colorant rose plasmatique, offre peu de contraste en lumière 

visible et est préféré en microscope à fluorescence (λex 540nm, λem 630nm), en tant que contre 

marquage.  

Pour une approche morphologique détaillée du CMA à l’intérieur de la racine, le tissu est 

généralement fixé, sectionné et/ou transparisé, marqué et observé en microscopie à fluorescence. Il 

sera préféré en coloration principale des marqueurs plus spécifiques au tissu fongique que ne l’est la 

fuchsine. C’est le cas pour l’Uvitex2B (λex 350nm, λem 435nm), un fluorochrome possédant une affinité 

pour les polysaccharides présents dans la chitine et la cellulose (Diagne et al., 2011). Bien que ce 
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marquage donne des résultats positifs en microscopie confocale, on notera que le marquage de la 

cellulose peut induire un bruit de fond et que ce fluorochrome nécessite d’avoir à disposition un 

microscope équipé d’un laser UV. L’agglutinine de germe de blé (Wheat Germ Agglutinin, WGA), quant 

à lui présente une très grande affinité pour la chitine. Le WGA peut être couplé à une large gamme de 

fluorochromes (FITC, AlexaFluor -350, -488, -555, -594, -633, -647, -680, ThermofisherScientific) ce qui 

le rend particulièrement populaire, puisque compatible avec une grande diversité de lasers. 

Cependant, ces marqueurs sont relativement couteux.  

Une des premières approches fonctionnelles via l’imagerie photonique consiste à faire la 

différence entre les arbuscules métaboliquement actifs (c’est-à-dire ramifiés, ou mature) et inactifs 

(collapsés). Le diaminobenzidine (DAB) est un réactif de la peroxydase, qui sous l’action de cette 

enzyme et en présence d’H2O2 génère une coloration brune. Empiriquement, la coloration au DAB ne 

marque que les arbuscules collapsés. Or, lors de la fin de vie de l’arbuscule, un mécanisme de défense 

contre l’invasion est mis en place par le tissu racinaire via la production d’H2O2 ce qui corrobore 

l’observation empirique (Vierheilig et al., 2001). Toutefois, ce résultat est à nuancer. Pour cause, la 

sensibilité de la coloration au DAB est telle, qu’elle est plus à même de révéler la production d’H2O2 

dans le tissus fongique métaboliquement actif et lors du « burst oxydatif » entrainant le collapse 

arbusculaire (Lanfranco et al., 2005). La coloration DAB a ensuite été optimisée en couplant la 

peroxidase avec le WGA (WGA-conjugated horseradish peroxidase (HRP) ; Kobae et Ohtomo, 2016). 

Dans ce cas, c’est la chitine du champignon qui est révélée par la réaction enzymatique et donc toutes 

les structures fongiques, sans distinction concernant la viabilité du tissu (Kobae et al., 2019; Kobae et 

Ohtomo, 2016). 

La détection d’activité enzymatique fongique peut être en elle-même un marqueur de viabilité. 

Pour ce faire, la racine est tout d’abord marquée, puis sectionnée ou transparisée, pour ensuite être 

observée en microscopie optique. Le produit de la réduction du nitro bleu de tétrazolium par la 

succinate déshydrogénase (enzyme mitochondriale) est le formazan, un composé peu soluble et 

pourpre. Cette technique permet de marquer toutes les structures fongiques viables (Macdonald et 

Lewis 1978 ; Kough et al., 1987), tandis que les structures non actives ne sont pas marquées. La 

phosphatase alcaline quant à elle, est active dans les vacuoles fongiques. Selon le substrat utilisé 

(CPPCQ vs sel de Fast Blue RR), le produit déphosphorylé peut être respectivement fluorescent (λex 

360nm; λem 540nm, Aarle et al., 2001) ou coloré (Tisserant et al., 1993).  

Une autre approche fonctionnelle, consiste à localiser des molécules d’intérêt dans la relation 

plante-CMA. Ce processus long impose tout d’abord la production d’un anticorps primaire (Ac Iaire) 

dirigé contre la protéine d’intérêt. Ce dernier devra lui-même être révélé par un second anticorps 
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couplé à un fluorochrome, une enzyme ou encore une bille d’or pour la microscopie électronique. Pour 

ce marquage, les racines sont fixées, sectionnées puis immunomarquées avant d’être observées. Basé 

sur ce principe, un transporteur de phosphate induit par la SMA chez Medicago truncatula (M. 

truncatula, MtPT4) a été mis en évidence par immunomarquage grâce à un Ac IIaire couplé 

AlexaFluor488. Les tissus ont été contre-marqués au WGA–Texas red et le transporteur a pu être 

localisé en contact étroit avec la membrane périarbusculaire, montrant un signal fluorescent plus 

important sur les arbuscules les plus développées, et absent au niveau des arbuscules collapsées 

(Harrison 2002). Chez le peuplier (PtPT10) a été marqué et révélé par le même Ac IIaire que 

précédemment. La proximité de ce transporteur avec les structures fongiques a été précisée par un 

contre-marquage au WGA-Alexa633 (Loth-Pereda et al., 2011). Chez la tomate, un transporteur de 

saccharose (SlSUT) a été immunomarqué et révélé par un Ac IIaire couplé au FITC (Bitterlich et al., 2014). 

La calréticuline, protéine cargo affine pour le Ca2+, initialement présente dans le réticulum 

endoplasmique, a été immunomarquée et révélée par Ac IIaire couplé au FITC pour une observation au 

microscope à fluorescence et un autre couplé à un bille d’or (10nm) pour une observation en 

microscopie électronique. Ces expériences leur ont permis de démontrer la localisation tissulaire de la 

calréticuline en condition mycorhizé, non mycorhizé et lors d’un stress à l’aluminium. Par extension, 

le rôle de calréticuline dans la mobilisation du Ca2+ en condition mycorhizienne standard ou avec un 

stress chez M. truncatula (Sujkowska-Rybkowska et Znojek, 2018) a aussi été montré grâce à cette 

approche de microscopie corrélative. 

Il est important de noter que pour toute approche fonctionnelle, la microscopie aussi résolutive 

qu’elle puisse être, doit être accompagnée par des études biomoléculaire et biochimique. Pour cause, 

dans une symbiose active le développement et la dégénérescence arbusculaire se produisent de 

manière continue dans le cortex racinaire. En effet, les arbuscules fonctionnels (dit matures) ont une 

durée de vie courte de 4 à 8 jours. De ce fait, il est possible d’observer des arbuscules à tous les stades 

de développement, quelque-soit le temps post-inoculation. Dans cette thèse on en discriminera 4 : 

immature, mature, dégénérescent et collapsé. 

Bien que des structures fongiques en contact étroit avec la racine eussent été décrites dès le début 

du XIXème siècle, la notion de symbiose mycorhizienne a été sujette à de très nombreuses controverses 

avant d’être acceptée (Sportes et al., 2021). De nos jours, la caractérisation fine de cette interaction 

symbiotique est encore en cours, sous le feu des lasers des microscopes à haute et très résolution. 
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Objectifs de la thèse  

i. Imager la distribution tridimensionnelle des transporteurs de phosphate membranaires 

(Pht1), à l’échelle de la cellule et de l’organe entier dans des racines de plantes mycorhizées. 

 

ii. Mettre au point des approches de micro-spectrométries pour l’analyse des transferts de 

lipides entre les partenaires symbiotiques lors de la mycorhization dans différentes 

conditions de nutrition phosphatée.  

 

 

 

 

 

  

Démarche expérimentale (i): 1) identification des PHT1 putatifs surexprimés en condition de mycorhization chez 
la vigne ; 2) bibliographie des MtPT déjà caractérisés ; 3) étude de l’expression des PTH1 putatifs de vigne par 
séquençage ARN ; 4) Mise au point de la transparisation racinaire combinée à l’immunomarquage sur racines de 
Medicago truncatula ; 5) Mise au point de la transparisation racinaire sur racines de Vigne ; 6) Mise au point de 
l’immunomarquage sur racines de Vigne transparisées ; 7) Etude de l’impact de la nutrition phosphatée sur 
l’expression d’un VvPT. 

Démarche expérimentale (ii) : analyses du contenu lipidique à différentes échelles via différentes méthodes de 
micro-spectrométries innovantes sur racines mycorhizées de Medicago truncatula. Synchrotron Soleil : Infrarouge 
(IR) et ultraviolet profond (UVP) 
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Chapitre I : La transparisation racinaire 

 

I.1. Observation d’organes entiers à l’échelle microscopique 

Depuis les premières observations de Hooke de coupes de lièges au milieu du 17ème siècle, la 

recherche en phytologie est restée étroitement liée aux progrès de la microscopie optique. Plus 

précisément, l'utilisation des marqueurs fluorescents et du sectionnement optique a 

considérablement amélioré notre compréhension de la micromorphologie tissulaire (Wei et al., 2020), 

du développement cellulaire (Prunet, 2017), de la localisation des protéines et des interactions 

plantes-microorganismes (Harrison et al., 2002). Cependant, ces approches de microscopie sont 

limitées à une profondeur de ~50 μm en raison de l'opacité et de l'autofluorescence des tissus 

végétaux.  

L'opacité d’un tissu est due à l'absorption et à la diffusion de la lumière par les composants 

cellulaires (Figure 3). Ces composés peuvent réagir à l'excitation laser pendant l’observation et 

entrainer une autofluorescence importante, bruitant le signal d’intérêt, et la superposition de tissus 

peut empêcher le passage de la lumière et donc l’analyse. L’approche conventionnelle permettant de 

s’affranchir de ces limitations est le sectionnement histologique en série. Ce type de préparation des 

échantillons permet d’imager à très haute résolution des coupes d’un organe disséqué. Toutefois, en 

l’absence d’un contexte spatial, il n’est pas aisé d’interpréter les images issues d’une coupe fine d’un 

tissu complexe à l’échelle de l’organe entier. De plus, la reconstruction tridimensionnelle de 

l’information acquise sur des coupes sériées est très laborieuse, voir approximative, et peut entrainer 

une perte de matériel (ex. contenu cellulaire) et donc d’information (Atkinson et Wells, 2017).  

En rendant les tissus optiquement transparents grâce à des traitements chimiques, la 

transparisation permet de dépasser les limites des microscopes à sectionnement optique et ainsi de 

combiner imagerie à haute résolution et de gros volume.  

I.2. Principe physico-chimique de la transparisation 

Les tissus végétaux présentent une grande diversité de types cellulaires (ex. cellules 

parenchymateuses, épidermiques), d'organites (ex. chloroplastes, amyloplastes) et de composés 

(ex. des cires, des pigments). Chacun possède ses propres propriétés optiques et peut modifier le 

chemin de la lumière à travers les couches de tissus. Deux phénomènes optiques majeurs 

interviennent : l'absorption et la diffusion.  
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L'absorption lumineuse représente une perte de photons : leur énergie est absorbée par les 

molécules. Les pigments absorbent dans le spectre visible et sont plus représentés dans le règne 

végétal que dans tout autre règne. De plus, certaines de ces molécules peuvent absorber la lumière et 

la réémettre sous forme de fluorescence. Cette autofluorescence peut considérablement gêner 

l’acquisition, voir la rendre impossible. Un processus clé dans la transparisation des tissus végétaux 

consiste à réduire l'absorption en éliminant les pigments (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3 : Le processus de transparisation (adapté de Hériché et al., 2022). 
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La diffusion de la lumière représente la déviation des photons de leur trajectoire rectiligne 

lorsqu'ils rencontrent un milieu d’indice de réfraction (n) différent. Cet indice est une valeur sans 

dimension, qui est définit par la vitesse de la lumière dans le vide (c) divisée par la vitesse de la lumière 

dans le matériau d’intérêt (v) : n = c/v. C'est un paramètre très important en microscopie optique, 

décrit par les lois de Snell-Descartes. Ainsi, si un photon est trop dévié, il ne peut pas être détecté par 

le système optique et le signal est perdu. Dans les tissus végétaux, les valeurs des n varient de 1,00 

(cavités d'air) à 1,61 (lignine) (Li et al., 2016). Aussi, plus l'échantillon est épais, plus la lumière incidente 

rencontre des composés de n différents, et plus la diffusion est élevée. En profondeur, l'observation 

est limitée à 50 μm dans le tissu foliaire (Kurihara et al., 2015). L'objectif majeur du protocole de 

transparisation (PT) est d'homogénéiser la valeur de n dans toute l’épaisseur du tissu grâce à 

l’utilisation d’un agent de transparisation (AT) de n élevé (Figure 4). 

Parce que les propriétés optiques d'un tissu dépendent de sa composition, les PT doivent être 

optimisés non seulement en fonction de l'espèce (ex. mousse, arbre) mais aussi en fonction du tissu 

(ex. feuille, racine) et du type de microscopie utilisée (Hériché et al., 2022). 

Figure 4 : Valeurs clés d’indice de réfraction. Les composants des cellules végétales (gauche) couvrent une 
large gamme d’indice réfraction (n), ce qui rend les tissus végétaux très denses à la lumière et difficiles à imager 
en microscopie photonique. Afin d'homogénéiser le n dans les tissus végétaux, divers AT ont été utilisés (partie 
droite). TDE : 2,2'-thiodiethanol, SeeDB : See Deep Brain, BABB : Benzyl Benzoate/Benzyl Alcohol. (Adapté de 
Hériché et al., 2022). 



Chapitre I : La transparisation racinaire 

20 
 

I.3. Les protocoles de transparisation végétale 

Les neurosciences ont joué un rôle majeur dans le développement des PT, il en existe aujourd’hui 

plus d’une quarantaine, développés sur divers organes, ex-vivo ou in-vivo, y compris des os et des corps 

entiers (Matryba et al., 2019). Dans la littérature, de nombreuses revues en font l’objet, certaine 

focalisée sur les PT dans un domaine d’étude (ex. les neurosciences (Ueda et al., 2020), la biologie du 

développement (Vieites-Prado et Renier, 2021) ou encore basée sur la chimie entre composants 

cellulaire et AT (Yu et al., 2021)). 

Sur plante, l’hydroxyde de potassium (KOH), une base forte, a été utilisée dès la fin du XIXème siècle 

(Janse, 1897). Son pouvoir de transparisation réside dans sa capacité de dégradation des composants 

cellulaires permettant l’élimination des pigments et la perméabilisation du tissu favorisant le 

marquage ainsi que la pénétration du milieu de montage à haut indice de réfraction (Stebbins, 1938) 

(ex. Balsam : n = 1.52 – 1.54, proche de celui du verre (Ravikumar et al., 2014)). Toutefois, l’oxydation 

par le KOH de certains polyphénols présents dans les tissus végétaux peut entrainer une importante 

coloration brune (Gardner, 1975). Dans certains cas, cette coloration peut être utilisée comme 

indicateur (ex. marquage de la paroi végétale de certaines mousses (Glime et Wagner, n.d.) mais peut 

également rendre le tissu encore plus opaque et limiter l’observation. Une fois les polyphénols oxydés, 

un traitement au peroxyde d’hydrogène (H202) est nécessaire pour les dégrader. De plus la 

température et le temps d’incubation dans le KOH (préconisé à 10%) sont à déterminer avec 

précaution car ce traitement peut rapidement détériorer l’intégrité tissulaire (Gardner, 1975; Stebbins, 

1938 et observations personnelles).  

L'acide lactique (Simpson, 1929) et l'hydrate de chloral (McBryde, 1936; Shobe et Lersten, 1967), 

initialement utilisés comme milieu de montage et de conservation dans la solution de Hoyer 

(Anderson, 1954), étaient deux agents de transparisation couramment utilisés au début du siècle 

dernier. Leur capacité à rendre transparent les tissus repose sur leur n de 1,43 qui est très proche de 

celui de la paroi cellulaire végétale (1,42). Cependant, selon Bersier et Bocquet, 1960 : « L'acide 

lactique a tendance à gonfler les tissus; aussi préférons-nous le chloral-lactophénol qui agit selon le 

même principe ». Le chloral-lactophénol est un mélange de phénol, hydrate de chloral et d’acide 

lactique (respectivement 1:2:4 (m:m:m)), de n = 1,49 . L’hydrate de chloral est ainsi utilisé en mélange 

ou pure, dans de nombreux PT sur une grande variété de plantes, en particulier Arabidopsis thaliana, 

pour transpariser divers organes (ex. le phloème (Truernit et al., 2008), les feuilles (Wuyts et al., 2010), 

les organes floraux et les siliques (Hedhly et al., 2018)) et a été associée à diverses techniques de 

fixation et de coloration (ex. fuchsine acide (McBryde, 1936), bleu d'aniline (Bougourd et al., 2000), β-

glucuronidase/ GUS (Truernit et al., 2008)). Pour la microscopie à fluorescence, l'hydrate de chloral a 

été combiné avec des réactifs pseudo-Schiff (PS) combiné à l'iodure de propidium (mPS-PI) pour 
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visualiser la paroi cellulaire (Wuyts et al., 2010). Néanmoins, l'hydrate de chloral est toxique (Sing et 

al., 1996) et entraîne une extinction de la fluorescence endogène, ce qui l'a rendu impopulaire 

(Kurihara et al., 2015). 

La nécessité d'observer les tissus végétaux en profondeur a conduit au développement 

indépendant de nombreux PT dont les particularités dépendent de l'échantillon (par exemple, les 

organes reproducteurs (Stebbins, 1938), la structure d'intérêt (ex. la lignine (Li et al., 2016)), et du 

temps à disposition pour l’expérimentation (ex. la transparisation en une étape (Herr, 1971)). En 

résumé, les différentes étapes d’un PT selon Gardner (1975) sont généralement : la fixation, la 

dissolution alcaline, le traitement post-alcali (dépigmentation, l’élimination des cristaux), les solutions 

à n élevé et le marquage. Jusque-là, les microscopes utilisés pour de telles observations n’avaient pas 

atteint une résolution de niveau subcellulaire. Les progrès de la microscopie à sectionnement optique 

(confocale, bi-photons, microscopie à feuille de lumière), ainsi que l'augmentation du contraste et de 

la résolution ont ouvert la voie à de nombreux PT compatibles avec la fluorescence. 

Les récents PT sur tissus animaux sont généralement classés en deux catégories principales basées 

sur les propriétés physico-chimiques des AT : (i) les solvants organiques et (ii) les solutions aqueuses.  

Les PT par solvant organique sont basés sur une déshydratation, suivie d’une délipidation et enfin 

une immersion dans une solution de n élevé (Richardson et Lichtman, 2015). Plusieurs protocoles 

récents, compatibles avec la fluorescence, ont été décrits en recherche animale, en particulier pour le 

tissu cérébral (Becker et al., 2020), mais la littérature sur les PT végétaux est pauvre (Hériché et al., 

2022). A cause de l’étape de déshydratation, les tissus mous transparisés peuvent se rétracter et 

perdre du volume (Matryba et al., 2019). Dans la littérature, ce phénomène n’a été signalé que sur des 

apex de racines fines d'Arabidopsis thaliana (He et al., 2021). Cela peut s'expliquer par la présence des 

parois cellulaires dans les tissus végétaux, qui les rend moins sujet aux déformations que les tissus 

mous animaux. 

Les PT aqueux peuvent être classés en trois catégories : l’immersion passive, l’hyperhydratation 

des protéines et l’incorporation dans un hydrogel (Figure 5). Une large gamme de protocoles aqueux 

développés sur des tissus animaux ont été adaptés aux plantes. Ces PT sont compatibles avec 

l’imagerie par fluorescence mais sont relativement chronophages par rapport aux PT à base de solvants 

organiques (Matryba et al., 2019). En immersion passive, la teneur en lipides de l'échantillon est 

préservée. Ce type de PT consiste à faire correspondre le n du tissu lipidique (qui est > 1,45 chez 

l'animal) en utilisant des solutions aqueuses à n élevé. Une autre approche consiste à réduire puis à 

homogénéiser le n d'un échantillon en deux étapes : (i) délipidation et (ii) hyperhydratation des 

protéines. Pour maintenir un environnement aqueux et conservé la fluorescence des marqueurs, la 
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délipidation est effectuée à l'aide d'un détergent. Cette étape prend plus de temps que la délipidation 

à l'aide d'un solvant organique (semaines à mois vs heures) (Richardson et Lichtman, 2015). Pour éviter 

l'élimination potentielle des protéines d’intérêt par des solvants et des détergents concentrés, (Chung 

et al., 2013) propose un autre type de PT aqueux dans lequel l'échantillon est fixé et inclus dans un gel 

de polyacrylamide. Associé à une solution de dodécylsulfate de sodium à faible concentration (8% SDS) 

et l'électrophorèse, la méthode CLARITY élimine les lipides et autres composés photoactifs tout en 

limitant les effets délétères de traitement chimique drastique. Ce protocole a été adapté chez les 

plantes avec une étape de digestion enzymatique supplémentaire (PEA-CLARITY, Palmer et al., 2015)  

Les PT aqueux sont reconnus pour induire le gonflement des échantillons mous. Bien que, sur 

organe animal, cette expansion peut être utilisée pour améliorer la résolution (Murakami et al., 2018), 

son utilisation dans les organes végétaux n'a pas été signalée, probablement encore une fois à cause 

de la paroi cellulaire de la plante. Les PT aqueux ont été principalement développés pour modifier et 

éluer des composants cellulaires participant à l’opacité et l’imperméabilité du tissu (ex : les sucres 

complexes, les protéines et les lipides). Ainsi, selon la force du traitement, un tissu peut perdre son 

intégrité et s’affaiblir (Palmer et al., 2018). 

 

 

Figure 5 : Classification des protocoles de transparisation appliqués sur tissus végétaux, selon la 
classification en vigueur pour les protocoles de transparisation pour animaux (Silvestri, 2016 ; Matryba et al., 
2019), implémentée des techniques de marquages fluorescents testés et validés. BABB : Benzyl 

Benzoate/Benzyl Alcohol, TDE : 2,2'-thiodiethanol, SeeDB : See Deep Brain, PeaCLARITY : CLARITY assisté 

par enzymes végétales, eProClearsee : enzymes 2-Propanol ClearSee, CTR : Clearing Tannic Root (Adapté 
de Hériché et al., 2022), iCTR : immunostaining of cleared tannic root (non publié, ce document). 
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I.4. La transparisation racinaire 

Jusqu’ici, les PT permettant l’acquisition d’un signal fluorescent et appliqués sur racines de plantes 

ne concernaient que des racines très fines et non pigmentées. De plus, ils étaient transposés aux 

racines alors que développés sur organes chlorophylliens. Il était donc pertinent de développer un PT 

racinaire afin d'approfondir les connaissances concernant la répartition tridimensionnelle du CMA à 

l’intérieur de la racine mycorhizée. Dans un premier temps, l’optimisation a été réalisée sur racine 

blanche de M. truncatula, puis le protocole a été adapté sur racines ligneuse et tanniques de vigne. 

I.4.1 Protocole de transparisation de racine blanche mycorhizée 

• Culture plante modèle : M. truncatula  

Après un bain de javel à 3,5% pendant 8 min, les graines de M. truncatula J39 sont rincées à l'eau 

froide, scarifiées et mises 3 jours à l'obscurité à 26°C sur un filtre Whatman mouillé. Après germination, 

les semis ont été plantés dans un sachet en nylon rempli de substrat inorganique (sable/zéolithe v/v 

1:1) et mis dans un pot contenant le même substrat et un poireau mycorhizé âgé de 3 semaines. 

Ensuite, les plantes ont été inoculées par une solution contenant 200spores/mL de Rhizophagus 

irregularis (R. irregularis) DAOM197198. Ils ont poussé en chambre climatique pendant 3 à 4 semaines. 

Chaque semaine, 10mL de solution nutritive (Hoagland modifiée : H3BO3 (45,3μM), MnSO4.H2O 

(14,1µM), CuSO4.5H2O (0,4µM), ZnSO4.7H2O (0,77μM), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0,08μM), H2SO4 0,0005%, 

Na2EDTA.2H2O (0,1mM), FeSO4.7H2O (0,1mM), Ca(NO3)2.4H2O (3,8mM), MgSO4.7H2O2 (2,03mM), 

KNO3 (6,53mM), NH4H2PO4 (0,1mM)) est appliquée par plante jusqu’à la récolte. Après 2 semaines de 

croissance, les plantes sont réinoculées comme précédemment.  

• Protocole de transparisation de racine blanche de M. truncatula 

Après 2 mois de culture en chambre climatique le système racinaire des plants de M. truncatula 

est récolté. Les racines sont soigneusement nettoyées et coupées à la lame de rasoir en tronçons entre 

1 et 1,5cm de long. Ces tronçons de racines sont ensuite immergés dans une solution de fixation 

(Paraformaldéhyde 4%, DMSO 5%, dans du tampon PME (50mM Pipes, 5mM MgSO4, 10mM acide 

egtazique (EGTA), pH 6,9)), passés sous vide 5 min et incubés 1 nuit sous agitation (70rpm) à 4°C. Le 

lendemain les échantillons sont lavés 3 fois avec du tampon PME, puis incubés 30 min avec agitation 

dans une solution de 50 mM NH4Cl dans du PME après un passage sous vide à température ambiante 

(T°C ambiante) afin de bloquer les fonctions aldéhydes libres du fixateur et limiter l’autofluorescence 

lors de l’observation.  

La digestion enzymatique des racines (Nagaki et al., 2017) permet de perméabiliser les tissus et de 

rendre accessible les composés cellulaires pour les marqueurs fluorescents. De ce fait, les échantillons 

sont ensuite rincés 3 fois dans des bains successifs de PME, 2 bains successifs de Pipes 0,1M pH 5,5 et 
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incubés dans ce dernier tampon 1 h à T°C ambiante avec agitation (70rpm). Puis, les échantillons sont 

incubés dans une solution de 1% cellulase RS (Duchefa Biochimie), 0,1% pectolyase Y23 (Duchefa 

Biochimie) à 37°C dans du tampon Pipes 0,1M pH 5,5 pendant 1 h. Ils sont lavés 1 fois dans un bain de 

Pipes puis 3 fois par du PBS pH 7,2 à T°C ambiante et laissé sur la nuit dans du PBS à 4°C. Il est important 

de noter que selon le substrat utilisé lors de la culture des plantes le temps de digestion enzymatique 

varie. Pour cause, si le substrat est moins compact que du sable/zéolithe, comme par exemple un 

mélange de billes d’argile/attapulgite, les racines seront moins résistantes et demanderons un temps 

de digestion plus cours afin d’éviter une perte d’intégrité de la structure racinaire (observations 

personnelles). 

Pour l’étape de la transparisation sensu stricto, nos critères étaient (i) la compatibilité de l’AT avec 

un marquage fluorescent, (ii) sa non toxicité (AT aqueux) et (iii) son efficacité sur des organes végétaux 

autres que les racines. Ainsi, nous avons sélectionné deux AT : le TDE (Hasegawa et al., 2016) et le 

ClearSee (xylitol 10% (m/v); sodium deoxycholate 15% (w/v) et urée à 25% (m/v) dissouts dans de l’eau 

ultrapure (Kurihara et al., 2015)). Bien que la TDE 70% est à première vue (Figure 6) plus efficace pour 

transpariser les racines de M. truncatula, ceci n’est pas vérifié lors de l’observation au microscope 

confocal. En effet, au fil des expérimentations, nous n’avons pas noté de différence significative entre 

ces deux AT. Toutefois, on remarque que le TDE est plus facile à préparer (simple dilution) et à 

conserver (le ClearSee cristallise et autofluoresce au contact de l’air ce qui peut limiter les contenants 

d’immersion et le temps d’acquisition). Les racines sont donc lavées 1 fois par une solution de TDE et 

incubées dans un gros volume de cette même solution pendant 3 semaines. Ensuite, les échantillons 

sont lavés pendant 2 heures dans du PBS, avec un changement de solution toutes les heures avant 

d’être marqués par du WGA-Alexa 0,1mg/mL dans du PBS à T°C ambiante pendant 1 h avec agitation. 

Après 3 rinçages PBS successifs, les échantillons sont remis à incuber dans du TDE après un passage 

sous vide, pendant 24 h. Résumé des étapes de ce PT en Figure 7. 
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Figure 7 : Etapes du protocole de transparisation de racines blanches mycorhizées. 

Figure 6 : Racines de M. truncatula non transparisées (Témoin) et 
transparisées (ClearSee et TDE). 
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Deux fluorochromes différents, couplés au WGA, ont été testés pour le même marquage afin 

d’être en mesure d’adapter l’excitation et l’émission du fluorochrome associé au marquage de la 

chitine en fonction des autres marqueurs fluorescents et éviter ainsi les chevauchements de spectres. 

Les deux marqueurs fluorescents fonctionnent (Figure 8). Toutefois, on préférera l’AlexaFluor488 en 

tant que contre marquage car son émission correspond à l’autofluorescence des tissus dans le vert 

(Figure 9). 

 

 

 

 

  

Figure 8 : Racines de Medicago truncatula mycorhizées (Rhizophagus irregularis), transparisées en ClearSee, 
imagées au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif x20). Marquage WGA-Alexa488 (A, 
B ; λex 488nm, λem 500nm-560nm) et WGA-Alexa633 (C, D ; λex 638nm, λem 600nm-700nm). Superposition 
fluorescence et lumière transmise (A, C), reconstitution 3D du signal fluorescent (B, D). 
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I.4.2. Protocole de transparisation de racines tanniques mycorhizées 

• Culture de la plante d’intérêt : porte greffe 

Trois porte-greffes de vigne (SO4, Riparia et Berlandieri) issus de culture in vitro (5 semaines en 

milieu Cown, préparés par Valérie Monfort-Pimet) sont acclimatés pendant un mois en pots individuels 

dans du substrat inorganique (sable/zéolithe 1:1). Ensuite, un poireau mycorhizé âgé de 3 semaines 

(fournit par Noureddine El-Mjiyad) est ajouté et chaque plant est inoculé par 1mL d’une solution 

contenant 200 spores/mL de R. irregularis DAOM197198. Les plantes sont cultivées en serre, chaque 

semaine elles reçoivent 10mL de solution nutritive (Hoagland modifiée : [NH4H2PO4] = 0,1mM) jusqu'à 

la récolte. 

• Protocole de transparisation de racine pigmentée de vigne 

Dans un premier temps, le PT développé sur M. truncatula a directement été appliqué sur racines 

de vigne. Bien que, là encore, le TDE semble plus efficace que le ClearSee (Figure 10), la transparisation 

est insuffisante pour permettre une acquisition en microscopie à fluorescence. Aussi, une étape de 

dépigmentation est nécessaire. 

Figure 9 : Racine de Medicago truncatula 
mycorhizée, transparisée en TDE, imagée au 
microscope confocal à fluorescence laser 
(Leica SP8, objectif x20). Marquage WGA-

Alexa488 (λex 488nm, λem 500nm-560nm). 
Acquisition d’image xyz, reconstitution 3D via 
LasX. Z = 70µm. 
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Figure 10 : Racines de vigne non transparisées (témoin) et transparisées 
selon le protocole de transparisation sur racine blanche mycorhizée 
(ClearSee et TDE). 
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Dans un premier temps, le Quadrol (N,N,N’,N’-tetrakis(2-hydroxypropyl)ethylenediamine) a été 

testé car décrit dans la littérature comme agent décolorant sur les tissus animaux et notamment les 

os (Greenbaum et al., 2017; Tainaka et al., 2014). Mais, même supplémenté en ammoniaque (NH4OH 

5%), les racines restent pigmentées après plusieurs heures d’incubation. L’H2O2 a déjà été appliqué sur 

racines pigmentées pour la microscopie photonique classique (Gardner, 1975), et c’est sur poisson 

zébre (Danio rerio) qu’il a été utilisé en imagerie 3D (Affaticati et al., 2018). Nous avons basé sur ce 

dernier protocole la dépigmentation des racines de vigne. Après fixation et blocage au NH4Cl comme 

précédemment, les racines sont lavées 1 nuit dans une solution de PBST (PBS pH 7,3, 0,1% Tween®20) 

puis incubées 1h dans une solution de 0,5 x SSC (150mM NaCl, 15mM citrate de sodium, pH 7.2) 0,1% 

Tween®20. Ensuite, elles sont placées dans la solution de dépigmentation (5% formamide, 0,5× SSC, 

3% H2O2) à T°C ambiante, avec agitation et lumière, jusqu’à complète dépigmentation. Ici, le temps de 

dépigmentation pour les trois porte-greffes est d’environ 1h30. Il est possible d’augmenter la 

concentration d’H2O2 pour accélérer le processus. Les échantillons sont ensuite lavés pendant 2 h dans 

des bains successifs de PBST puis pendant 1 nuit dans du PBS. Les étapes suivantes de digestion 

enzymatique et de transparisation, appliquées sur M. truncatula sont conservées (Figure 11). Bien que 

la transparence de ces racines soit bien meilleure que précédemment, le niveau de transparence n’est 

pas encore celui atteint sur les racines de M. truncatula. 

 

 

  

Figure 11 : Racines de vigne après fixation (A), après dépigmentation (B) et après transparisation 
TDE (C). Barre d'échelle = 100µm. 
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Quelques temps plus tard, Kurihara et ses collaborateurs (2021) publient une optimisation de leur 

AT : le ClearSeeAlpha. Dans cette mise à jour, un réducteur (sulfite de sodium 50mM) est ajouté à 

l’initial ClearSee pour éviter la pigmentation brune due à l'oxydation des polyphénols ce qui m’a permis 

d’atteindre un meilleur niveau de transparence sur les racines de vigne qu’avec les précédents AT 

(Figure 12). Dans un premier temps, pour valider ce PT avec marqueurs fluorescents, j'ai utilisé de 

l'iodure de propidium (IP, 10µg/mL dans du PBS 45min avec agitation 70rpm à T°C ambiante) pour 

colorer les noyaux des racines (Figure 13). Dans un second temps, j’ai marqué la chitine du champignon 

au WGA-Alexa488 (0,1mg/ml dans du PBS, 1h30 avec agitation 70rpm à T°C ambiante, (Figure 14). 

Dans les deux cas, après marquage les échantillons sont rincés pendant minimum 2h dans des bains 

successifs de PBS, puis ils sont remis à incubés dans du ClearSeeAlpha après un passage sous vide, 

entre 12 et 24 h. Le jour de l’acquisition les échantillons sont montés entre lame et lamelle avec un 

espaceur (iSpacer Sunjilab 0,5mm) avec du ClearSeeAlpha comme milieu de montage. Pour 

l’immersion, une solution de Glycérol 55% est utilisée afin de faire correspondre au mieux les indices 

de réfraction le long du chemin optique (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Etapes du protocole de transparisation de racines tanniques de vignes mycorhizées (CTR, adapté de 
Hériché et al., 2022). 
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Figure 13 : Racines de SO4, marquées à l'iodure de propidium (IP), imagées au microscope confocal à 
fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16 à immersion glycérol 55%, λex 552nm, λem 589nm - 653nm). 
Superposition de la lumière transmise et du signal IP d'une racine non transparisée (A), de la lumière transmise 
d'une racine transparisée (B), et avec superposition du signal IP (C) à une profondeur de 130µm (axe z). La 
reconstruction 3D du signal IP (D) correspond à l'image C (LasX). Le marquage à l’IP est clairement enregistré 
sur toute l'épaisseur de la racine (250 µm). 

Figure 14 : Racine de Riparia, marquée au WGA-Alexa488, imagée au microscope confocal à fluorescence 
laser (Leica SP8, x16, objectif à immersion glycérol 55%, longueur d'onde λex 488nm, λem 501nm - 543nm). 
Lumière transmise (A), signal WGA Alexa488 (B) et superposition des deux (C) à une profondeur de 90µm (axe 
z). La reconstruction 3D du signal WGA Alexa488 (D) correspond à l'image B. Le marquage WGA Alexa488 est 
clairement enregistré sur toute l'épaisseur de la racine (240 µm). Vésicule indiquée par la flèche rouge. 
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I.5. Perspectives  

Ce protocole de transparisation innovant sur racine pigmentée permet l’acquisition en 3D d’un 

marqueur fluorescent sans destruction mécanique du tissu et a fait l’objet d’une publication en 2021 

(Hériché et al., 2021). Par ailleurs, bien que ce PT n’emploie pas de solvant organique, les traitements 

chimiques modifient la composition du tissu (ex. digestion enzymatique des parois cellulaires, 

utilisation de détergent qui peuvent impacter le contenu lipidique du tissu). Par ailleurs, dans la 

littérature, les pertes engendrées par ce type de procédés, surtout sur tissus végétaux ne sont pas 

assez documentés. De ce fait, des analyses de micromorphologie sur échantillons transparisés en 

microscopie électronique à transmission sont prévues. 

Par ailleurs ce PT pourrait s’avérer particulièrement utile pour l’imagerie d’autre symbiose 

mycorhizienne, comme l’ectomycorhize, qui concerne en majorité des plantes pérennes aux racines 

pigmentées. Aussi il pourrait être utilisé dans des études comparatives afin de déterminer (i) si un 

même champignon mycorhizien présente la même morphologie dans un racine de plante annuelle, 

que dans une racine de plante pérenne, (ii) l’impact des cycles végétatifs des plantes pérennes sur le 

champignon mycorhizien, et (iii) l’évolution morphologique de la colonisation racinaire dans le cadre 

d’un réseau mycélien restreint (ex. deux plantes en microcosmes connectées par un même 

champignon et subissant des stress différents). Ces perspectives pourraient mettre en lumière des 

mécanismes encore inconnus aujourd’hui. 
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Chapitre II : Transporteurs de phosphate en ligne de 

mire 

 

II.1. Introduction : le phosphate dans la symbiose mycorhizienne 

Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour la croissance des plantes, mais la majeure 

partie du P du sol n'est pas disponible pour les racines des plantes car lié sous forme de molécules 

organiques ou minérales. Les plantes ne peuvent absorber que du phosphate inorganique (Pi, H2PO4
-), 

dans le sol à proximité de leurs racines. Cette absorption du Pi par les poils absorbants des racines est 

permise par des transporteurs de phosphate (Phosphate transporter, Pht) exprimé au niveau de la 

membrane plasmique des cellules du rhizoderme (voir la voie directe, Figure 15). Bien que le P soit 

abondant dans la plupart des sols, il est souvent limitant pour la croissance de la vigne à cause de sa 

faible disponibilité. Pour cause, le P a une grande affinité pour les cations du sol (Ca2+, Mg2+ et Al3+) 

avec lesquels il forme des complexes minéraux insolubles et est également transformés en forme 

organique pas les micro-organismes du sol, ce qui entrave considérablement sa mobilité. De ce fait, 

les racines sont rapidement confrontées à son épuisement. Pour pallier à cette déplétion, les plantes 

ont acquis, au cours de l’évolution, différentes stratégies telles que l’augmentation du nombre de 

racines fines, de la taille des poils absorbants ou encore la sécrétion d’acide organique et de 

phosphatase dans le but de solubiliser le P présent dans le sol. Toutefois, ces stratégies restent 

limitées. En agriculture conventionnelle, cet épuisement est compensé par l’apport d'engrais 

chimiques. Cependant, les plantes mycorhizées peuvent prélever le Pi du sol par la voie directe, citée 

précédemment, mais également par la voie mycorhizienne d'absorption du phosphate (MAP, Wipf et 

al., 2019). La voie MAP peut améliorer la nutrition en P des plantes en étendant considérablement le 

volume de sol exploré grâce aux hyphes fongiques, qui, plus longs que les racines de la plante hôte, 

permettent le prélèvement du Pi au-delà de la zone de déplétion (Ferrol et al., 2019; Giovannetti et 

al., 2001). De plus, les hyphes extra-radicaux des CMA sont impliqués dans la mobilisation des formes 

de P organiques, augmentant la ressource en P pour la plante hôte. Après translocation du P, sous 

forme de polyphosphate, des hyphes extraradicaux à l’arbuscule via les vacuoles (Hijikata et al., 2010), 

le Pi est transféré vers l’interface symbiotique, ou espace périarbusculaire. Ensuite ce Pi est transféré 

à travers la membrane périarbusculaire grâce à des Pht spécifiques pour la translocation du Pi de 

l'espace périarbusculaire vers le cytoplasme de la cellule végétale (Ferrol et al., 2019; Harrison, 2012) 

(Figure 15). 
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Figure 15 : Voies d’absorption du phosphate inorganique (Pi) dans une racine de plante supérieure colonisée par un CMA. Les cylindres sont une représentation 
schématique des transporteurs de phosphate membranaires, en rouge les transporteurs de Pi exprimés au niveau de la membrane périarbusculaire de la plante hôte. 
Les flèches représentent le déplacement du Pi. 
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Les transporteurs de phosphates de la plante sont classés en 5 sous familles. Les transporteurs de 

la sous famille des PHT1 sont pour la grande majorité exprimés au niveau de la membrane plasmique 

des cellules racinaires et impliqués dans le transport du Pi à partir de la rhizosphère. Les transporteurs 

des autres sous familles, de PHT2 à PHT5, sont impliqués dans la distribution du P dans la plante, c’est-

à-dire dans la translocation du P entre organes et entre compartiments cellulaires (Wang et al., 2017). 

La sous famille des PHT1 regroupe les Pht de la voie directe et de la voie mycorhizienne. Lors de la SMA 

plusieurs gènes de cette sous famille sont transcriptionnellement induits (Harrison et al., 2010; 

Karandashov et Bucher, 2005; Yang et Paszkowski, 2011) et les autres membres de cette famille ont 

des rôles importants dans les mécanismes de la SMA (Javot et al., 2007; Xie et al., 2013; Yang et al., 

2012). L'analyse phylogénétique de ces gènes a permis de mettre en évidence un sous-groupe de gènes 

(le sous-groupe 2) impliqués dans la voie mycorhizienne. Ainsi, les premiers Pht inductibles par la SMA 

ont été identifiés chez la pomme de terre (StPT4, (Rausch et al., 2001)) , le riz (OsPT11, (Paszkowski et 

al., 2002)) et M. truncatula (MtPT4, (Harrison et al., 2002)). Ces Pht, et leurs orthologues découverts 

par la suite sont des transporteurs de faible affinité. Dans cette sous famille, on trouve également des 

Pht de haute affinité dont l'expression, bien que constitutive, est significativement augmentée dans 

les racines mycorhizées (Nagy et al., 2005). Ces transporteurs sont donc des marqueurs intéressants 

pour étudier le fonctionnement des SMA.  

L’un des marqueurs fonctionnels de la SMA le plus étudié dans la littérature est le transporteur 

MtPT4. D’abord décrit comme inductible par la SMA et localisé à la membrane périarbusculaire 

(Harrison et al., 2002), il s’est révélé être exprimé également au niveau des apex racinaires de racines 

non mycorhizées (Volpe et al., 2013). Aussi, la perte de ce transporteur n’empêche pas la colonisation 

par le CMA, mais entraine une dégénérescence arbusculaire précoce (au bout de 48h après l’entrée 

du CMA dans la racine) (Javot et al., 2007). Ce qui souligne, l’importance de ce transporteur, non dans 

la mise en place de la symbiose, mais dans son maintien et dans la morphogenèse arbusculaire (Javot 

et al., 2011). Par ailleurs, cette régulation s’avère en lien étroit avec le transport de N (Volpe et al., 

2016). Deux orthologues de MtPT4 ont été identifiés chez la vigne VvPht1-1 et VvPht1-2, sur le même 

chromosome et avec une grande homologie de séquence, laissant suggérer une duplication en 

tandem. Ces deux transporteurs semblent surexprimés en condition mycorhizée (Valat et al., 2018).  

Un autre marqueur fonctionnel de la SMA chez M. truncatula, dans le même sous-groupe que 

MtPT4, est MtPT8. Ce transporteur, également exprimé à la membrane périarbusculaire, est 

strictement induit lors de la mycorhization et contrairement à MPT4, n’est pas nécessaire à son 

maintien. Toutefois, la présence d’orthologues de MtPT8 chez les dicotylédones suggèrent que la 

fonction de ce gène a été conservée au cours de l’évolution, et que cette duplication est relativement 

récente, puisque non présent chez les monocotylédones (Breuillin-Sessoms et al., 2015).  
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Bien qu’un grand nombre de Pht1 induits par la SMA ait été identifié et caractérisé aujourd’hui, 

très peu ont été étudiés dans des plantes ligneuses (eucalyptus (Che et al., 2022), peuplier (Chen et al., 

2017; Loth-Pereda et al., 2011)). Dans ce contexte, nous avons entrepris une analyse phylogénétique 

et d'expression des Pht1 de la vigne, afin de (i) mettre en évidence les Pht1 induits par la SMA, (ii) 

étudier leur régulation dans différentes conditions biotiques (par exemple, différentes concentrations 

de Pi), et (iii) analyser leur distribution spatiale dans les arbuscules en utilisant l'imagerie confocale de 

fluorescence. 

II.2. Approche biomoléculaire des transporteurs de phosphate (Pht) de vigne  

II.2.1. Identification des transporteurs de phosphate et analyse phylogénétique 

Une analyse bio-informatique, par homologie de séquence, a été réalisée afin d’identifier 

l’ensemble des Pht présents dans les génomes de Vitis riparia et Vitis vinifera. Nous avons recherché 

ces transporteurs sur les bases de données de Phytozome et KEGG par TBlastN en utilisant les Pht de 

M. truncatula comme référence. La base de données KEGG (version 2.1 du génome de V. vinifera, 

version 1.1 de V. riparia), plus précise, nous a permis d’isoler 8 séquences de Pht1 dans le génome de 

V. vinifera et 7 dans le génome de V. riparia. Au vu des similitudes entre les transporteurs identifiés et 

le recul de la communauté concernant le génome de V. vinifera, nous avons poursuivi l’étude sur les 

séquences issues de ce dernier (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Identification des PHT1 chez V. vinifera et V. riparia. Numéros d’accession des gènes 
correspondant à la base de données KEGG et NCBI. Identifiant (ID), nucléotides (nt), acides aminés (aa). Noms 
basés sur la phylogénie suivante, les lignes en fond vert correspondent aux séquences protéiques de vigne 
présentent dans l’arbre (Figure 16). 

Nom 

putatif
ID gène 

Taille 

séquence 

(nt)

Position chromosomique
ID NCBI 

protéine
ID uniprot

Taille 

protéine 

(aa)

VvPT1 100263056 1617 chr5: 7922261..7924726 forward XP_010650086 F6H8P7 538

VrPht1.1 117913984 1617 chr5: 7630117..7632317 forward XP_034685021 / 538

VvPT2 100245922 1614 chr5: 7929418..7933380 forward XP_002281264 / 537

VvPT3 100257925 1611 chr5: 7949447..7952985 forward
XP_019075709  

XP_002285153

A0A438HQS5 

F6H8P9
536

VrPht1.3 117914724 1611 chr5: 7660966..7664488 forward
XP_034686069  

XP_034686070

A0A438HQS5 

F6H8P9
536

VvPT4 100253597 1554 chr16: 19309225..19310778 forward XP_002267369 F6H6G5 517

VrPht1.4 117934202 1554 chr16: 20114825..20116538 forward XP_034711736 / 517

VvPT5 100258742 1563 chr16: 19301911..19303473 forward XP_002267327 A0A438DP02 520

VrPht1.5 117933392 1560 chr16: 20107547..20109344 forward XP_034710648 / 519

VvPT6 100232948 1578 chr7: 6141468..6144515 forward
XP_002279070 

XP_019076446
F6HZJ6 525

VrPHT1.6 117917873 1578 chr7: 24391572..24394586 reverse XP_034690217 / 525

VvPT7 100251317 1623 chr18: 578825..582049 forward XP_002274930 / 540

VrPht1.7 117906913 1623 chr18: 579615..582840 forward XP_034690217 / 540

VvPT8 100255410 1608 chr13: 1809251..1810948 reverse XP_002275526
A0A438J2K1 

A5AL57
535

VrPht1.8 117928494 1608 chr13: 27579909..27581584 forward XP_034704262 / 535

VvPT2.1 100247658 1725 / XP_002271876 F6GZ13 574

VrPT2.1 117927548 1725 chr1: 7525064..7528726 forward XP_034703363 / 1725
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Un arbre phylogénétique a été construit pour les transporteurs de type Pht1 à partir de 157 

séquences protéiques alignées (523 acides aminés). Pour l'analyse phylogénétique, les séquences 

d'acides aminés de Pht1 ont été alignées avec Clustalω en utilisant les paramètres d'alignement 

multiple suivants : pénalité d'ouverture d'espace, 15 ; pénalité d'extension d'espace, 0,3 ; retard des 

séquences divergentes fixé à 25% ; la série de Gonnet a été choisie comme matrice de poids des 

protéines. Les branches de l’arbre ont été déterminées selon la méthode du Neighbor joining, en 

utilisant la matrice de taux de substitution Jones-Taylor-Thornton (JTT) pour le calcul de la distance 

dans MegaX (Kumar et al., 2018). Une analyse Bootstrap a été réalisée avec 500 réplicas. Les longueurs 

des branches (dessinées dans la dimension horizontale uniquement) sont proportionnelles aux 

distances phylogénétiques. Les transporteurs Pht2 chloroplastiques servent de groupe d’ancrage 

(clade vert). La Figure 16 est le résultat le plus probable de cette analyse informatique. 

Trois Pht1 de V. vinifera sont regroupés dans le clade (rouge) comprenant tous les Pht1 induits ou 

très fortement surexprimés en condition de mycorhization. L’analyse plus poussée des séquences 

codantes pour les 3 transporteurs de vigne présents dans ce groupe révèle une très forte similarité 

entre les séquences 100253597 et 100258742 (nommée respectivement VvPT4 et VvPT5) et une 

certaine proximité sur le chromosome 16 laissant supposer un évènement de duplication génique 

(Valat et al., 2018). La séquence 100255410 a quant à elle été nommée VvPT8 en raison de sa proximité 

dans l’arbre avec MtPT8.  
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des Pht1. Le clade rouge correspond au sous-groupe des PHT1 induits et fortement surexprimée 
en condition de SMA chez les monocotylédones et les dicotylédones. Le clade orange correspond au sous-groupe des PHT1 
partiellement régulés par la SMA chez les monocotylédones et les dicotylédones. Le clade jaune correspond au sous-groupe des 
PHT1 partiellement regulés par la SMA chez les monocotylédones. Le clade bleu correspond au sous-groupe des PHT1 non 
inductibles par la SMA chez les monocotylédones. Le clade violet correspond au sous-groupe des PHT1 non inductibles par la SMA 
chez les dicotylédones. Les 10 transporteurs Pht1 de la vigne sont mis en évidence en noir gras. Les noms des séquences 
comprennent le code de l'espèce (première lettre du genre et première lettre du nom de l'espèce) et le nom du gène : Arabidopsis 

thaliana (At), Brachypodium distachyon (Bd), Glycine max (Gm), Hordeum vulgare (Hv), Linum usitatissimum (Lu), Medicago 

truncatula (Mt), Nicotiana tabacum (Nt), Oryza sativa (Os), Petunia axillaris (Pa), Populus trichocarpa (Pt), Solanum lycopersicum 
(Sl), Setaria italica (Si), Sorghum bicolor (Sb), Solanum tuberosum (St), Vitis vinifera (Vv), Zea mays (Zm), Vitis riparia (Vr). 
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II.2.2. Etude ciblée de séquençage ARN 

• Culture des plants de Riparia 

Des plants de Riparia issus de culture in vitro (6 semaines en milieu Cown, préparés par Valérie 

Monfort-Pimet), sont acclimatés pendant un mois en pots individuels de 1L dans du substrat 

inorganique (sable/zéolithe 1:1). Les plantules ont été inoculées 3 fois (R. irregularis DAOM197198, 

200spores/mL, 1mL) à deux semaines d'intervalle et « assistés » par des jeunes poireaux mycorhizés 

(fournit par Noureddine El-Mjiyad) pendant 2 semaines après la dernière inoculation (condition 

mycorhizée, M). Les contrôles non-mycorhizés (NM) ont été inoculés de la même manière mais avec 

de l’eau distillée. Pendant les 3 mois de culture, les plantes ont reçu 25mL de solution de Hoagland 

modifiée ([NH4H2PO4] = 0,1mM) deux fois par semaine. Après 5 jours de rinçage intense à l'eau distillée, 

les plantes ont reçu 3 solutions nutritives Hoagland différentes (modifiées à 0,01mM, 0,1mM et 2mM 

de NH4H2PO4 respectivement) 25mL deux fois par semaine, pendant 7 semaines. Afin d’appliquer la 

même concentration d’azote pour tous les traitements P, du NH4Cl a été ajouté aux deux premières 

solutions afin d’atteindre la concentration de 2mM de NH4 pour toutes. 

• Extraction d’ARN (réalisée par Antoine Sportes) 

L’extraction d’ARN totaux s’appuie sur le protocole de Reid et al. (2006) légèrement modifié. Les 

échantillons de racines de vignes mycorhizées et non-mycorhizées, récoltés et immédiatement 

congelés -80°C, sont ensuite lyophilisés et broyés. Le tampon d’extraction (Tris HCl (300mM), acide 

éthylènediaminetétraacétique (EDTA, 25mM), NaCl (2M), polyvinylpolypyrrolidone (2% m/v), bromure 

de cétyltriméthylammonium (2% m/v), Spermidine trihydrochloride (0,05% m/v), ß-mercaptoéthanol 

(2% m/v), acide aurintricarboxylique (1mM), terre de diatomée (1%)) préchauffé à 65°C est ajouté à 

raison de 2mL pour 100mg de poudre. Le mélange est homogénéisé au vortex puis incubé 12 à 15min 

à 65°C en vortexant régulièrement. Un volume de chloroforme/alcool isoamylique (AIA) (24:1 v/v) est 

ajouté. Puis, le tout est secoué vigoureusement pendant environ 30s. La solution est centrifugée à 

3300g pendant 15min à 4°C. Une fois la phase aqueuse isolée, un volume de chloroforme/AIA (24:1 

v/v) est ajouté. Les étapes d’agitation et de centrifugation sont répétées dans les mêmes conditions. 

De nouveau la phase la plus dense est jetée et à la phase aqueuse est ajouté 0,3 volume d’acétate de 

sodium (3M) froid et 0,6 volume d’isopropanol froid. Le mélange est stocké à -20°C pendant 1 à 2 h. 

Les acides nucléiques précipités sont centrifugés (20000g, 20min, 4°C), puis le surnageant est éliminé 

et le culot remis en suspension dans 300µL de Tris EDTA chaud (les tubes toujours sur glace). Un 

volume de Chloroforme/ alcool isoamylique (24:1) est ajouté et les tubes sont vortexés et inversés 

vigoureusement pendant 30 secondes avant d’être centrifugés (11000g, 10min à 4°C). Le surnageant 

est récupéré et un volume de Chloroforme/ alcool isoamylique (24:1) y est ajouté. Puis l’étape de 

voxtexage et de centrifugation précédente est répétée. Enfin, le surnageant est récupéré, 0,3 volume 
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de LiCl 8M froid est ajouté puis les échantillons sont stockés une nuit à 4°C. Le lendemain, la solution 

est centrifugée à 20000g pendant 30min à 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec de 

l’éthanol 70% froid (-20°C). Après une centrifugation (20000g, 30min, 4°C), l’éthanol est jeté et le culot 

conservé sur glace est séché à l’air libre. Enfin ce culot est repris dans 25µL d’eau milliQ stérile et la 

suspension dosée au spectromètre Nanodrop 2000 (Thermo-Scientific). 

• Séquençage Illumina et analyse de données (réalisée par Antoine Sportes) 

Les échantillons d'ARN ont été séquencés par la plateforme GENEWIZ (Leipzig, Allemagne). Les 

transcrits bruts ont été rognées pour en vérifier la qualité et alignées sur les transcrits de référence de 

Vitis vinifera (Vvinifera_457_v2.1 transcrits primaires) de Phytozome v13 (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/info/Vvinifera_2_1) en utilisant CLC Genomics Workbench v7. Pour la cartographie, 

le coût de Mésappariement/Insertion/Délétion était respectivement de 2/3/3, la fraction de longueur 

minimale était de 0,8, la fraction de similarité minimale de 0,8 et le nombre maximal de résultats pour 

une lecture était fixé à 10. Le nombre unique et total de transcrits mappés pour chaque transcrit de 

référence a été déterminé, puis normalisé en fonction du nombre total de transcrits. Les paires intactes 

ont été comptées comme deux ; les paires brisées comme une. Le fichier de comparaison original 

comprenait 55 665 transcrits annotées (source : Phytozome v13). Les gènes sont considérés comme 

étant biologiquement surexprimés si leur expression différentielle est supérieure à 2 comparée à la 

condition contrôle (fold change>2), avec une valeur p < 0,05, corrigée par FDR. Réciproquement, les 

gènes sont considérés sous-exprimés si leur expression différentielle est inférieure à 2 comparée à la 

condition contrôle (fold change<-2), selon les mêmes contraintes statistiques. 

 

• Données de séquençage ARN 
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Figure 17 : Carte thermique des expressions différentielles des transporteurs de phosphate Pht1 de la vigne en fonction de (i) la condition de mycorhization (Non 
mycorhizée, NM ; mycorhizée, M) et (ii) du traitement P (0,01mM, 0,1mM et 2mM _ NH4H2PO4). Nuancier correspondant au logarithme de la variation d’expression 
(Log (fold change)). 
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Selon la Figure 17, on constate au premier abord que les transcrits des gènes correspondant aux 

séquences protéiques des transporteurs supposés surexprimés en condition de mycorhization selon 

l’analyse phylogénique précédente (VvPT4, VvPT5 et VvPT8) présentent (i) des profils différents par 

rapport aux autres Pht1 de vigne, avec des variations d’expression plus importante ; et (ii) des profils 

différents entre eux. Ce qui laisse présager une régulation spécifique des gènes de ces transporteurs, 

comme c’est le cas pour leurs homologues chez M. truncatula (MtPT4 et MtPT8). 

Que ce soit en condition M ou NM, la conditions 0,1mM de P ne fait pas varier significativement 

l’expression des Pht1 de la vigne (Figure 17, cluster B) par rapport à la condition 10 fois moins 

concentrée. En revanche, quelle que soit la concentration en P, VvPT4 et VvPT8 sont très nettement 

surexprimés en condition M par rapport à la condition NM (Figure 17, cluster C). On remarque 

également que la condition 2mM P semble augmenter l’expression différentielle de VvPT4 et que les 

faibles concentrations (0,01 et 0,1mM P) semble augmenter l’expression différentielle de VvPT8.  

De manière générale, la forte concentration en P, (comparée aux expressions en faibles 

concentrations de P) fait diminuer l’expression des Pht1 indépendamment de la condition de 

mycorhization (Figure 17, cluster A). Dans ce cas l’expression de VvPT4 est plus fortement diminuée 

en condition NM qu’en condition M, alors que c’est l’inverse pour VvPT8 dont l’expression est plus 

diminuée en condition M et ne semble pas variée en NM (voir Figure 17).  

Pour conclure, on peut en déduire que l’expression de VvPT4 est régulée à la fois par la condition 

de mycorhization et par la condition P. Tandis que VvPT8 est exprimé uniquement en condition 

mycorhizée, comme son homologue MtPT8, et son expression semble régulée par la concentration en 

P. Au vu de ces profils d’expression nous avons choisi de faire synthétiser un anticorps dirigé contre 

VvPT8 afin d’optimiser l’immunomarquage sur racine de vigne transparisée.  

II.3. Immunomarquage  

II.3.1. Caractérisation des anticorps  

Basés sur les données bibliographiques et sur les données biomoléculaires précédentes nous avons 

fait synthétiser (Eurogentec), dans un premier temps, des anticorps de lapin dirigés contre MtPT4 

(peptide : 5′-DRAPGIRQDSRTEKM-3′) et VvPT8 (peptide : a : 5’-NGGDGEGGVKTDEKV-3’ ; b : 5’-

VIGFLYDDLRGDKKK-3’), et dans un second temps VvPT4 (peptide : 5’-CDGGINETEMASRPS-3’).  

Les plants de M. truncatula ont été cultivés comme précédemment décrit (§ I.4.1_culture de la 

plante modèle) et les plants du porte greffe Riparia comme décrit dans la section précédente (§ II.2.2). 

Nota bene_ les Ac Iaire ont été mis au point sur les séquences protéiques de V. vinifera. Bien qu’ils 

soient testés sur plusieurs porte-greffe différents, dont Riparia (V. riparia), et que par alignement de 



Chapitre II : Transporteurs de phosphate en ligne de mire 

 

44 
 

séquence cette portion protéique est identique entre les deux espèces, les protéines ciblées seront 

toujours nommées VvPT et non VrPT, par soucis d’homogénéité et en référence aux données de 

biomoléculaire précédentes.  

• Extraction de protéines membranaires et Western Blot 

Plusieurs extractions de protéines totales suivant des protocoles basés sur une extraction au 

phénol ont été réalisés tout au long de cette thèse (Jellouli et al., 2010). Les deux Ac anti-VvPT8 ne 

fonctionnent pas sur extraction de protéine totale, aucun accrochage, même aspécifique n’est 

constaté, y compris sur la fraction totale. L’Ac anti-VvPT4 montre un accrochage aspécifique sur la 

fraction totale. Nous avons donc essayé un protocole d’extraction de protéines membranaires (fourni 

par Adiilah Mamode-Cassim, données non publiées). Ce protocole est concluant sur racine de M. 

truncatula, tout comme le Western Blot avec l’Ac anti-MtPT4. Toutefois, il n’en est pas de même sur 

vigne, avec des concentrations finales très faibles, et des Western non concluant. Des optimisations 

sont encore en cours concernant l’extraction de protéines membranaires de vigne.  

 

II.3.2. Immunomarquage de MtPT4  

• Immunomarquage sur racines transparisées 

Les racines de M. truncatula transparisées (§ I.4.1_PT de racine blanche mycorhizée) sont rincées 

2 fois à l’eau ultrapure, et 2 fois dans du PBS. Elles sont ensuite incubées 30min dans une solution de 

0,1% TritonX100 dans du PBS (ou une solution de PBS seul) à T°C ambiante avec agitation (70rpm) et 

lavées (2 x PBS, 1 x PBST). Elles sont incubées en PBST - glycine 50mM 30min à T°C ambiante, lavées 3 

fois par une solution de PBST - albumine de sérum bovin (ASB) 1% et incubées dans cette même 

solution pendant 30min. Elles sont ensuite incubées 48h à 4°C avec agitation (70rpm) dans une solution 

d’Ac Iaire anti-MtPT4 dilué à 1/100, 1/500 ou 1/1000 dans PBST – ASB 1%. Elles sont repassées à T°C 

ambiante pour 3 lavages PBST - ASB 1% et ensuite incubées pendant 30h dans une solution d’Ac IIaire 

(chèvre anti-lapin couplé WGA Alexa633, Invitrogen) dilué à 1/800 dans PBST - ASB 1%. Elles sont 

ensuite lavées 2 fois 30min en PSBT, et deux fois 30min en PBS. Après marquage les échantillons sont 

rincés pendant minimum 2h dans des bains successifs de PBS, puis ils sont remis à incubés dans du TDE 

70% après un passage sous vide, pendant minimum 24h. Le jour de l’acquisition les échantillons sont 

montés entre lame et lamelle avec un espaceur (iSpacer Sunjilab 0,25mm) dans du TDE 70% comme 

milieu de montage. Pour l’immersion, une solution de Glycérol 55% est utilisée afin de faire 

correspondre au mieux les indices de réfraction le long du chemin optique. 

En raison du temps nécessaire à l’immunomarquage, le contre marquage au WGAAlexa488 

(0,1mg/mL dans du PBS à T°C ambiante pendant 1h avec agitation (70rpm)) a été réalisé avant 
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l’incubation dans l’AT, afin de limiter la période durant laquelle l’échantillon est hors AT. Par ailleurs, 

des racines ont été incubées sans Ac Iaire, et marqué au IIaire comme précédemment. Ces contrôles n’ont 

révélé aucun marquage aspécifique (images non montrées). 

Concernant l’immunomarquage de MtPT4, la dilution d’Ac Iaire au 1/100 révèle beaucoup 

d’aspécifité et des agglutinations de marquage ; tandis que la dilution 1/1000 présente un marquage 

très faible et non homogène. La dilution 1/500 quant à elle présente une réponse similaire à celle 

décrite par (Harrison et al., 2002) (Figure 18). En effet, l’immunomarquage est présent au niveau de la 

membrane périarbusculaire en périphérie des branches fines de l’arbuscule et est absent des 

arbuscules collapsés. Le traitement au détergent TritonX100 ne semble avoir apporté aucune 

amélioration. De plus, les contrôles NM n’ont montré aucune réponse pour l’immunomarquage. En 

revanche, on remarquera que l’étape d’incubation dans l’AT a affaiblis la fluorescence du contre 

marquage de la chitine. 
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Figure 18 : Racine mycorhizée de M. truncatula immunomarquée (Ac primaire lapin anti-MtPT4 1/500, Ac 
secondaire de chèvre anti-lapin couplé AlexaFluor633 (λex 638nm, λem 640nm-680nm) avec contre 
marquage WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 500nm-550nm). Pas de traitement TritonX100. Acquisition au 
microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x40, immersion à huile), reconstitution 3D, traitement 
d’image : filtre gaussien (LasX, sigma 0,8). arbuscule mature (am), arbuscule dégénérescent (ad), arbuscule 

collapsé (ac). 
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II.3.3. Immunomarquage de VvPT8  

• Immunomarquage sur racines transparisées 

Des racines de vigne transparisées (§I.4.2_culture de la plante d’intérêt) sont immunomarquées 

selon le même protocole que les racines transparisées de M. truncatula (§II.3.2). Elles sont donc 

traitées ou non au détergent (TritonX100), Ac Iaire 1/500 dans PBST-ASB1% pendant 48h et incubé avec 

l’Ac IIaire dilué au 1/800 dans PBST-ASB 1% pendant 30h.  

Chacun des deux anticorps à disposition, dirigés contre différents épitopes de VvPT8, ont été testés 

indépendamment, ou les deux en même temps. Dans ces conditions, le signal rouge correspondant à 

l'immunomarquage ne se superpose pas au signal de contre-coloration en vert et il n'y a pas de 

différence importante ni pour les conditions de détergent ni pour les différents Ac Iaires. De plus, le 

signal rouge semble être condensé sur le bord extérieur de la racine et semble ne pénétrer qu’aux 

endroits ou le tissu est déchiré (Figure 19). 

Figure 19 : Racine mycorhizée de vigne immunomarquée (Ac primaire lapin anti-VvPT8 1/500, Ac 
secondaire chèvre antilapin couplé AlexaFluor633 λex = 638nm, λem = 640nm - 680nm) avec contre 
marquage WGA-Alexa488 (λex = 488nm, λem = 500nm - 550nm). Acquisition au microscope confocal à 
fluorescence laser (Leica SP8, objectif x20). 
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Au vu de ces résultats, il est probable que les concentrations d’anticorps ne soient pas adaptées. 

En effet, la diffusion de ces derniers au sein du tissu peut être limitée si la concentration est trop faible, 

mais également lorsque celle-ci est trop élevée. En effet, un excès d’Ac en solution peut induire un 

encombrement stérique en surface et ainsi empêcher la diffusion dans le tissu. Les concentrations d’Ac 

Iaire 1/500 et Ac IIaire 1/800 ayant précédemment été testées, les dilutions 1/100, 1/500, 1/800 et 

1/1000 pour l’Ac Iaire , et 1/100, 1/500 pour l’Ac IIaire ont fait l’objet de l’expérimentation suivante  

(Figure 20). 

On constate un bruit de fond très important du signal pour la condition Ac Iaire 1/100 non traité 

TritonX100, qui semble amoindri avec le détergent. En condition Ac Iaire 1/500 le bruit est clairement 

diminué, des points aspécifiques apparaissent en Ac IIaire 1/500 de manière homogène dans l’image, 

ce qui révèle une mauvaise qualité de marquage ou une pénétration de l’Ac très hétérogène. En Ac Iaire 

1/800 on retrouve le même profil qu’en 1/100 c’est-à-dire beaucoup de bruit sans détergent et peu 

avec détergent. En Iaire 1/1000 le marquage semble très variable et aspécifique. Le contre marquage 

au WGA-Alexa n’est pas homogène, indépendamment de la condition détergent, il est donc nécessaire 

de remettre cette étape en fin de protocole, après incubation dans l’AT et immunomarquage.  

Dans toutes les conditions testées, l’immunomarquage n’est pas fiable, le traitement détergent 

semble inefficace, l’anticorps primaire est sûrement défectueux. Pour vérifier cela en s’épargnant tous 

les biais pouvant être induits par la transparisation et le marquage de tissus volumineux, un 

immunomarquage sur des coupes de racines de vigne mycorhizées non transparisées a été effectué.  
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Figure 20 : Racines mycorhizées et transparisées de vigne immunomarquées (Ac primaire lapin anti-VvPT8, Ac secondaire 
chèvre anti-lapin couplé AlexaFluor633 (λex 638nm, λem 640nm - 680nm) avec contre marquage WGA Alexa488 (λex 488nm, 
λem 500nm - 550nm). Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif x20). 
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• Immunomarquage de VvPT8 sur coupes de racines 

Après prélèvement, les racines de vigne (porte-greffes SO4, Riparia et Berlandieri, conditions de 

culture §I.4.2, mycorhizées et non mycorhizées) sont soigneusement nettoyées et coupées à la lame 

de rasoir en tronçons de 0,8cm à 1cm de long. Ces tronçons de racines sont ensuite immergés dans 

une solution de fixation (Paraformaldéhyde 4%, DMSO 5%, dans du tampon PME (50mM Pipes, 5mM 

MgSO4, 10mM EGTA, pH 6,9)), pendant 1 nuit sous agitation (70rpm) à 4°C. Le lendemain, les 

échantillons sont lavés 2 fois avec du tampon PME et 2 fois dans de l’eau. Deux par deux, les fragments 

sont brièvement essuyés sur du papier absorbant, déposés dans un moule rectangulaire 

longitudinalement puis recouvert par de l’agarose low melting point 6% (Invitrogen) préalablement 

chauffé. Les blocs sont séchés sur paillasse pendant 30min. Ensuite, ils sont démoulés et coupés au 

vibratome (VT 1200S, Leica) pour obtenir des sections de 100µm d’épaisseur. Les coupes sont placées 

dans une solution de PBS pH 7,3. 

Pour l’immunomarquage, les coupes sont plongées 30min dans une solution de PBST – glycine 

50mM à T°C ambiante. Elles sont lavées 3 fois par une solution de PBST – ASB 1% et incubées dans 

cette même solution pendant 30min. Elles sont ensuite incubées une nuit à 4°C dans une solution 

d’anticorps primaire (lapin, anti-VvPT8a et b) dilués dans PBST – ASB 1% (3 concentrations testées 

1/100 uniquement sur Riparia, 1/500 et 1/1000). Le lendemain, elles sont repassées à T°C ambiante 

pour 3 lavages PBST - ASB 1% et incubées pendant 1h dans une solution d’anticorps secondaire (chèvre 

anti-lapin couplé WGA-Alexa633, Invitrogen) dilution 1/1000 dans PBST - ASB 1%. Puis lavées deux fois 

30min en PSBT, et deux fois 30min en PBS. Elles sont ensuite contre-marquées au WGA Alexa488 

0,01mg/mL dans du PBS à T°C ambiante pendant 30min avec agitation (70rpm) et enfin lavées pendant 

2h dans du PBS. Les coupes sont ensuite montées entre lame et lamelle dans du glycérol 100% pour 

observation au microscope confocal.  

Quelques soient les concentrations d’Ac Iaire testées, les résultats ne sont pas concluants. En 1/100 

sur Riparia il y a beaucoup de bruit (non montré), en 1/500 et 1/1000 (Figure 21) aucun marquage 

spécifique. Au vu des résultats de biologie moléculaire, il est probable que VvPT8, induit en condition 

de mycorhization, ne soit que faiblement traduit et qu’il soit particulièrement difficile de le repérer en 

microscopie optique. Toutefois il est aussi très probable que nos anticorps soient défectueux. C’est 

pour cela que nous avons fait synthétiser un autre anticorps, dirigé cette fois contre VvPT4. 
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Figure 21 : Coupes de racines mycorhizées de vigne (SO4, Riparia, Berlandieri, 100µm d’épaisseur) immunomarquées avec un Ac primaire lapin 
anti-VvPT8, Ac secondaire chèvre anti-lapin couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm - 674nm). Structures fongiques contre-colorées au WGA-

Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm) imagées au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x20, et x40 immersion à huile, 
images non traitées). Superposition des signaux fluorescents et de la lumière transmise. 
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II.3.4. Immunomarquage de VvPT4 

• Immunomarquage sur coupes de racines 

Après réception de l’Ac anti-VvPT4 de lapin, il a d’abord été testé sur coupe. Suivant le même 

protocole que VvPT8 (§ précédent), soit Ac Iaire : 1/100 (uniquement sur Riparia), 1/500 et 1/1000 ; Ac 

IIaire chèvre anti-lapin couplé WGA-Alexa633 (Invitrogen) dilution 1/1000. Pour VvPT4 la concentration 

de 1/100 d’Ac Iaire sur Riparia génère, comme pour VvPT8, beaucoup de signal aspécifique. A la 

concentration Ac Iaire 1/1000 le signal est assez faible et semble variable selon le porte-greffe. La 

concentration d’Ac Iaire 1/500 semble être la plus pertinente (Figure 22). 

Dans ces conditions, l’immunomarquage de VvPT4 des racines mycorhizées semble toujours 

correspondre au contre marquage de la chitine (Figure 22 : couleur jaune-orangée par superposition 

des deux marquages fluorescents, et Figure 23), indiquant une proximité spatiale entre les arbuscules 

et le lieu d’expression de ce transporteur, laissant suggérer une expression au niveau de la membrane 

périarbusculaire. De plus, on remarque que l’immunomarquage est absent au niveau des arbuscules 

collapsés (Figure 23, SO4 M Ac Iaire 1/500).  
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Figure 22 : Coupes de racines mycorhizées de vigne (SO4, Riparia, Berlandieri, 100µm d’épaisseur) 
immunomarquées avec un Ac primaire lapin anti-VvPT4, Ac secondaire chèvre anti-lapin couplé à l’Alexa633 (λex 
638nm, λem 643nm - 674nm). Structures fongiques contre-colorées au WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 
557nm) imagées au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x20, et x40 immersion à huile, images non 
traitées). Superposition des signaux fluorescents et de la lumière transmise. arbuscule mature (am), arbuscule 

dégénérescent (ad), arbuscule collapsé (ac), hyphe (h). 
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Bien que l’immunomarquage semble bien correspondre à la membrane périarbusculaire, il 

apparait plus diffus et moins spécifique aux branches fines pour VvPT4 (Figure 22) que pour MtPT4 

(Figure 18, page 46). Toutefois, cette comparaison est à prendre avec précaution car (i) 

l’immunomarquage de MtPT4 est réalisé sur racine transparisée et (ii) la morphologie de la membrane 

périarbusculaire varie en fonction de la maturité des arbuscules. Par ailleurs, VvPT4 semble également 

présent à la membrane plasmique de cellules non-arbusculées (Figure 23, B, flèche blanche). Ce 

marquage est confirmé sur racines NM, au niveau des membranes plasmiques végétales mais laisse 

suggérer des réponses légèrement différentes selon les porte-greffes (Figure 22 et 24).  

  

Figure 23 : Arbuscules dans une racine de vigne (SO4 ;coupe de 100µm), immunomarqué avec l’Ac primaire anti-
VvPT4, Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm - 674nm). Structures fongiques contre-colorées 
au WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm) imagées par un microscope confocal à fluorescence laser 
(Leica SP8, objectifs x40 (A), x63 (B), immersion à l'huile), reconstruction 3D des signaux fluorescents, images 
traitées par un filtre gaussien (LasX, sigma 0,8). arbuscule mature (am), arbuscule dégénérescent (ad), arbuscule 

collapsé (ac), flèche blanche : cellule non arbusculée. 
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Ces résultats corroborent les résultats de biologie moléculaire. En effet, VvPT4 est surexprimé en 

condition mycorhizée (§ II.2.2_Données de séquençage ARN, Figure 17). Aussi l'immunofluorescence 

de la membrane plasmique en condition NM peut être expliquée par l'expression basale de VvPT4, et 

le marquage autour des arbuscules à sa surexpression au niveau de la large surface d’échange que 

représente la membrane périarbusculaire comme c’est le cas pour MtPT4. 

 

  

Figure 24 : Coupes de racines non-mycorhizées de vigne (Riparia, A et B ; Berlandieri, C ; et SO4, D ; 100µm 
d’épaisseur), immunomarquée avec l’Ac primaire anti-VvPT4, et l’Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 
638nm, λem 643nm - 674nm). Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectifs 
x20 et x40 _ immersion à huile), images non traitées. 
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Afin de préparer l'immunomarquage de VvPT4 dans le PT des racines tanniques, des coupes de 

racines ont été immunomarquées après et avant deux étapes clés du PT. Tout d'abord, des sections 

(100µm) de racines mycorhizées ont été immunomarquées, puis traitées pendant 2 semaines dans la 

solution ClearSeeAlpha (Figure 25, A). Le traitement endommage sévèrement les signaux 

d'immunofluorescence et de contre-fluorescence. Lorsque l'étape d'immunomarquage a lieu après 

deux semaines de traitement en ClearSeeAlpha, la fluorescence est conservée (Figure 25, B). Une autre 

étape drastique du processus de transparisation qui peut potentiellement endommager les protéines 

est la dépigmentation. Par conséquent la dépigmentation a été réalisée directement sur coupe (Figure 

25, C) ou sur des segments entiers de racines avant sectionnement (Figure 25, D), puis les deux types 

de sections ont été immunomarquées.  

 

 

  

Figure 25 : Coupes de racines mycorhizées de vigne immunomarquées avec un Ac primaire contre VvPT4, 
Ac secondaire couplé à Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm - 674nm). Structures fongiques contre-marquées 
au WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm). Tissu immunomarqué puis transparisé pendant 2 
semaines (A), transparisé pendant 2 semaines puis immunomarqué (B_vue en projection maximale), 
dépigmenté puis immunomarqué (C), dépigmenté avant sectionnement puis immunomarqué (D_vue 3D). 
Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectifs à immersion x20, x40 immersion 
à huile). 
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Selon certain PT, l’étape d’immunomarquage peut être placée avant l’étape de transparisation, 

c’est le cas notamment pour le protocole d’immunomarquage sur poisson zèbre à partir duquel a été 

adapté la dépigmentation sur vigne. Cependant de nombreux PT sur plante place l’immunomarquage 

après la transparisation (Nagaki et al., 2017b; Palmer et al., 2015; Warner et al., 2014). Au vu de nos 

résultats sur coupes de racine de vigne et sur racines transparisées de M. truncatula, il est impératif 

de garder cette étape d’immunomarquage en fin de protocole de transparisation. De plus, l’étape de 

dépigmentation peut être garder en début de protocole et dans les mêmes conditions au vu de sa 

compatibilité avec le marquage sur coupes.  

 

• Immunomarquage sur racines transparisées 

Des racines de vigne transparisées (conditions de culture §I.4.2, V. berlandieri et V. riparia) sont 

immunomarquées selon le même protocole que les racines transparisées de M. truncatula (§II.3.2). 

Elles sont non traitées au détergent (TritonX100) au vu des résultats sur racines transparisées de 

l’immunomarquage de MtPT4. Elles sont incubées dans l’anticorps primaire dilué dans PBST-ASB1% 

(1/500 et 1/1000) pendant 70h et dans la solution d’anticorps secondaire 1/800 dilué dans PBST-

ASB1% pendant 30h (Figure 26).  

 

  

Figure 26 : Racines mycorhizées de vigne, transparisées et immunomarquées avec un Ac primaire anti-VvPT4, 
dilution 1/500 (A, Berlandieri) et 1/1000 (B, Riparia), Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm 
- 674nm). Structures fongiques contre-marquées au WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm). 
Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif à immersion x16, immersion glycérol 
55%).  
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Là encore, l’immunomarquage ne semble pas fonctionner sur racines transparisées malgré un 

temps d’incubation Ac Iaire anti-VvPT4 allongé. Nous supposons ici que les anticorps ne pénètrent pas 

à l’intérieur du tissu. 

J’ai pu exposer ce problème lors des ateliers du congrès MiFoBio2021 auquel j’ai participé. On m’a 

suggéré d’essayer le protocole d’immunomarquage iDISCO+, largement utilisé sur organoïdes.  

Dans un premier temps, j’ai appliqué strictement le protocole iDISCO+ (i) fourni par Chloé Dominici 

(Renier et al., 2016). Après prélèvement et fixation des racines de vigne (Riparia, Berlandieri), elles sont 

lavées par 3 bains de 30min successifs de PBS. Les racines sont ensuite déshydratées avec des bains 

successifs de solutions de méthanol (MeOH) à 20%, 40%, 60%, 80%, 100%, 100% (diluées dans du PBS) 

pendant une durée moyenne d’une heure et demi chacun, avec agitation. Les échantillons sont ensuite 

dépigmentés sur la nuit dans une solution à 5% H202 dilué dans du MeOH à 4°C sans agitation, à l’abris 

de la lumière. Le lendemain, ils sont rincés au MeOH 100% sur la journée avant d’être incubés dans 

une solution de 2/3 dichlorométhane (DCM) 1/3 MeOH à T°C ambiante, sous agitation, sur la nuit. Les 

échantillons sont ensuite réhydratés par des bains successifs de solutions de MeOH à 100%, 80%, 60%, 

40%, 20% (diluées dans du PBS), PBS 1X pendant une durée minimum d’une heure à chaque fois. 

Pour l’immunomarquage, après un lavage PBS, les échantillons sont incubés dans une solution de 

PBSGT 0,5% (0,2% gélatine, 0,5% Triton dans PBS 1X) 2 jours à 37°C. Les échantillons sont incubés dans 

une solution d’Ac Iaire dilués dans une solution de PBSGT 0,5% à 37°C, sous agitation, pendant 7 jours. 

Les racines sont lavées 4-5 fois sous agitation avec une solution PBSGT 0,5% sur la journée à T°C 

ambiante avant d’être incubées dans une solution d’Ac IIaire dilués en PBSGT 0,5% à 37°C, sous 

agitation, pendant 4 jours. Les fragments racinaires sont de nouveau lavés 4-5 fois sous agitation avec 

une solution PBSGT 0,5% sur la journée à T°C ambiante. 

Pour la transparisation, les racines sont repassées dans du PBS sur la nuit et de nouveau 

déshydratées dans du MeOH comme précédemment décrit puis incubées sur la nuit dans une solution 

de 2/3 dichlorométhane (DCM) 1/3 MeOH sous agitation à T°C ambiante. Le lendemain matin, les 

racines sont incubées 30min dans du DCM 100% sous agitation puis rincées une fois dans du dibenzyl 

ether (DBE) et incubées dans du DBE. Après minimum 2h d’incubation les échantillons sont montées 

entre lame et lamelle avec espaceur (0,5mm, iSpacer Sunjilab) dans du DBE et observés au microscope 

confocal (Figure 28, A). Ensuite j’ai réalisé de expérimentations hybrides en combinant ce protocole 

iDISCO+ avec le PT de racines tanniques, en conservant systématiquement l’étape d’immunomarquage 

comme décrit ci-dessus dans le protocole iDISCO+ (Figure 27). J’ai donc combiné (ii) le début du 

protocole iDISCO+ (déshydratation, dépigmentation, réhydratation, immunomarquage) avec un retour 

en ClearSeeAlpha (fin protocole CTR) (Figure 28, B), un début de protocole CTR (dépigmentation, 
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digestion enzymatique), toujours immunomarquage iDISCO+, avec les deux transparisations : (iii) fin 

iDISCO+ (Figure 28, C) et (iv) fin CTR (Figure 28, D).  

 

 

Tout d’abord, on peut constater que l’étape de transparisation à proprement parler du PT iDISCO+ 

(PT par solvant organique) semble améliorer la transparence du tissu, notamment au niveau du 

cylindre central (Figure 28, A et C). Ensuite, on observe que dans toutes les conditions l’étape 

d’immunomarquage du PT iDISCO+ est un succès, on remarque très distinctement l’immunomarquage 

(rouge) en périphérie des arbuscules, semblable à l’immunomarquage précédemment réalisé sur 

coupe. Cependant, il reste cantonner aux extrémités ou au niveau des déchirures du tissu racinaire. Ce 

qui laisse suggérer que l’Ac primaire ou le secondaire, ou les deux, ne pénètrent toujours pas à 

l’intérieur du tissu.  

  

Figure 27 : schéma récapitulatif des expérimentations d’optimisation d’immunomarquage combinant 
les deux protocoles de transparisation (CTR et iDISCO). Les grandes étapes de chacun des deux 
protocoles sont indiquées, voir la légende pour le code couleur.  
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Figure 28 : Racines mycorhizées de Riparia et Berlandieri transparisées selon les protocoles iDISCO+ (A), CTR (D), des hybrides de 
ces deux protocoles iDisco -CTR (B), CTR - iDisco (C). Immunomarquées avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac secondaire couplé à 
l’Alexa633 (λex : 638nm, λem : 643nm – 669nm) selon protocole iDISCO+. Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser 
(Leica SP8, objectif x16 immersion au glycérol 100% (A et C), glycérol 55% (B et D)), images non traitées.  
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Toutefois, il est important de noter une différence entre les conditions quant à la profondeur de 

pénétration des Ac dans le cortex à partir de ces déchirures. Aussi, lorsque la transparisation finale est 

en ClearSeeAlpha (AT du PT CTR, Figure 28, B et D), l’immunomarquage n’est observé qu’au niveau des 

tissus en contact directe avec les solutions. En revanche, la transparisation du PT iDISCO+ 

(déshydratation, puis solvant organique) permet d’observer la fluorescence plusieurs centaines de µm 

à l’intérieur du cortex racinaire (Figure 28, A et C). Pour déterminer quel est le meilleur début de PT 

combiné avec cette fin de transparisation iDISCO+, j’ai effectué plusieurs mesures. Sur la Figure 29 on 

remarque en A une extrémité de racine, qui à subit un début de PT iDISCO+ et dont l’immunomarquage 

a pu être relevé jusqu’à environ 300µm à l’intérieur de la racine. En B un fragment de racine avec des 

déchirures aux deux extrémités ayant subi un début de PT CTR. Dans ce cas, les déchirures sont 

espacées de plus de 700µm, et l’immunomarquage a très bien fonctionné. On peut donc en déduire 

qu’il est pertinent de combiner les deux PT en commençant par la dépigmentation, la digestion 

enzymatique du PT CTR et ensuite d’immunomarquer et de transpariser selon le PT iDISCO+.  

 

 

Figure 29 : Racines mycorhizées de Riparia transparisées selon les protocoles iDISCO+ (A) ou hybride début CTR – 
fin iDISCO (B). Immunomarquées avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, 
λem 643nm – 669nm) selon protocole iDISCO+. Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, 
objectif x16 immersion au glycérol 100%), images non traitées. 
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J’ai également essayé d’améliorer la perméabilité du tissu en ajoutant (i) une enzyme qui dégrade 

la lignine (laccase) à l’étape de digestion CTR et (ii) un traitement à l’isopropanol (50% dans PBS 2h à 

4°C avec agitation ou 100%, 30min) juste après cette étape de digestion enzymatique. Ces traitements 

n’ont pas permis d’imager l’immunomarquage loin des coupures du tissus (images non montrées) et 

ont faiblement améliorer la profondeur de pénétration des anticorps via les déchirures (Figure 30). On 

gardera tout de même ces traitements, soit la laccase en plus de la pectolyase et de la cellulase, et le 

traitement isopropanol 50% pour la suite des expérimentations. 

 

 

 

  

Figure 30 : Racines mycorhizées de Riparia transparisées selon les protocoles CTR + traitement laccase et isopropanol 100% (A) 
et hybride début CTR – fin iDISCO + traitement laccase et isopropanol 50% (B). Immunomarquées avec un Ac primaire anti-VvPT4, 
Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex : 638nm, λem : 643nm – 669nm) selon protocole iDISCO+. Acquisition au microscope 
confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16 immersion au glycérol 100), images non traitées.  



Chapitre II : Transporteurs de phosphate en ligne de mire 

 

63 
 

Afin de toujours améliorer l’immunomarquage j’ai également testé un protocole CTR complet 

(dépigmentation, digestion, transparisation ClearSeeAlpha) avec une fin de iDISCO+ 

(immunomarquage et transparisation) ou une fin CTR (Figure 31). Dans les deux cas, la profondeur 

d’immunomarquage à partir du bord du fragment racinaire est largement augmentée, dépassant le 

champ d’observation (>900µm en longueur dans la racine). Toutefois à quelques mm de distance de 

la déchirures le signal est fortement affaiblit en fin de PT iDISCO+, voir absent lorsque la fin de PT est 

en CTR. Je décide donc de conserver ce nouveau protocole combinées CTR complet (laccase et 

isopropranol), immunomarquage et transparisation iDISCO+ pour la suite des expérimentations 

(Schéma de synthèse Figure 35, page 67). 

Une optimisation du temps de digestion enzymatique avec ce cocktail de 3 enzymes a été réalisé, 

sans en changer les concentrations. Lors d’une incubation de 3 heures, un prélèvement des racines 

toutes les 15min a été effectué, puis la dernière incubation a été poussée jusqu’à 5h. Tout d’abord 

concernant la structure de la racine, les tissus s’affaissent à partir de 135min, l’intégrité tissulaire est 

donc perdue (Figure 32). Concernant l’immunomarquage, quel que soit le temps de digestion, même 

s’il est poussé au-delà de ce que la structure racinaire peut supporter, le marquage reste à proximité 

des coupures. Néanmoins, nous confirmons ici que cette nouvelle combinaison de transparisation 

permet d’acquérir le signal immunofluorescent en dessous du cylindre central (Figure 32, A), malgré la 

densité optique de ces structures remarquable en lumière transmise (Figure 31) et par l’ombre crée 

sur le signal d’autofluorescence (Figure 32). Par ailleurs, plus les fragments sont digérés longtemps, 

moins ils supportent l’étape de déshydration pour la transparisation iDISCO+ et plus l’autofluorescence 

du tissu semble importante (Figure 32, B). Le temps d’incubation initial d’une heure est donc conservé. 
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Figure 31 : Racines mycorhizés de Riparia transparisées selon un PT CTR complet combiné à (i) une 
fin CTR et (ii) une fin iDISCO+. Immunomarquées avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac secondaire 
couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm – 669nm) selon protocole iDISCO+. Acquisition au 
microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16 immersion au glycérol 100%), images 
non traitées. 
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Bien que déjà décrit dans la littérature pour la décoloration des racines pigmentées en microscopie 

optique conventionnelle, l’emploi du KOH dans ce protocole de transparisation à jusque-là été évité 

afin de prévenir l’oxydation des polyphénols (et la coloration brune qui en résulte), ainsi que la 

dégradation du tissu (au vu des caractéristiques corrosives de la potasse caustique). Toutefois, au vu 

de ces résultats il s’avérait pertinent d’employer le KOH afin d’augmenter la perméabilité du tissu 

racinaire.  

  

Figure 32 : Racines de mycorhizées de Riparia et SO4 transparisées selon un PT CTR complet combiné à une fin 
iDISCO+. Immunomarquées avec un Ac primaire dirigé contre VvPT4, Ac secondaire couplé à Alexa633 (λex : 638nm, 
λem : 643nm – 674nm) selon protocole iDISCO+, Autofluorescence (λex 488nm, λem 502nm - 550nm). Différents 
temps de digestion avec les 3 enzymes : 60min (A), 90min_105min_135min (B). Acquisition au microscope confocal à 
fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16 immersion au glycérol 100%, compensation de l’excitation laser en z). 
Reconstitution 3D images non traitées. 
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Dans un premier temps, et afin d’éviter de fragiliser le tissu en passant le traitement KOH avant les 

étapes de perméabilisation déjà optimisées (digestion enzymatique et isopropanol), le traitement à 

10% KOH à T°C ambiante a été réalisé après ces étapes et avant le bain de plusieurs semaines dans 

l’AT. Deux temps d’incubation ont été testés 30min et 1h. La coloration brune due à l’oxydation du 

tissu a été observée dès 30min. Bien que cette coloration soit affaiblie par l’étape de transparisation 

dans le ClearSeeAlpha, ce traitement a considérablement dégrader la transparence du tissu (Figure 

33). 

  

Figure 33 : Racines mycorhizées de Riparia et transparisées (CTR complet + fin iDISCO+) avec étape 
d’incubation au KOH avant la première incubation dans ClearSeeAlpha. Acquisition au microscope confocal à 
fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16, immersion 100% glycérol). Lumière transmise.  
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Dans un second temps, le traitement au KOH a été placé en tout début de protocole, après fixation 

et blocage. La coloration brune a également eu lieu, mais elle a été complètement supprimée par 

l’étape de dépigmentation qui lui a succédée. Là encore, l’incubation a été testée pendant 30min et 

1h, avec 2 temps de digestion enzymatique de 30min et 1h. La formule la plus drastique (1h KOH et 1h 

digestion enzymatique, Figure 34) a donné les meilleurs résultats aussi bien pour la qualité de 

transparisation (notamment par rapport au cylindre central, flèches noires Figure 34, colonne A), que 

pour la pénétration des Ac dans le tissu puisque le marquage est présent au-delà de 2µm à partir de la 

section transversale de la racine (Figure 34, B). Aucun écrasement n’a été observé, l’intégrité tissulaire 

est donc conservée (Figure 35, A).  

Le PT avec immunomarquage ainsi mis au point est résumé par la Figure 35, B et C, et est nommé 

iCTR (immunolabelling of Cleared Tannic Roots). 
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Figure 34 : Racines mycorhizées de Riparia et transparisées (CTR complet + fin iDISCO+) avec étape d’incubation 
au KOH avant dépigmentation. Lumière transmise (A), immunomarquage avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac 
secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm – 669nm) en projection maximale (B). Acquisition au 
microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, objectif x16, immersion 100% glycérol, compensation de 
l’excitation lasez en z). vésicule (v), flèche indiquant le cylindre central. 
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Figure 35 : Vue x,z de tronçon racinaire (A), immunomarquage à proximité des arbuscules visible sur toute l’épaisseur de la racine (z= 300µm). Schéma de synthèse de 
l’optimisation du protocole (B), frise des étapes détaillées du protocole de transparisation de racines tanniques compatible avec l’immunomarquage (iCTR) (C). 
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On notera plusieurs limites à ce PT qu’il sera nécessaire de corriger par la suite. Pour cause, on 

constate des inhomogénéités de marquage WGA sur la longueur de la racine, auparavant prises pour 

une absence de structure fongique en raison du manque de transparence (Figure 36, A, B et C). Etant 

donné que cette observation ne concerne pas l’immunomarquage (Figure 36, A), il sera conseillé 

d’augmenter le temps de marquage au WGA-Alexa488 afin d’en assurer la bonne pénétration au sein 

du tissu. De plus, l’observation doit être réalisée très rapidement après le passage en DBE (le protocole 

iDISCO initial préconise un temps d’incubation de 2h), car on constate une perte de transparisation 

sûrement liée à dégradation, ou tout du moins à l’oxydation du tissu (bruit très semblable à celui 

observé en Figure 33, page 66, dû au premier traitement KOH), plus particulièrement localisé au niveau 

de l’épiderme du tissu racinaire (Figure 36, D). 
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Figure 36 : Racines 
mycorhizées de 
Riparia transparisées 
(iCTR). 
Immunomarquage 
avec un Ac primaire 
anti-VvPT4, Ac 
secondaire couplé à 
l’Alexa633 (λex 
638nm, λem 643nm – 
669nm) selon 
protocole iDISCO+ et 
structures fongiques 
contre-marquées au 
WGA-Alexa488 (λex 
488nm, λem 509nm - 
557nm). Signaux 
fluorescents en 
projection maximale, 
acquisition en mode 
séquentiel (A). 
Observation le 
lendemain de la 
dernière étape de 
transparisation (J+1 : 
A, B et C) et à J+3 
(D). Acquisition au 
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II.3.5. Impact de la condition P sur l’expression de VvPT4 

Afin d’appréhender l’effet du P sur la localisation tissulaire de VvPT4 en condition mycorhizés, des 

racines de Riparia soumises à différentes concentrations en NH4H2PO4 (§II.2.2_ culture des plantes) ont 

été immunomarquées sur coupes (Figure 37) et également après transparisation (Figure 38). 

La condition 0,01mM de NH4H2PO4 appliquée dans la solution nutritive Hoagland (§II.2.2) 

correspond à une concentration 10 fois inférieure à notre condition basale de culture sans traitement 

particulier ([NH4H2PO4] = 0,1mM) lors de la mise au point de l’immunomarquage sur racine de vigne 

(§II.3.4). Dans cette condition P, on retrouve l’immunomarquage au niveau de membrane plasmique 

des cellules NM et en périphérie des arbuscules matures, au niveau de la membrane périarbusculaire 

(Figure 36). Dans la condition 2mM de NH4H2PO4, soit 20 fois supérieure à la condition basale, on ne 

note pas de différence concernant le marquage membranaire des racines NM, mais le marquage 

semble nettement impacté en condition M. L’élévation forte de la concentration en P induit une 

dégénérescence arbusculaire plus importante (Smith et al., 2011) qui concerne la grande majorité des 

arbuscules dans notre condition 2mM, allant jusqu’à rendre très difficile l’observation d’arbuscule 

mature. Lorsque la dégénérescence arbusculaire est avancée et que l’arbuscule est totalement 

collapsé (ac) le contre-marquage de la chitine est très affaibli, et l’immunomarquage est complètement 

absent. Lorsque l’arbuscule entame sa dégénérescence, l’immunomarquage n’est plus homogène, il 

semble cloisonné laissant suggérer une relocalisation et/ou recyclage du transporteur concerné de la 

membrane périarbusculaire au cours de ce processus. De plus, les rares arbuscules matures observés 

dans cette condition ne semblent pas remplir le volume de la cellule et bien que le marquage de la 

chitine soit bien présent, l’immunomarquage quant à lui en est totalement absent. De plus on notera 

qu’aucune différence de structure ni de marquage n’a été relevé au niveau des vésicules du 

champignon et que la quantité de granules d’amidon semble bien moindre en condition 2mM P, 

comparée à la condition 0,01mM autant pour les NM que pour les M. 
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Figure 37 : Coupes longitudinales de racines mycorhizées de Riparia (100µm), cultivées dans différentes conditions 
phosphatées. Immunomarquage avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, 
λem 643nm – 669nm) et structures fongiques contre-marquées au WGA-Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm). 
Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, condition NM objectif x20, M 0,01mMP objectif 
x63 immersion à huile, M 2mMP objectif x40 immersion à huile), en mode séquentiel, images non traitées. arbuscule 

mature (am), arbuscule dégénérescent (ad), arbuscule collapsé (ac), membrane plasmique (mp), hyphe (h), noyau 

(n). 
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Figure 38 : racines 
mycorhizées de 
Riparia et 
transparisées 
(iCTR), cultivées 
dans différentes 
conditions 
phosphatées 
(0,01mM et 2mM P). 
Immunomarquage 
avec un Ac primaire 
anti-VvPT4, Ac 
secondaire couplé à 
l’Alexa633 (λex 
638nm, λem 643nm 
– 669nm) et 
structures fongiques 
contre-marquées au 
WGA-Alexa488 
(λex 488nm, λem 
509nm - 557nm). 
Acquisition au 
microscope confocal 
à fluorescence laser 
(Leica SP8, x16 à 
immersion glycérol 
100%), acquisition 
en mode séquentiel, 
images non traitées. 
Superposition des 
deux signaux 
fluorescents. 
arbuscule mature 

(am), arbuscule 

dégénérescent (ad), 

arbuscule immature 

(aim), hyphe (h). 
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Sur racines transparisées, les arbuscules collapsés précédemment décrits sur coupes de racines de 

vigne ne sont pas visibles. Cela peut être dû au fait que la transparisation en ClearSeeAlpha éteint les 

signaux fluorescents faibles (d’autofluorescence et de WGA aspécifique). Néanmoins les structures 

fongiques viables sont très bien marquées et on peut voir des différences notables concernant 

l’immunomarquage dans les différentes conditions de traitement P. Comme vue sur coupes, pour la 

condition 0,01mM, l’immunomarquage est homogène au niveau de la membrane périarbusculaire des 

branches fines de l’arbuscule mature et de manière encore lâche en contact avec l’arbuscule immature 

(aim, Figure 38, colonne gauche). Pour la condition 2mM, les branches des arbuscules semblent moins 

fines et moins bien définies en WGA, l’immunomarquage n’est pas homogène, il ne correspond plus à 

des branches fines d’arbuscules mature mais correspondrait aux arbuscules dégénérescents observés 

sur coupes. Sur racines transparisées NM (Figure 39), le même marquage de VvPT4 que sur coupe, au 

niveau de la membrane plasmique, est présent. Il est moins bien défini, en raison d’un moins grand 

grossissement (limité par la distance de travail des objectifs), et par l’acquisition en profondeur dans 

le tissu. On notera tout de même une bonne qualité d’image puisque celles-ci ne sont pas traitées. Par 

ailleurs, la transparisation a considérablement diminué l’autofluorescence dans le vert et l’aspécificité 

du WGA Alexa488 constaté sur coupe. Des racines contrôles de chaque conditions ont été marquées 

sans Ac Iaire (Figure 40), et dans ce cas aucune aspécificité de l’Ac IIaire n’est relevée. 
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Figure 39 : Racines de Riparia non - mycorhizées et transparisées (iCTR), cultivées dans différentes conditions 
phosphatées. NM 0,01P (A), NM 2P (B). Immunomarquage avec un Ac primaire anti-VvPT4, Ac secondaire couplé 
à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm – 669nm) et structures fongiques contre-marquées au WGA-Alexa488 (λex 
488nm, λem 509nm - 557nm). Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x16 à immersion 
glycérol 100%), acquisition en mode séquentiel, images non traitées. Superposition des deux signaux fluorescents. 

Figure 40 : Racines mycorhizées de Riparia puis transparisées (iCTR). Immunomarquage sans Ac primaire, Ac 
secondaire couplé à l’Alexa633 (λex 638nm, λem 643nm – 669nm) et structures fongiques contre-marquées au WGA-

Alexa488 (λex 488nm, λem 509nm - 557nm). Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x16 
à immersion glycérol 100%), en mode séquentiel, images non traitées. Superposition des deux signaux fluorescents. 
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II.4. Microscopie électronique à transmission 

II.4.1. Micromorphologie sur racine de Riparia en condition P 

Afin de préparer l’immunomarquage, des observations en microstructures (imprégnation en résine 

hydrophobes) sont réalisées. En effet, dans ce type de préparation l’ensemble des composants 

tissulaires, et notamment les membranes, sont mieux conservés que par les résines hydrophiles 

utilisées pour l’immunomarquage. Il était donc pertinent d’observer l’ultrastructure dans nos 

différentes conditions afin de pouvoir mieux identifier la localisation exacte de l’immunomarquage par 

la suite. 

• Préparation des échantillons 

Les plants de Riparia ont été cultivés comme précédemment décrit (§II.2.2.), c’est-à-dire en 

différentes conditions de concentrations P. Comme pour la section II.3. dans son intégralité, les 4 

conditions imagées sont M, NM, 0,01mM et 2mM [NH4H2PO4]. Seules quelques micrographes sont 

présentés ici, les NM ne sont pas montrés. 

Les fragments racinaires de 1à 3mm fraichement récoltés sont tout d’abord fixés dans une solution 

de glutaraldéhyde 2,5%, paraformaldéhyde 4% dans tampon phosphate 0,1M, pH 7,2 (tampon P), 1h 

à 4°C puis la solution est changée et l’incubation se poursuit sur la nuit à 4°C. Le lendemain, les 

échantillons sont rincés 3 fois à 4°C avec du tampon P et incubés 2h dans une solution d’oxyde 

d’osmium (OsO4) à 1% dilué dans du tampon PO4
- à 4°C. Ensuite les échantillons sont rincés 5x5min à 

l’eau ultrapure puis déshydratés dans des bains successifs d’éthanol (30%, 50%, 70%), puis placés dans 

un automate micro-ondes pour la suite du protocole (AMW, Leica). Ici, la déshydratation à l’éthanol se 

poursuit (3x95%, 3x100%) et l’imprégnation en résine Epon est réalisée (3x acétone 100% ; 

successivement 1/3, 1/1 et 3/1 Epon/acetone ; puis 3x100% Epon). La résine est ensuite polymérisée 

à 60°C. (Etape réalisée par Laure Avoscan) 

Les coupes de 90nm ont été réalisées à l’ultramicrotome (Leica), puis contrastées à T°C ambiante : 

Uranyless (Delta microscopies) 5min, rinçage 3x 3min à l’eau ultrapure, Acétate de plomb (Delta 

microscopies) 1min et rincées de la même manière. (Etape réalisée par Joël Michel). 
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• Résultats 

Grâce à cette technique de fixation et d’imprégnation, nous pouvons distinctement discerner les 

différentes structures au sein de la cellule végétale. Bien que toutes les grilles n’ont pu être encore 

observées, on retrouve ici les tendances observées en transparisation : il y a très peu d’arbuscules 

matures (am) dans la condition 2mM P (Figure 41, B), alors qu’ils sont bien présents en 0,01mM (Figure 

41, A). De plus, sur arbuscules matures, la membrane périarbusculaire (mpa) est à proximité des 

branches fines de l’arbuscule et est très bien organisée, délimitant nettement l’espace périarbusculaire 

(epa). Alors qu’elle apparait un peu désorganisée au niveau de l’arbuscule dégénérescent (ad) et très 

éloignée, avec très peu de replis, et ainsi plus semblable à une membrane plasmique classique lorsque 

l’arbuscule est totalement collapsé (ac). Ces similitudes suggèrent que VvPT4, immunomarqué par 

fluorescence, est sûrement un transporteur membranaire. Pour le confirmer, nous avons initié 

l’optimisation du l’immunomarquage avec un Ac IIaire couplé à l’or.  

Figure 41 : Micrographes de racine de Riparia mycorhizée en condition P 0,01mM (A) et 2mM (B). Acquisition au microscope 
électronique à transmission (HT7800, Hitachi). arbuscule mature (am), uniquement visible dans cette condition P 0,01mM. 
branche (b), amidon (starch, s), hyphe intercellulaire (h), tronc (t), arbuscule dégénérescent (ad), arbuscule collapsé (ac), paroi 
végétale (pv), paroi fongique (pf), espace périarbusculaire (epa), membrane périarbusculaire (mpa). 
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II.4.2. Prémices d’immunomarquages 

• Préparation des échantillons 

Les plants de Riparia ont été cultivés comme précédemment décrit (II.2.2), c’est-à-dire en 

différente condition de P. Comme pour la section II.3. dans son intégralité, les 4 conditions imagées 

sont M, NM, 0,01mM et 2mM [NH4H2PO4]. 

Des fragments de racines de moins de 3mm sont prélevés du système racine, cryoprotégés par de 

l’hexadecène et tout de suite cryofixés par congélation à haute pression (High Pressure Freezing, HPF, 

Leica HPM100) _ Nota bene : Cette technique de fixation n’a pas encore été testée sur racine de vigne 

et semble prometteuse (McDonald et Auer, 2006). Les échantillons sont ensuite placés dans un 

automate de cryosubstitution (Leica EM AFS2) pour être tout d’abord incubés dans une solution 

d’uranil acétate 0,2% dans de l’acétone anhydre à -90°C pendant 96h. La température est remontée à 

-80°C de manière progressive en 2h. De la même manière, le lendemain, la T°C est remontée jusqu’à -

50°C en 6h et maintenue à -50°C pendant 24h. Ensuite les échantillons sont rincés pendant 24h dans 

de l’acétone pure, puis graduellement imprégnés par des dilutions de Lowicryl HM20 dans de l’acétone 

(10%, 25%, 50%, 75%, 90%, et 4x 100%) sur 3 jours. La polymérisation est réalisée à la lumière du jour 

à T°C ambiante. (Etape supervisée par Laure Avoscan). 

Les coupes de 90nm sont réalisées à l’ultramicrotome (Leica). Une fois déposées sur grilles de 

Nickel, pourvues d’un film collodion, elles sont hydratées en PBS pendant 30min et bloquées en PBST-

glycine 50mM 30min. Après trois rinçages de de 5min et une incubation de 30min, elles sont incubées 

dans une solution d’Ac Iaire anti-VvPT4 (différentes dilutions en PBST-ASB 1% testées). Le lendemain, 

elles sont rincées 5x 5min en PBST-ASB1% et incubé dans l’Ac IIaire (chèvre anti-lapin couplé à une bille 

d’or de 25nm) dilué à 1/25 dans du PBST-ASB 1%pendant 1h à T°C ambiante. Les étapes de rinçages 

de 5min sont réitérées en PBST-ASB 1% et en eau ultrapure successivement, puis séchées à l’air libre. 

Les grilles sont ensuite contrastées par un bain d’Uranyless (Delta microscopies) 5min, rincées  3x 3min 

à l’eau ultrapure et séchées avant observation. 

• Résultats 

Comme annoncé, on peut voir sur les micrographes de la Figure 42 que les membranes sont moins 

bien conservées que précédemment. L’immunomarquage semble convenir pour une dilution d’Ac Iaire 

1/500 mais la HPF ne semble pas convenir comme méthode de fixation pour ces racines (observation 

confirmée par une expérimentation d’imprégnation en résine Spurr (pour obtenir l’ultrastructure) de 

racines préalablement fixées en HPF qui n’a pas fonctionnée). En effet, contrairement à des racines 

fines d’Arabidopsis thaliana qui sont compatibles avec cette approche, l’intégrité du tissu racinaire de 
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vigne est compromise (ex. échantillons écrasés dans les blocs de résine, tissu qui présente de 

nombreux trous à la coupe). Pour dépasser cette limite, nous prévoyons une fixation conventionnelle 

(c’est-à-dire chimique) et une imprégnation LR white, déjà décrites dans la littérature sur vigne (Wang 

et al., 2016). 

 

  

Figure 42 : Micrographes de racine de 
Riparia en condition P 0,01mM, M (A) et NM 
(C) et en condition P 2mM M (B). Acquisition 
au microscope électronique à transmission 
(HT7800, Hitachi). arbuscule mature (am), 
uniquement visible dans cette condition P 
0,01mM. branche (b), paroi végétale (pv), 
espace périarbusculaire (epa), pointe noire 
bille d’or (25nm) correspondant à 
l’immunomarquage de VvPT4. 
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II.5 Perspectives 

Le développement de l’immunomarquage sur racine mycorhizée de vigne transparisée ouvre 

beaucoup de perspectives, puisqu’elle vient compléter des approches 2D résolutives (microscopie 

photonique à haute résolution) ou très résolutives (ME), en apportant une approche résolutive en trois 

dimensions. Aussi, dans le contexte particulier de la SMA, on peut constater que les tissus tanniques 

sont très souvent un obstacle à l’observation en microscopie optique et que même les approches de 

ME peuvent être très laborieuses au regard de la résistance aux traitements (ex. fixation, 

imprégnation) du tissu racinaire de plantes d’intérêt agronomique comme la vigne.  

Par ailleurs, la transparisation permettrait d’étudier un aspect non encore décrit dans la littérature, 

qui concerne l’impact des cycles végétatifs sur la répartition et l’activité du CMA. De plus, au vu de la 

pléthore de protéines impliquées et/ou régulées dans la SMA, cette approche permet d’observer des 

tendances générales selon les conditions, avant de cibler des organes, des tissus ou encore des types 

cellulaires particuliers lors d’approche à très haute résolution. Cependant, il est important de noter 

que les racines analysées ici, sont relativement jeunes (quelques mois) et qu’il sera nécessaire de 

poursuivre l’optimisation sur des racines issues de vignoble.  

Une fois validé, cet immunomarquage fera l’objet d’un développement en corrélative entre le 

microscope confocal et le MET. Cette approche pourrait nous permettre de localiser très précisément 

VvPT4 au niveau subcellulaire et ainsi d’en parfaire la description. Il reste néanmoins primordial, dans 

l’objectif d’une publication, que nous ayons optimisé l’extraction des protéines membranaires sur 

racines de vigne, afin de confirmer en Western Blot à la fois la présence de VvPT4 dans nos tissus et la 

spécificité de notre Ac. Par ailleurs, en couplant cet immunomarquage à notre projet d’analyser en 

microscopie électronique à transmission (MET) les racines transparisées, nous pourrons très 

certainement évaluer l’impact de la transparisation sur notre immunomarquage de protéines 

membranaires, et ainsi nous permettre d’anticiper au mieux les futures expérimentations avec 

d’autres Ac Iaire non encore caractérisés.  
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Chapitre III : Approches microspectrométriques des 

lipides symbiotiques 

 

III.1. Introduction : le carbone dans la symbiose mycorhizienne 

A l’échelle de la planète, les transferts de carbone (C) des plantes au CM, s’élèverait jusqu’à 5 

milliards de tonnes de C par an (Bago et al., 2000). Par ailleurs il a été montré que les plantes 

mycorhiziennes alloues plus de C au CMA lorsque la concentration en P disponible est faible (Andrino 

et al., 2021). Ces études plutôt générales, révèlent la relation étroite entre les mécanismes d’échange 

de P et de C lors de la symbiose mycorhizienne à arbuscules.  

II.1.1. Les sucres 

Les sucres ont longtemps été considérés comme la principale forme de transport de carbone vers 

les champignons mycorhiziens. De manière générale, les plantes transportent le C fixé via la 

photosynthèse sous la forme de saccharose par le phloème jusqu’au système racinaire où il y est 

déchargé avant d’être transporté dans les tissus. Au niveau des organes puits, le saccharose est clivé 

en hexoses par les invertases des plantes (Wipf et al., 2019).  

En condition de mycorhization, les plantes redirigent entre 4 et 20% des photosynthétats produits 

vers les racines pour les CMA, ce qui représente un puit majeur pour la plante (Tomè et al., 2016). Par 

ailleurs, aucun gène codant pour des enzymes de clivage du saccharose n’a encore été identifié dans 

les génomes des CMA. Ceci implique que le saccharose alloué doit être hydrolysé en hexoses par la 

plante. Aussi, plusieurs gènes codant pour des invertases (apoplastiques, vacuolaires et 

cytoplasmiques) sont régulés à la hausse en conditions de mycorhization (Salmeron-Santiago et al., 

2021). De même, l’expression des transporteurs de sucres est régulée en condition mycorhizée ; on 

peut par exemple citer certains SUT (SUcrose Transporters, impliqués dans le transport à longue 

distance du saccharose dans la plante), MST (MonoSaccharide Transporter, mobilisé dans les organes 

puits) ou encore certains SWEET (Sugars Will Eventually be Exported Transporter (Kryukov et al., 

2021)). Ces transporteurs SWEET pourraient être à l’origine de l’efflux de sucre au niveau de le 

membrane périarbusculaire et de sa régulation, et pourrait donc avoir un rôle clé dans le maintien de 

la colonisation racinaire (Salmeron-Santiago et al., 2021).

Pour résumer, et de manière générale (Figure 42), en amont de la membrane périarbusculaire, les 

SUT et les SWEET permettent l’allocation de saccharose jusqu’aux cellules corticales arbusculées. Dans 

le cytoplasme, le saccharose peut (i) être dégradée en hexoses (par les saccharose synthases, 

invertases cytoplasmiques et vacuolaires) qui seront transportés dans l’espace périarbusculaire par les 
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MST ou les SWEET de la MPA ; ou (ii) être transporté à l’espace périarbusculaire via les SWEET de la 

MPA. Un fois dans l’espace périarbusculaire le saccharose peut (i) être hydrolysé (par les invertases 

apoplastiques), générant des hexoses disponibles pour le CMA, ou (ii) être réimporté via des SUT de la 

MPA vers le cytoplasme de la cellule végétale (Figure 42). Cette réimportation peut également 

concernée les hexoses via les MST, suggérant un contrôle particulier de l’allocation du C au CMA par 

la plante. On notera ici le rôle clé de la concentration de saccharose des différents compartiments dans 

la régulation passive de l’efflux de C au champignon de par les caractéristiques même des 

transporteurs SWEETs (uniport passif, Kryukov et al., 2021). Bien que le transportome précis impliqué 

dans l'efflux symbiotique des cellules hôtes vers l'apoplaste mycorhizien reste inconnu (Salmeron-

Santiago et al., 2021; Wipf et al., 2019), les données de RNAseq suggèrent que la plante contrôle 

drastiquement l’allocation des sucres au CMA (Calabrese et al., 2019) et le maintien de la symbiose 

par ce biais (Salmeron-Santiago et al., 2021). 

Du côté du CMA, plusieurs transporteurs de glucides ont été identifiés (Ait Lahmidi et al., 2016; 

Calabrese et al., 2019; Helber et al., 2011). Parmi eux, RiMST2 est un transporteur de monosaccharides 

exprimé au niveau de l’arbuscule et des hyphes intraradicaux, induit en condition de mycorhization. Il 

est le candidat idéal dans le rôle du transporteur d’hexose au travers de la membrane plasmique 

fongique, bien que l’identification et la caractérisation des transporteurs MST des CMA est toujours en 

cours aujourd’hui.  
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Figure 43 : Schéma simplifié des voies d’allocation du carbone au CMA (Adapté de Salmeron-Santiago et al., 2022 ; Wipf et al., 2019) 
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II.1.2. Les lipides 

En plus des sucres, la plante hôte fournit également du C au CMA sous forme d'acides gras (Ag). 

Chez les plantes, la biosynthèse des Ag de novo a lieu dans les plastes et nécessite l'activité d'un 

complexe d'acides gras synthétase (FAS 1). Les génomes des CMA caractérisés jusqu’à présents ne 

possèdent pas les gènes codant pour FAS 1 (R. irregularis (Wewer et al., 2014), Gigaspora rosea (Tang 

et al., 2016), R. clarus (Kobayashi et al., 2018)) (Keymer et Gutjahr, 2018), alors que très conservés chez 

les eucaryotes, aussi bien chez les champignons que chez les animaux pour la synthèse des Ag en C16:0 

et en C18:0 (Salmeron-Santiago et al., 2021). Il a été montré que R. irregularis ne peut pas synthétiser 

les Ag de novo à partir de sucres (Jiang et al., 2017) et que les Ag transférés au CMA sont de type C16:0 

(Keymer et al., 2017). De plus, les CMAs possèdent les gènes codants pour les protéines nécessaires à 

la modification des Ag (dégradation et élongation ; Wewer, 2014), et la présence des produits de ces 

réactions a été confirmé (Kameoka et Gutjahr, 2022). Les CMA sont donc dépendants de la plante pour 

la synthèse d’Ag, ce qui représente la raison la plus probable à la biotrophie obligatoire de ces 

organismes. Pour cause, les CMA sont très dépendants des Ag puisqu’ils stockent entre 40 et 60% du 

C sous forme de triacylglycéroles (TAG), formant des gouttelettes lipidiques dans les hyphes, les 

vésicules et les spores (Bago et al., 2000; Wewer et al., 2014). Par ailleurs, les besoins en lipides lors 

de l’établissement de la symbiose, notamment au niveau de cellules arbusculées, pour les deux 

partenaires, sont très importants. En effet, les lipides sont nécessaires aussi bien pour générer la MPA 

(par exocytose, (Harrison et Ivanov, 2017)), que pour générer la membrane fungique qui se développe 

pour former l’arbuscule. Les surfaces d’échange sont considérablement grandes au vu des très 

nombreuses ramifications observées en MET (Ivanov et al., 2019; Roth et al., 2019), et la composition 

lipidique de la MPA semble varier en fonction des stades de développement arbusculaire (Ivanov et 

al., 2019).  

La mise en place, au cours de l’évolution, d’une voie de biosynthèse des lipides spécifiques aux 

plantes mycorhiziennes a été appuyée par le fait que 12 gènes liés à la biosynthèse lipidique sont 

exclusivement présents dans les génomes des plantes mycorhiziennes (Bravo et al., 2016). Parmi ces 

gènes, on trouve celui codant pour la thiostérase FatM, dont le rôle est de libérer les Ag en C16:0 de 

la voie d’élongation des Ag. Une fois en dehors du plaste l’Ag 16:0 est couplé au coenzymeA (CoA) et 

est transformé sous l’action de la glycerol-3-phosphate acyl transférase RAM2 (localisée dans le 

réticulum endoplasmique (MacLean et al., 2017; Rich et al., 2017)) en βmonoacylglycérol (βMAG) 16:0. 

Ce composé peut être exporté à travers la membrane périarbusculaire par les transporteurs semi-ABC 

STR et STR2 (Figure 42). Chez les bryophytes, les homologues de STR2 et RAM2 sont présents et a priori 

fonctionnels (Rich et al., 2021), démontrant ainsi que la voie de biosynthèse d’Ag chez les plantes 

mycorhiziennes est contrôlée par des mécanismes communs au travers des divergences évolutives.  
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Chez les mutants fatm et ram2, pour lesquels la biosynthèse des C16:0 n’est pas aboutie, les 

arbuscules ne se forment pas correctement, la colonisation racinaire est réduite, le CMA ne forme plus 

de vésicules et finit par mourir (pour revue voir Kameoka et Gutjahr, 2022). Ces résultats confirment 

l’auxotrophie des CMA vis à vis des Ag. Lorsque les gènes codant pour STR et STR2 sont mutés, le 

développement arbusculaire est là aussi très négativement impacté, le transfert de lipides au CMA est 

inhibé et du βMAG est accumulé au niveau des cellules arbusculées. Toutefois, dans ces mutants str et 

str2, le champignon survit et l’activité de transport, ainsi que la spécificité du substrat de STR et STR2 

n’ont pas encore été démontrés, laissant suggérer que d’autres transporteurs, d’autres précurseurs 

lipidiques ou encore d’autre mode de transfert de lipides sont impliqués dans l’allocation du C au CMA. 

Pour cause, de manière générale, des études au niveau génétique et biochimique ont suggérées que 

chez les plantes, les composés hydrophobes sont sécrétés par des vésicules exocytées ou via des 

transporteurs ABCG (sous classe des transporteur de la famille ABC, dont font partie les STR) et que les 

deux voies pourraient s’établir de manière coordonnées (Ichino et Yazaki, 2022). 

Par ailleurs, de nombreuses vésicules, ainsi que des protrusions de la MPA ont été observées dans 

l’espace périarbusculaire en MET classique et en tomographie (Ivanov et al., 2019; Roth et al., 2019). 

Il n’est pas impossible que ces vésicules extracellulaires soient impliquées dans la sécrétion et le 

transport de lipides, puisque des vésicules très similaires morphologiquement ont été décrites comme 

impliquées dans les mécanismes de subérisation du cadre de Caspari (De Bellis et al., 2022). Aussi, les 

protrusions membranaires interconnectées de la MPA pourraient correspondre à des 

bourgeonnements de vésicules (Rilla, 2021) ou participer à l’organisation spatiale des nombreuses 

protéines de transport au niveau de la MPA (Roth et al., 2019). Mais ces dernières hypothèses restent 

à confirmer, et les rôles des protéines STR dans ce caractère phénotypique à étudier.  

Les mécanismes d’import de lipides du CMA, depuis l’EPA au travers de sa membrane plasmique 

sont inconnus. Il a été confirmé par marquage isotopique que les deux produits de l’hydrolyse du 

βMAG (le glycérol et l’Ag en C12, C16 C14) peuvent être importer à l’intérieur du CMA (Luginbuehl et 

al., 2021). Toutefois, les mécanismes en jeu dans ce transport, ainsi que l’import ou non du βMAG lui-

même ne sont pas déterminés. Des gènes ont été identifiés dans le génome de R. irregularis comme 

des homologues de transporteurs d’Ag (en C14, C16 et C18 exogènes) membranaires décrits chez la 

levure. RiFAT1 et 2 sont surexprimés dans le mycélium intra racinaire et leur expression hétérologue 

en levure augmente l’import d’Ag en C14, C16 et de βMAG. Bien que ces résultats en fassent des 

candidats prometteurs pour le transport de lipide dans le CMA, l’activité de ces transporteurs reste à 

caractériser (Brands et Dörmann, 2022).  
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II.1.3. L’interconnexion entre le P et le C 

Le statut P de la plante pourrait avoir un rôle important dans l’allocation de sucres au CMA de part 

(i) la dépendance au P de certaines enzymes impliquées dans la biosynthèse du saccharose, (ii) 

l’expression variable de certains SUT selon la condition en P, (iii) l’amélioration de la colonisation 

racinaire lors de la surexpression d’un transporteur SUT (SUT1) par transformation génique en 

condition de P élevée. Ces résultats suggèrent que l’approvisionnement en C sous forme de sucres au 

CMA, finement régulée par la plante, varie en fonction de la concentration en P du milieu. Mais des 

recherches supplémentaires sont nécessaire afin d’élucider le rôle exact du P dans ces transferts de C 

(pour revue voir Salmeron-Santiago et al., 2021). 

L’influence de la disponibilité du Pi sur les protéines végétales qui dirigent les flux de lipides dans 

les arbuscules n'a pas encore été étudiée. Néanmoins, une étude montre que l’expression de STR et 

STR2, a été réprimée par des concentrations élevées de Pi chez le pétunia (Nouri et al., 2021), mais pas 

chez le peuplier (Calabrese et al., 2019). Ces résultats suggèrent que selon l'approvisionnement en Pi, 

le symbiote peut être rationné en lipides, tout du moins chez les végétaux annuels. De plus, chez le 

lotier, LjPT4 et RAM2 sont sous le contrôle du même promoteur (CBX1), tout comme MtPT4 et STR 

(WRI5). Ces données suggèrent que la voie de biosynthèse des lipides des plantes mycorhizienne et la 

voie mycorhizienne d’absorption du phosphate sont intimement liées. Par ailleurs, il a été prouvé que 

l’expression de RiMST2 n’était pas dépendante de la concentration en Pi (Calabrese et al., 2019). 

III.2. Lipides en microscopie  

En microscopie à fluorescence le marqueur lipophile le plus communément utilisé est le rouge de 

Nile, qui a une affinité pour les lipides. Il a notamment été utilisé sur racine mycorhizée d’Oriza sativa 

(Kobae et al., 2014), Solanum lycopersicum (Feng et al., 2020), Marchantia paleacea (Rich et al., 2021), 

M. truncatula (Luginbuehl et al., 2021), mais les données sont pour l’instant manquantes sur vigne 

mycorhizée.  

III.2.1. Microscopie optique 

Les racines de M. truncatula mycorhizées (§I.4.1_ culture de la plante modèle) et de Riparia 

(§II.2.2_culture des plantes) sont fixées, enrobées en Agarose comme précédemment 

(§II.3.3_immunomarquage sur coupes) et coupées au vibratome à 40µm d’épaisseur. Les coupes sont 

ensuite marquées au Rouge Nile dilué dans l’eau à 1µg/mL (stock à 5mg/mL DMSO) pendant 30min à 

T°C ambiante avec agitation (50rpm). Les échantillons sont ensuite abondamment rincés à l’eau, 

montés en glycérol 100% entre lame et lamelle puis observés au microscope confocal. 
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En condition NM, le marquage se localise à proximité immédiate de la MP au niveau d’inclusions 

cytoplasmiques et autour du noyau (Figure 44). On notera la présence de grosses gouttelettes dense 

aux photons dans certaines cellules corticales, qui ne répondent pas au marquage au Rouge de Nile 

(Figure 44, B (g)). 

 

  

Figure 44 : Coupe de racine non-mycorhizée de Riparia (40µm) marquée au rouge de Nile (λex 552nm, λem 
570nm - 623nm A et B). noyau (n), gouttelette (g), amidon (starch, s), membrane plasmique (mp). Acquisition 
au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x63 à immersion huile), images non traitées.  
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En condition M, quelque soit la condition P (0,01mM Figure 45, 2mM Figure 46), on remarque très 

peu de gouttelette lipidique autour des arbuscules matures (am) (Figures 45 et 46, A), aucune lorsque 

l’arbuscule est totalement collapsé (ac) (Figure 45, B), et de nombreuses gouttelettes lorsque 

l’arbuscule est dégénérescent (ad) (Figures 45, B et C, Figure 46, A).  

Figure 45 : Coupes de racine mycorhizées de Riparia (40µm), condition 0,01mM P, marquées au 

rouge de Nile (λex 552nm, λem 570nm - 623nm A et B). amidon (starch, s), arbuscule mature (am), 

abruscule collapsé (ac), arbuscule dégénérescent (ad), vésicule (v), hyphe (h). Acquisition au 
microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x63 à immersion huile), images non traitées. 
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Figure 46 : Coupes de racine mycorhizées de Riparia (40µm), condition 2mM P, marquées au rouge de Nile (λex 
552nm, λem 570nm - 623nm A et B). amidon (starch, s), arbuscule mature (am), arbuscule dégénérescent (ad), 

vésicule (v), hyphe (h). Acquisition au microscope confocal à fluorescence laser (Leica SP8, x63 à immersion 
huile), images non traitées. 
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En ce qui concerne les hyphes, ils répondent très fortement au marquage et les vésicules semblent 

plus ou moins marquées selon leur morphologie. Ces résultats sont cohérents avec la littérature citée 

précédemment et les observations réalisées plante contrôle M. truncatula (Figure 47). On notera tout 

de même des gouttelettes à proximité des granules d’amidon (Figure 45 C, et Figure 46, A). De plus, 

on peut faire l’hypothèse d’une différence concernant les différents traitements P. En effet, les 

branches d’arbuscules matures ont l’air d’être plus sensibles au marquage au rouge de Nile (branches 

distinguables mais pas de gouttelettes visibles) en condition 2mM P (Figure 45, A) qu’en 0,01mM 

(Figure 46, A). Mais cela reste à vérifier. 

 

  

Figure 47 : Coupes de 
racines mycorhizées de 
M. truncatula (40µm), 
marquées au rouge de 

Nile (λex 552nm, λem 
570nm - 623nm A et B). 
arbuscule mature (am), 
arbuscule 
dégénérescent (ad), 
arbuscule collapsé (ac) 
vésicule (v), hyphe (h). 
Acquisition au 
microscope confocal à 
fluorescence laser 
(Leica SP8, x63 à 
immersion huile), 
images non traitées. 
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Le rouge de Nile peut être utilisé en spectrofluorimétrie, afin de doser les lipides polaires (λex 

549nm, λem 628nm) et les lipides neutres (λex 480nm, λem 575nm)(Alonzo et Mayzaud, 1999). Dans 

cette étude (λem 570nm - 623nm), nous avons ciblé les lipides polaires (λex 552nm) afin de ne pas être 

saturé en signal par les triglycérides (lipides neutres) constituants des membranes plasmiques, en 

quantité très importante dans ce type de structure (§III.1.2_lipides). Les longueurs d’onde maximales 

pour ce marqueur sont référencées à λex 515nm et λem 583nm. Nous avons donc fait le compromis de 

rester proche de son maximum d’émission. Bien que dans la littérature ces différentes longueurs 

d’onde excitation/émission référencée en spectrofluorimétrie n’aient pas été utilisés en microscopie 

à fluorescence, il serait intéressant, maintenant que le protocole est validé sur vigne, d’imager au 

microscope confocal avec les lasers 488nm et 552nm respectivement, afin d’observer la répartition 

différente des lipides neutres par rapport aux lipides polaires observés précédemment. On notera 

également que le marqueur AC201 (Avicor, λex 405nm, λem 410nm - 510 nm) a été récemment utilisé 

sur racines mycorhizées de différentes plantes (Montero et Paszkowski, 2022) et que d’autres 

marqueurs fluorescents du même fournisseur ont été testés sur algue et semblent prometteurs 

(Harchouni et al., 2018). 

Par ailleurs, ce type de gouttelette a déjà été observé sur racine de Marchantia paleacea en MET 

(observation fournis par Christophe Roux). Nous avons donc validé nos observations par cette 

méthode.  
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III.2.2. Microscopie électronique à transmission 

  

Figure 48 : Micrographes de racine mycorhizée de Riparia en condition P 0,01mM (A) et 2mM (B). 
Acquisition au microscope électronique à transmission (HT7800, Hitachi). arbuscule mature (am), 
uniquement visible dans cette condition P 0,01mM. branche (b), amidon (starch, s), hyphe intercellulaire 

(h), tronc (t), arbuscule dégénérescent (ad), arbuscule collapsé (ac), paroi végétale (pv), paroi fongique 

(pf), espace périarbusculaire (epa), membrane périarbusculaire (mpa). Les flèches indiquent les 
gouttelettes lipidiques. 
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Les coupes observées en Figure 48 sont issues de la même expérimentation de micromorphologie 

au MET décrite dans le §II.4.1. 

Ces acquisitions confirment les précédentes observations au rouge de Nile. Soit (i) que les 

gouttelettes lipidiques ne se retrouvent que très rarement au niveau des branches des arbuscules 

matures, (ii) qu’il n’y a pas de gouttelettes autour ni à l’intérieur des arbuscules collapsés mais au 

niveau de la membrane qui est, tout du moins on le suppose, entre l’état de membrane plasmique et 

l’état de membrane périarbusculaire, (iii) que des gouttelettes se trouvent en périphérie, coté 

cytoplasme de la plante, des branches arbusculaires en cours de dégénérescence ; (iv) que les vésicules 

du CMA (non montrées) ne sont pas toutes identiques, que certaines sont remplies de grosses 

gouttelettes plutôt dense aux électrons, suggérant une concentration très importante de lipides, et 

d’autres moins denses, présentent une activité métabolique (ex. noyaux, réticulum, mitochondries ; 

comme déjà décrit dans la littérature) et (v) que des gouttelettes lipidiques sont également présentes 

en périphérie du noyau (images non montrées).  

A partir de l’état de l’art (§III.1.), et des observations en microscopie (Figures précédentes), il paraît 

évident que les données sont manquantes concernant l’allocation des lipides aux CMA, aussi bien en 

terme de diversité, qu’en terme de transport et de régulation. Afin d’apporter des nouvelles pistes de 

recherche dans ce domaine d’étude nous avons sélectionné des méthodes de micro-spectrométries 

innovantes sur tissu mycorhizé, pouvant approcher à la fois la composition et la distribution des lipides 

dans ce tissu (CMA et/ou plante hôte). Pour cause, une approche combinée de microspectrométrie 

infra-rouge (IR), de microspectrométrie de masse et d’imagerie en ultraviolet (UV) profond a déjà été 

utilisée pour étudier la dynamique de dégradation de la paroi cellulaire de tige de Zea mays (Leroy et 

al., 2022). Comme la voie de biosynthèse des lipides des plantes mycorhiziennes est conservée au 

travers des différents clades (Figure 43, Marchantia paleacea, M. truncatula, V. riparia), nous avons 

choisis la plante modèle M. truncatula pour ces expérimentations préliminaires.  
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III.3. Microspectrométrie infra rouge  

III.3.1. Intérêt de la méthode 

La microspectrométrie (ou microspectroscopie) IR par transformation de Fourier (Fourier-

Transform InfraRed (FTIR)) permet d’analyser l’absorption du rayonnement infrarouge par les liaisons 

chimiques de l’échantillon, et par extension d’approcher la composition moléculaire de l’échantillon 

(Delfino et al., 2021). Le fait de coupler cette technique de microspectrométrie à la source de 

rayonnement d’un synchrotron permet d’imager à la limite de diffraction et ainsi d’augmenter 

considérablement la résolution comparée à des sources de rayonnement IR classiques (Jamme et al., 

2013). Très peu de publications ont fait l’objet de l’application de cette technique sur tissu végétaux 

différenciés. Cependant, concernant la paroi de tige de Zea Mays, cette technique a été utilisé pour 

montrer une différence de composition chimique entre des tissus ayant subi deux traitements 

différents (Leroy et al., 2022). 

III.3.2. Préparation des échantillons 

Les racines mycorhizées de M. truncatula sont coupées et fixées (paraformaldéhyde 4% dans un 

tampon PO4) à température ambiante pendant 15min. Après lavage avec du tampon PO4, les fragments 

de racines sont placés sur un composé de température de coupe optimale (OCT) à -20°C, sectionnés à 

une épaisseur de 30µm et placés sur des lames spéciales (CaCl2) transparentes aux rayons IR. L'OCT 

résiduel est lavé à l'eau distillée et les lames sont séchées à l'air avant d'être utilisées sur la ligne de 

faisceau SMIS du synchrotron SOLEIL, au microscope Continuum XL (Thermo Scientific) couplé à un 

spectromètre FTIR (Nicolet 5700, Thermo Scientific), sous la supervision de Christophe Sand.  

 



Chapitre III : Approches microspectrométriques des lipides symbiotiques 
 

97 
 

III.3.3. Résultats préliminaires 

Les acquisitions en microscopie IR sur le synchrotron nous ont montré la richesse des structures 

fongiques en lipide, avec des profils différents entre les structures arbusculaires et vésiculaires (Figure 

49). Toutefois, il n'y avait pas de différence visible entre les conditions P et les témoins. De plus, la 

résolution spatiale était sur cet appareil limité à 4µm, ce qui constitue la principale limite de cette 

expérimentation, car incompatible avec la proximité spatiale des partenaires symbiotiques dans notre 

modèle d’étude.  

Toutefois, une analyse statistique multivariée est prévue afin de pouvoir décrire un profil spectral 

pour chaque structure (cellule arbusculée, vésicule et cellule hôte non colonisée). Par la suite, ces 

données pourraient servir d’outil de comparaison (sur des tissus mycorhizés provenant de plante et/ou 

CMA différents), d’outil d’identification (afin de discriminer les structures mycorhiziennes, du tissu non 

colonisé pour cibler ou au contraire écarter les spectres IR correspondant) ou encore d’outil de 

caractérisation (afin d’évaluer les variations de ces données spectrales dans différentes conditions).  

 

Figure 49 : Coupe de racines mycorhizées de M. truncatula. Acquisition infrarouge au continuum XL (ligne 
SMIS synchrotron Soleil). Visualisation de l'autofluorescence des tissus racinaires mycorhizés (A et V, 
excitation 488nm) avant acquisition des spectres IR sur arbuscule (a) délimité par des croix bleues (A). 
Acquisition des spectres IR sur vésicule (v) délimitée par des croix bleues (V).  

 

A 

V 

a 
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III.4. Spectrométrie de masse 

III.4.1. Intérêt de la méthode 

Les progrès réalisés à la fin du 20ème siècle ont placé la technique de spectrométrie de masse par 

temps de vol des ions secondaires (Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry (TOF-SIMS) " la 

seule technique d'imagerie par spectrométrie de masse capable de caractériser la distribution latérale 

des lipides à un niveau cellulaire et subcellulaire " (traduit de Passarelli et Winograd, 2011). En effet, 

cette méthode a prouvé ses capacités analytiques sur les lipides à la fois à l'échelle macro et micro, 

grâce à un faisceau d'ions défocalisé et focalisé. Aussi, la résolution en TOF-SIMS est considérablement 

augmentée par rapport à l’IR (entre 400nm et 2µm selon les caractéristiques de l’échantillon ; Horn et 

Chapman, 2014) et permet de déterminer la composition fine des composés tissulaires et 

particulièrement des lipides (Bich et al., 2013). Sur M. truncatula mycorhizé, cette approche a été 

utilisée non pas en microscopie, mais en spectrométrie conventionnelle pour un étude de 

métabolomique (Laparre et al., 2014).  

III.4.2. Préparation des échantillons 

Les plantes de M. truncatula mycorhizées et non-mycorhizées ont été traitées avec 15mL de 

KH2PO4 1,043mM, ou avec de l'eau distillée (condition contrôle), pendant une semaine avant 

l'échantillonnage. Puis les racines des quatre conditions ont été coupées et enrobées successivement 

pendant 2 heures dans de la carboxyméthylcellulose (CMC) à 0,5%, 1% et 1,5% puis à 2% pendant une 

nuit. Les racines sont moulées dans de la CMC à 2%. Pour durcir les blocs, les moules sont placés 5 min 

dans un bain d'isopentane à -74°C avec un Snapfrost (Leica). Ensuite, les blocs de CMC contenant des 

fragments de racines sont conservés dans de la carboglace. Des sections de 20µm sont réalisées avec 

un cryostat à -22°C. Les sections sont placées sur des lames de verre recouvertes d'oxyde d'indium - 

étain (indium tin oxyde, ITO). Sans lamelle, les lames sont conservées dans la carboglace et sont 

déshydratées sous vide juste avant l'acquisition. 

Les analyses TOF-SIMS ont été réalisées sur un TOF-SIMS IV (IONTOF GmbH) au laboratoire 

d'archéologie moléculaire et structurale (LAMS, CNRS-Université de la Sorbonne, Paris, France). Les 

analyses ont été réalisées en utilisant le mode de focalisation « courant élevé groupé » (high current 

bunched, HCBU), dans lequel les ions primaires sont regroupés en impulsions de moins de 1ns. Il 

permet une haute résolution en masse, et un diamètre de faisceau de 2-3μm, limitant la résolution 

spatiale, mais avec un courant d'ions primaires élevé de 0,4picoAmpère. Le mode de focalisation dit 

"alignement en rafale avec extraction retardée" (burst alignment with delayed extraction, BA + DE) 

offre une meilleure résolution spatiale que le HCBU (la taille du faisceau est de 400nm) et les longues 

impulsions des ions primaires (∼100ns) sont compensées par une extraction retardée (DE) des ions 
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secondaires afin de ne pas perdre la résolution en masse. Toutefois, en plus d’être indisponible lors de 

nos acquisitions, ce mode à une intensité d’ion primaire 5 fois plus faible (0,08 picoAmpère) qu’en 

HCBU ce qui nécessite que les échantillons soient validés auparavant (Bouvier et al., 2021). 

III.4.3. Résultats préliminaires 

Lors de la première acquisition TOF-SIMS à Gif sur Yvette sous la supervision d’Alain Brunelle, nous 

avons rencontrés des difficultés pour reconnaître les structures fongiques sur des sections séchées et 

sous un angle d'observation très restreint imposé par l'instrument (Figure 50). Pour la seconde 

acquisition, lors de la réalisation des coupes en série, une sur deux a été déposée sur lame de verre 

classique et colorée au bleu Trypan. De cette façon, les structures fongiques ont pu être identifiées et 

localisées en microscopie optique classique avant de faire l’acquisition au TOF SIMS (Figure 51).  

 

 

 

 

Figure 50 : Photographie de la zone d’acquisition du TOF-SIMS. On peut voir la 
platine, au-dessus de laquelle s’avance les différents accessoires nécessaires à 
l’acquisition. Le colonne permettant le vol et la détection des ions (flèche 
blanche) occupe tout l’espace à la perpendiculaire de l’échantillon, la caméra est 
obligatoirement inclinée ce qui peut complexifier l’acquisition.  
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Figure 51 : Deux coupes successives de 20µm de la même racine mycorhizée de M. truncatula. Section 
colorée par du bleu Trypan observée au microscope photonique, révélant les structures fongiques d’intérêt 
(x10, A). Section séchée observée par la caméra de l'instrument TOF-SIMS (B). Flèches rouges montrant une 
vésicule d'intérêt. 
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Le courant ionique élevé permet des analyses rapides de la composition des structures fongiques 

dans la racine. Les triglycérides semblent être plus représentés dans les arbuscules que dans les 

vésicules. Alors que les vésicules semblent être remplies de monoacylglycérol, de diacylglycérol et de 

carboxylate d’Ag (Figure 52).  

  

Figure 52 : Micrographes ioniques d’une coupe de racine mycorhizée de M. truncatula. Résolution spatiale 
2 µm, zones analysées 500 µm x 500 µm (256 x 256 pixels). u : rapport m/z spécifique à l'ion, MC : comptes 
maximaux dans un pixel ; TC : comptes totaux dans l'image. 
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L'analyse comparative des micrographes ioniques des quatre conditions va être réalisée 

prochainement. Une fois ces données analysées, nous prévoyons une nouvelle acquisition avec le 

mode de focalisation BA + DE. Pour cause, les micrographes ioniques obtenues lors de notre première 

acquisition, n'étaient pas assez brillants pour être traitées. A la seconde acquisition, même si la qualité 

de la mycorhization et des sections de racines était meilleure, ce mode d'acquisition était hors service.  

  



Chapitre III : Approches microspectrométriques des lipides symbiotiques 
 

103 
 

III.5. Microspectrométrie visible 

III.5.1. Intérêt de la méthode  

L’imagerie par UV profond (Deep Ultraviolet, DUV) a été développée pour l’analyse par 

fluorescence sans marquage. Elle a été utilisée avec succès pour identifier l'organisation des tissus, 

préalablement fixés, chez les animaux (fibres musculaires, (Chagnot et al., 2015)) et chez les plantes 

(vaisseaux conducteurs (Jamme et al., 2013); paroi cellulaire (Beaugrand et al., 2022)) avec une 

résolution de l’ordre du µm. De plus cette technique peut être utilisé sur tissu vivant, notamment pour 

visualiser des gouttelettes lipidiques, et cette fois ci la résolution est de 110nm (Jamme et al., 2020). 

III.5.2. Préparation des échantillons 

Les racines mycorhizées et non mycorhizées de M. truncatula ont été fixés (PFA 4%, DMSO 5% avec 

ou sans glutaraldéhyde 1% dans tu tampon PBS pH 7,4), traités au NH4Cl 50mM dans du PBS pendant 

1h à T°C ambiante puis imprégnées afin de pouvoir être coupées en sections de 20µm et 10µm 

d’épaisseur. Pour l’imprégnation en cire Steedman (polyéthylène glycol distéarate /hexadécanol, 

m/m, 9:1) les racines sont d’abord déshydratées dans des bains successifs d’1h30 d’éthanol dilué en 

PBS (30%, 50%, 70%, 90% et 100%). Ensuite elles sont incubées 1h dans une solution de 50/50 v/v cire 

steedman/ethanol à 37°C, puis placées dans 2 bains d’1h successifs de cire steedman à 37°C. Les blocs 

comprenant 3 racines sont moulés à chaud, et sont pris à T°C ambiante. Les blocks sont ensuite 

démoulés pour être coupés dans le sens longitudinal au cryostat à 0°C. Pour l’imprégnation en agarose, 

les racines sont moulées à chaud dans de l’Agarose low melting 6% (Sigma) et les blocs sont pris à T°C 

ambiante. Après avoir été démoulés les blocs sont copieusement hydratés et coupés au vibratome. 

Les coupes sont ensuite marquées au Diphénylhexatriène (DPH), qui est un marqueur fluorescent 

des lipides neutres (maximum d’excitation 340nm, et d’émission 452nm, (Jamme et al., 2020)) à 

0,2mM dans de l’eau (car y est plus stable qu’en PBS; stock a 2mM en DMSO). Puis les coupes son 

rincées abondamment et montées entre deux lamelles de quartz dans de l’eau.  

On remarquera ici, que l’enrobage et le sectionnement en steedman, bien qu’ayant permis de faire 

des coupes de 20µm et 10µm régulières, ne sont pas retenus. Pour cause, la cire entraine des agrégats 

autofluorescents qui rendent impossible l’observation. En enrobant sans imprégner, les racines 

s’arrachent et ne peuvent plus être coupées. Même en désenrobant (bain successif d’éthanol 5x 100%, 

5x 50% dans de l’eau, puis 2 derniers bains d’eau), il reste toujours de la cire sur les coupes. L’enrobage 

en agarose quant à lui, ne permet pas de faire des coupes de 10µm, les 20µm sont irrégulières et les 

30µm seront préférées bien que l’épaisseur du tissu puisse rendre l’observation spectrosmétrique plus 

approximative. L’agarose n’autofluoresce pas et les morceaux excédentaires provenant de la coupe du 
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bloc peuvent être relativement facilement retiré au pinceau. Les données suivantes sont donc issues 

de coupes de 30µm réalisées en agarose.  

La microscopie DUV a été réalisée sur la ligne de lumière DISCO du synchrotron SOLEIL (Gif-sur-

Yvette, France) sur 2 microscopes tout deux couplés alternativement à la source du synchrotron. 

TELEMOS est un microscope plein champs qui permet de faire de l’imagerie multispectrale (Axio 

Observer Z1 Carl Zeiss GmbH, (Jamme et al., 2013)). La longueur d’onde dans l’UV était fixée à 275nm, 

et au vu de l’épaisseur de nos coupes nous sommes restés à l’objectif x40. Pour l’émission trois filtres 

ont été utilisés : 327nm-353nm afin de détecter les protéines (plus précisément les cycles de la tyrosine 

et du tryptophane), 420nm-460nm pour le DPH, 480nm-550nm pour la lignine. Reconstitution des 

images à l’aide du logiciel Fiji (Schindelin et al., 2012). 

POLYPHEME est un microscope inversé qui permet de réaliser une microspectrométrie de 

fluorescence à balayage (Olympus IX71 modifié, (Jamme et al., 2010)). La longueur d’onde dans l’UV 

été fixée à 280nm, et avec l’objectif x40. Après acquisition, les spectres ont été traités à l'aide du 

logiciel LabSpec 6 (Horiba Scientific) afin de supprimer les pics dû aux artefacts d’acquisition. 
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III.5.3. Résultats préliminaires 

• TELEMOS 

 

A la suite de ces acquisitions (Figure 53), on peut s’apercevoir que le signal correspondant au DPH 

se superpose à celui de la lignine et qu’il n’est pas possible de faire la distinction entre les deux, 

notamment au niveau arbusculaire. De plus, étant donné l’épaisseur des coupes, il n’était pas possible 

d’augmenter le grossissement et d’utiliser l’objectif x100. Toutefois, on remarque que dans la vésicule, 

deux compartiments se distinguent : un en périphérie qui représente le signal des protéines et un plus 

interne, ressemblant à une grosse gouttelette, correspond au signal DPH et au signal lignine 

également. Nous décidons donc d’étudier les spectres afin d’avoir plus d’information concernant les 

profils d’émission en question, bien que la résolution sur POLYPHEME soit inférieure à celle de 

TELEMOS.  

  

Figure 53 : Coupe de racine de M. truncatula (20µm), marquée au DPH. Acquisition au microscope TELEMOS, ligne DISCO 
synchrotron SOLEIL, objectif 40, λex 275nm. 3 filtres d’émission utilisés selon la cible moléculaire : 327nm-353nm pour la 
fluorescence des cycles de la tyrosine et du tryptophane (protéines), 420nm-460nm pour la fluorescence du DPH et 480nm-
550nm pour celle de la lignine. Cylindre central (cc), arbuscule mature (am), vésicule (v). 
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• POLYPHEME 

  

Figure 54 : Coupe de racine de M. truncatula (20µm), marquée au DPH. Acquisition au microspectromètre POLYPHEME, ligne 
DISCO synchrotron SOLEIL, objectif 40, λex 280nm. 3 filtres d’émission utilisés selon la cible moléculaire : 327nm-353nm pour 
la fluorescence des cycles de la tyrosine et du tryptophane (protéines), 420nm-460nm pour la fluorescence du DPH et 480nm-
550nm pour celle de la lignine. NM (A et B), M (C, D, E, F). 

B 

A 

C 

D 

E 
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Etant donné que les traitements statistiques n’ont pas encore été réalisés, sont présentées en 

Figure 54 les données du logiciel Labspec6. La 1ère colonne correspond aux cartes du tissu. Le rouge 

correspond à la fluorescence entre 329nm-351nm (fluorescence des protéines), le vert entre 420nm-

480nm (DPH) et le bleu entre 499nm-529nm (lignine). Un carré représente l’acquisition d’un spectre, 

et l’intensité de couleur est attribuée relativement entre le carré le plus haut et le plus faible (en noir). 

La seconde colonne correspond à l’acquisition vidéo en lumière transmise et la dernière colonne au 

spectre correspondant au point (ou carré) indiqué par le curseur. 

Les lignes A et B concernent les témoins NM. Dans ce cas, on observe très clairement une forte 

autofluorescence du cylindre central, confirmant les précédentes observations sur TELEMOS. En 

condition M (ligne C, D, E et F), la fluorescence des protéines se manifeste de manière beaucoup plus 

intense au niveau des structures symbiotiques par rapport aux cellules non colonisées. De plus, sur les 

lignes C et D, les spectres de deux hyphes différents de la même racine ont été relevés. On peut très 

clairement noter une différence de réponse au DPH, suggérant une variabilité du contenu lipidique à 

l’intérieur des hyphes. De plus, dans les deux cas le signal pour la lignine est très bas. Toutefois, des 

analyses statistiques sont nécessaires pour conclure sur ce point. Concernant l’arbuscule en ligne E, le 

signal du DPH tout comme celui de la lignine sont très faibles. En revanche, pour la vésicule de la ligne 

F, le signal DPH est très fort, et on retrouve même le profil d’émission du marqueur fluorescent avec 

ses 2 pics caractéristiques (Figure 55). 

 

  

Figure 55 : Spectre d’émission 
de fluorescence DPH en 
cyclohexane 

https://omlc.org/spectra/Photoc
hemCAD/html/024.html 
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III.6. Perspectives 

Ces différentes approches de microspectrométries permettent d’aborder les lipides symbiotiques 

de manière innovantes et ces premiers résultats semblent prometteurs. Des optimisations sont encore 

à envisager pour avoir des coupes de tissus encore plus fines et bien conservées. De plus, les données 

spectrales devront faire l’objet d’analyses statistiques poussées, parfois complexes au vu de l’étroite 

proximité des tissus des deux partenaires symbiotiques.  

L’éventail des techniques de microspectrométries décrites ici, ouvre de nouvelles perspectives 

dans l’étude de la SMA, sur des sujets tels que (i) les mécanismes d’allocation du carbone entre les 

deux partenaires, (ii) les stades de développements et le contenu des structures de réserve, (iii) 

pourrait permettre d’élucider la tendance, de manière relative, de l’allocation du carbone 

préférentiellement sous forme de sucres ou de lipides. 
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Conclusion générale 

 

• L’immunomarquage en transparisation  

L'immunomarquage est une technique centrale dans de nombreux domaines de recherche 

biologique, permettant de révéler une composition moléculaire spécifique du tissu, et ainsi d’en 

approcher, ou appuyer, une fonction respectivement inconnue ou caractérisée (ex. les transporteurs 

de phosphate de la membrane périarbusculaire). Cependant, son application a été principalement 

limitée à des coupes de tissu ou à de petits échantillons en raison de la difficulté à marquer et à 

observer les structures profondes dans des spécimens intacts. Or l'imagerie 3D est particulièrement 

précieuse pour l'analyse de structures complexes qui ne sont pas contenues dans des plans 2D, comme 

les trajets axonaux, des systèmes vasculaires ou encore des micro-organismes (ex. CMA). De plus, les 

ensembles de données volumiques offrent plus de flexibilité d'analyse que les coupes tissulaires pour 

les études quantitatives du nombre de cellules ou les mesures de distance relative.  

Il est reconnu depuis plus d’un siècle que les spécimens peuvent être rendus optiquement 

transparents par des traitements chimiques (tissu végétal : Janse, 1887 ; tissu animal : Spalteholz, 

1914). Depuis l’avènement des microscopes à sectionnement optique et le développement de 

l’imagerie volumique, on a constaté un regain d’intérêt pour les techniques de transparisation. Ces 

méthodes ont été principalement développées dans le but de préserver la fluorescence tout d’abord 

exogène (marqueurs fluorescents), puis endogène de protéines exprimées par des transgènes (ex. GFP, 

l’YFP et mCherry). Toutefois, ces optimisations ne garantissent pas la compatibilité du PT en question 

avec l’immunomarquage. Pour cause, une majorité opte pour une transparisation aqueuses dans le 

but de préserver la fluorescence mais l’utilisation d’agents dénaturants (ex. urée, SDS) peut dégrader 

les épitopes reconnus par les anticorps d’intérêt conduisant à une absence totale de marquage ou un 

marquage trop faible pour être imagé en volume, en plus d’un temps très long de transparisation. Ces 

désagréments ne concernent pas les immunomarquages réalisés avec une transparisation en solvant 

organique (ex. tissu animal : FluoCLearBABB (Schwarz et al., 2015), iDISCO+ (Renier et al., 2016), FLASH 

(Messal et al., 2021)). Toutefois, des PT aqueux ont tout de même été combinés à un 

immunomarquage avec succès (ex. tissu animal : SeeDB (Ke et al., 2013), SHIELD (Park et al., 2019), et 

la grande famille des CLARITY (pour revue voir Matryba et al., 2019). 

Sur tissus végétaux, aucun immunomarquage avec transparisation organique n’a été référencé, 

mais on notera que des infiltrations xylène/éthanol sont couramment utilisées lors d’expérimentations 

d’hybridation in situ fluorescente afin de rendre le tissu plus clair. Par ailleurs, on dénombre deux PT 
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aqueux, PEA-CLARITY (Palmer et al., 2015) et ePRO ClearSee (Nagaki et al., 2017a), appliqués sur 

organes aériens ou sur racines blanches (Nicotiana tabacum, A. thaliana, Hordeum vulgare, Triticum 

aestivum, Zea mays, Oriza sativa et Allium sativum) et compatibles avec un immunomarquage.  

Ainsi, l’optimisation de l’immunomarquage sur racine tannique transparisée réalisée dans cette 

étude est un grand pas dans le développement de l’imagerie volumique du tissue racinaire en (i) 

donnant accès à l’intimité de racines de plantes pérennes, jusque-là protégée des objectifs des 

microscopes optiques par des composés phénoliques en tout genre, et (ii) représentant une approche 

prometteuse pour élucider les complexités anatomiques et physiologiques des interactions entre les 

plantes et les micro-organismes. 

 

• Caractérisation de l’impact du iCTR sur le tissu  

Les traitements chimiques utilisés dans les PT peuvent impacter le contenu cellulaire du tissu traité 

et sa morphologie. Ce paramètre s’avère crucial lors de marquages spécifiques étroitement liés aux 

caractéristiques fonctionnelles du tissu (ex. immunomarquage de transporteur membranaire). Ce 

pourquoi, cet aspect est particulièrement documenté et pris en compte dans la littérature concernant 

la transparisation animale, via le prisme de la chimie impliquée dans les traitements (Yu et al., 2021). 

Bien que ce type de documentation puisse être pertinent au vu de la composition organique partagée 

entre tissus animaux et végétaux, l’impact des PT sur les tissus végétaux et notamment sur leurs 

composés spécifiques (ex. cire, paroi) n’est que très peu référencé dans la littérature.  

Afin de (i) évaluer l’impact du iCTR sur le tissu racinaire, et (ii) proposer une méthode pour 

l’évaluation générale des pertes tissulaires induites par les PT, nous allons réaliser une approche de 

microscopie corrélative combinant l’imagerie confocale sur échantillons transparisés et la microscopie 

électronique à transmission. Avec ces données, et pour évaluer cette fois ci l’impact du iCTR sur la 

composition chimique du tissu, nous prévoyons également de procéder à des analyses comparatives 

en microspectrométries compatibles avec des échantillons fixés (IR et DUV).  

 

• La corrélative en perspective  

La microscopie corrélative permet d’imager un même échantillon à la fois en microscopie optique 

et en microscopie électronique (Correlative light electron microscopy, CLEM). La plupart des 

expérimentations en CLEM visent à exploiter la spécificité de la microscopie à fluorescence pour 

localiser les objets d'intérêt, et la haute résolution de la ME pour visualiser leurs propriétés cellulaires 
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ou organiques sous-jacentes. La CLEM peut donc être utilisée pour identifier sans ambiguïté des 

compartiments subcellulaires, cibler des événements rares et transitoires, augmenter le débit 

d'acquisition de données de microscopie électronique ou encore déterminer la localisation relative de 

complexes protéiques. Cependant, le nombre de combinaisons possibles entre les différentes 

techniques d’optique et d’électronique est très important, aussi le choix de la méthode peut être un 

défi majeur car il faut prendre en compte les limites de chaque technique (ex. l’opacité du tissu en 

microscopie optique).  

La CLEM regroupe plusieurs approches. La plus simple est l’utilisation, sur tissu fixé, d’un marqueur 

qui est à la fois fluorescent et dense aux électrons afin d’étudier la même section avec les deux types 

de microscopie. Il est également possible d’immunomarquer l’échantillon avec un marqueur 

fluorescent, de faire l’acquisition en microscopie optique puis de préparer les échantillons pour la 

microscopie électronique et de les immunomarquer avec un Ac IIaire couplé à une bille d’or. L’utilisation 

d’une fixation HPF au lieu d’une fixation chimique conventionnelle, permet de faire de la CLEM sur des 

échantillons vivants, mais nécessite une rapidité certaine entre l’acquisition au microscope optique et 

la HPF.  

Par ailleurs la CLEM n’a jamais été utilisée sur échantillon transparisé, ce à quoi nous allons essayer 

de remédier avec le iCTR grâce sa compatibilité avec l’immunomarquage.  

 

• VvPT4 et VvPT8 

La mise en place de la SMA induit une forte réponse transcriptionnelle chez la plante hôte, qui est 

par la suite régulée par de nombreux paramètres, comme la nutrition azotée et phosphatée. 

Concernant cette dernière, cette réponse concerne notamment l’expression des transporteurs de P 

localisés à la membrane plasmique, les Pht1. Dans cette sous famille, un sous-groupe de gènes codant 

pour des transporteurs induits ou surexprimés en condition mycorhizée se distingue. Aussi, 

l'absorption symbiotique de Pi est médiée par des symports H+/Pi localisés à la membrane 

périarbusculaire. Par ailleurs, l’expression de ces transporteurs fait l’objet d’une régulation fine lors de 

la SMA. 

En effet, certains d’entre eux ne sont strictement exprimés qu’en présence du CMA, sans participer 

systématiquement à l’import du P à l’interface symbiotique (P symbiotique) ; certains, bien que 

surexprimés en condition M, sont également exprimés en NM ; certains sont réprimés dans les cellules 

arbusculées ; d’autres encore sont surexprimés en condition de carence phosphatée indépendamment 
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de la condition de mycorhization. Par ailleurs, on constate généralement la diminution de l’expression 

des autres Pht1, en condition mycorhizée (pour revue voir Madrid-Delgado et al., 2021). 

L’analyse phylogénétique des Pht1 dans cette étude concorde avec les données bibliographiques 

et nous permet de distinguer trois transporteurs de vigne dans le sous-groupe de transporteurs de P 

induits ou surexprimés en condition de mycorhization. Parmi eux, VvPT4 et VvPT5 ont déjà été décrits 

comme appartenant à ce groupe (Valat et al., 2018), et l’expression de VvPT4 comme étant augmentée 

en condition de mycorhization (Goddard et al., 2021; Valat et al., 2018). VvPT4 est un homologue de 

MtPT4 qui a largement été décrit dans la littérature, considéré inductible par la SMA jusqu’à ce qu’il 

soit montré comme également exprimé dans des apex de racines fines non-mycorhizées. Localisée à 

la membrane périarbusculaire, il est essentiel à l’établissement fonctionnel et au maintien de la SMA. 

De plus, en condition mycorhizée, il est plus exprimé en condition de faible concentration en P. Ainsi, 

nos résultats de séquençage ARN viennent appuyer l’hypothèse de l’homologie entre MtPT4 et VvPT4. 

De plus, cette étude révèle un troisième transporteur, VvPT8, non cité dans la littérature. Son 

homologue MtPT8, surexprimé en condition de mycorhization, n’est pas déterminant dans le maintien 

de la symbiose, et son implication dans le transport de Pi symbiotique reste à déterminer (Breuillin-

Sessoms et al., 2015). 

Aussi, la caractérisation de ces transporteurs chez la vigne reste à réaliser. Des études d’expression 

hétérologues en levure peuvent être envisagées afin de confirmer la spécificité et l’affinité de substrat 

de ces deux transporteurs. Afin de caractériser plus finiment leur rôle dans le transport de P 

symbiotique et la régulation de la SMA, la construction de mutant vvpt4 et vvpt8 de vigne seraient des 

outils de choix. Toutefois, les méthodes de transformation génique sont difficiles à mettre en place sur 

des plantes pérennes à la croissance lente. Cependant, les récentes avancées dans l’utilisation du 

CRISPR-Cas9 sur vigne ouvre des perspectives encourageantes.  

De plus, il serait intéressant de connaître leurs régulations lors des modifications des disponibilités 

en azote, dans le cycle de l’azote et du phosphore, ainsi que le rapport N:P. Pour cause, la disponibilité 

de ces éléments dans les sols et dans la plante peut influencer la régulation des transporteurs et 

notamment la translocation des éléments de la partie racinaire vers la partie aérienne. Enfin, il serait 

intéressant d’étudier l’interactome auquel appartient ces Pht. Par des expériences de split-ubiquitine, 

comme celles réalisées chez Arabidopsis thaliana (Wipf et al., 2021), il serait intéressant de connaître 

les autres protéines avec lesquelles ces Pht peuvent interagir et déterminer si certaines d’entre elles 

appartiennent au transportome de la plante ou à d’autres groupes fonctionnels (ex. régulateurs). 
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• Approche transversale : microspectrométrie et transparisation 

Il serait intéressant d’intégrer les approches de microspectrométries et de transparisation comme 

une approche transversale permettant de soutenir les approches de génétique quantitative. Dans la 

symbiose mycorhizienne à arbuscules, les contributions génétiques relatives aux fonctions de nutrition 

des deux partenaires sont loin d’être complètement connues. Pour les plantes, il pourrait s'agir de la 

résistance à la sécheresse ou de l’utilisation du phosphore et pour les CMA, il peut s'agir de 

comprendre (i) quel est l’origine des lipides, (ii) comment s’opère la balance sucre vs lipide dans la mise 

en place et le fonctionnement de la symbiose. Pour cela, il sera nécessaire d’utiliser des mutants et 

surtout de réussir à produire des mutants stables pour les CMA, ce qui pour le moment ne se fait pas 

en routine. 

 

• Vers des modèles d’études plus complexe 

Les racines d’une plante formant la SMA sont colonisées non par une souche de CMA mais par 

plusieurs souches voire par plusieurs espèces dont la cinétique temporelle est encore mal connue. De 

plus, leur distribution spatiale au sein du système racinaire est une inconnue. La transparisation et la 

reconstruction 3D permettrait de lever le voile sur cette inconnue. De plus, certaines plantes telles que 

les légumineuses forment deux types de symbiose au niveau racinaire ; la symbiose mycorhizienne à 

arbuscules et la symbiose rhizobienne. Cependant, il n’y a actuellement pas d’étude sur le rôle de 

chacune des deux symbioses et tout particulièrement sur comment s’organise le CMA au niveau d’un 

nodule : y a-t-il coopération spatiale ou antagonisme spatial entre les deux symbioses ? Enfin, les CMA 

ne sont pas les seuls organismes telluriques pouvant être classés comme endophytes racinaires. Des 

bactéries, telles que les bactéries favorisant la croissance des plantes, peuvent être également des 

endophytes. Leur rôle dans la croissance des plantes ainsi que leurs effets synergiques avec les CMA 

ont déjà été observés plusieurs fois. Cependant, seuls les effets sont observés et les mécanismes sous-

jacents sont eux, par contre, inconnus. Il serait donc intéressant, via la transparisation, de connaître 

comment une racine et l’ensemble de ses endophytes, qu’ils soient fongiques ou bactériens, 

s’organisent d’un point de vu spatial et fonctionnel au sein d’un fragment racinaire. 
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[Jean-François Fernel] 

Une découverte, que dis-je une épiphanie … la microscopie ! La rigueur pleine de bonne humeur, 

tout pour me plaire. Bien qu’à plusieurs reprises j’ai pu te mettre dans l’inconfort à cause de mes 

horaires de travail peu conventionnels, toujours tu étais là, patiente et sereine, jamais tu n’as perdu 

confiance en moi. Christine, sans toi cette thèse n’aurait jamais été ce qu’elle est ! Les mots seront 

toujours insuffisants pour te témoigner ma reconnaissance. 

Je tiens également à remercier toute l’équipe de microscopie, qui m’a accompagnée dans la 

deuxième moitié de cette thèse. Notamment Laure, pour ta bienveillance et l’accueil que tu as réservé 

à mes nombreuses idées « originales » et ton investissement.  
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“Blind respect for authority is the greatest enemy of truth.” 

[Albert Einstein] 

Ô Capitaine ! Mon capitaine !  

Je n’aurais pas pu imaginer meilleur directeur de thèse. Ta patience répondant à mes 

emportements, ton optimisme facétieux face à mon pessimisme légendaire, l’accueil plein d’humilité 

que tu faisais à mes « Et si… » un peu farfelus de jeune scientifique, et pour ton soutien infaillible, 

partie émergée de ton immense humanité. 

Merci à toi également, Daniel, d’avoir composé cette partition. Dommage que les chefs d’orchestre 

ne puissent pas imposer la valeur des notes. Heureuse d’avoir pu partager ces moments avec vous.  

 

 

 

“An experiment is a question which science poses to Nature and  

a measurement is the recording of Nature’s answer.” 

[Max Planck] 

Je tiens à remercier tous les membres de mon jury, pour l’examination de ce manuscrit et les 

discussions pertinentes au cours de ma soutenance. Ainsi que toutes les personnes qui ont contribuées 

à ce travail de thèse durant sa réalisation.  

Ainsi que toute ma reconnaissance à ceux que j’appelle les orfèvres _ Noureddine, Valérie, Joel. 

Pour avoir pris soin de mes plantes, m’avoir permis d’utiliser du matériel biologique de qualité et 

transmis une part de votre savoir-faire.  
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Contributions scientifiques 

1. Valorisations scientifiques 

1.1 L’imagerie tridimensionnelle d’échantillons volumineux est limitée par les phénomènes de 

réfraction et d’absorption de la lumière par les composants tissulaires (lipides, pigments..). Afin de 

limiter ses phénomènes et permettre l’acquisition d’image sur toute l’épaisseur d’une racine 

mycorhizée, il est nécessaire de rendre transparent les échantillons. Cela est possible en dépigmentant 

et en homogénéisant les différents indices de réfraction au sein du tissu, via des traitements chimiques. 

Cette technique, appelée transparisation, permet une analyse tridimensionnelle sur échantillon entier 

des structures d’intérêt marquées par fluorescence. Nous passons en revue (Hériché et al., 2022) tous 

les protocoles de transparisation qui ont été appliqués et adaptés à partir d'observations sur les 

animaux ou développés spécifiquement pour les tissus végétaux afin d'acquérir de nouvelles 

connaissances sur la physiologie végétale et de développer des perspectives dans le domaine. Outre 

l’aspect de classification, notre objectif était de fournir des conseils utiles aux scientifiques afin qu'ils 

puissent choisir le protocole de transparisation le plus approprié parmi ceux qui existent, ou 

développer leur propre approche, en fonction du tissu végétal et de la question scientifique.  

Hériché, M., Arnould, C., Wipf, D., Courty, P. E. (2022). Imaging plant tissues: advances and 

promising clearing practices. Trends in Plant Science 27, 601-615. 

 

1.2 Au sein de ces protocoles de transparisation, seules quelques méthodes récemment 

développées sont compatibles avec un marquage fluorescent, notamment TOMEI « Transparent Plant 

Organ Method for Imaging », utilisant le 2,2’-thiodiethanol (TDE) comme agent de transparisation ; ou 

encore le Clearsee, solution à base d’urée. Le point commun entre ces solutions est leur efficacité 

concernant la transparisation d’organes chlorophylliens (feuilles et tiges d’Arabidopsis thaliana). 

Toutefois, les données sont manquantes concernant l’éclaircissement des racines c’est pourquoi nous 

avons mis au point un protocole de transparisation racinaire sur la plante modèle Medicago truncatula 

et sur racines pigmentées de vigne. Après avoir obtenu un niveau de transparence satisfaisant, nous 

avons marqué le champignon mycorhizien à arbuscules Rhizophagus irregularis présent à l’intérieur 

de ces racines (Hériché et al., 2021). J’ai également présenté ces protocoles lors de MiFoBio, une école 

pluridisciplinaire portant sur les avancées biologiques et technologiques en imagerie du vivant. Elle 

regroupe une large communauté constituée de biologistes, physiciens, instrumentalistes, chimistes, 

mathématiciens (Hériché et al., 2021b). Enfin, j’ai pu discuter de ces résultats lors des Journées 

Francophones Mycorhizes, qui regroupe une large communauté de scientifiques, principalement sur 
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la symbiose mycorhizienne à arbuscule, l’ectomycorhize et la mycorhize orchidoïde (Hériché et al., 

2022b). 

Hériché, M., Arnould, C., Wipf, D., Courty, P.E. (2022b) Approche tridimensionnelle de la 

répartition spatiale du champignon mycorhizien à arbuscule sur racines transparisées. "6èmes 

Journées Francophones Mycorhizes, Jun 2022, Dijon, France" 

Hériché, M., Arnould, C., Wipf, D., Courty, P.E. (2021) New clearing protocol for tannic roots optical 

imaging. Trends in Plant Science 27, 616-617. 

Hériché, M., Arnould, C., Wipf, D., Courty, P.E. (2021b) A clearing protocol for pigmented roots : 

make symbiotic micro-organisms visible in 3D. "Functionnal Microscopy for Biology MiFoBio, Nov 2021, 

Giens, France" 

 

1.3 Depuis que Frank a introduit le mot "mycorhize" il y a 136 ans, la symbiose mycorhizienne est 

devenue une discipline à part entière : la communauté scientifique s'efforce d'en élucider les 

caractéristiques et les implications tant pour les partenaires végétaux et fongiques que pour d'autres 

micro-organismes tels que les bactéries. Le concept de symbiose bénéfique n'a cependant pas toujours 

été aussi bien accepté qu'aujourd'hui, et il a fallu de nombreuses années d'expérimentation et de 

controverses pour atteindre notre niveau de compréhension actuel. Dans ce contexte, j’ai participé à 

un aticle de revue qui visait à retracer l'Histoire de la mycorhize à arbuscules, en partant des racines 

de l'histoire de la mycorhize, ainsi que la découverte de différents types de mycorhize tels que 

l'ectomycorhize (Sportes et al., 2021). J’ai participé à l’écriture de certains paragraphes, à la lecture et 

la relecture du document, mais surtout à l’illustation de cette revue en imageant en microspoie 

confocale les différents types d’endomycorhizes tel que Paris, Arum et Hepatic.  

Sportes, A., Hériché, M., Boussageon, R., Noceto, P. A., van Tuinen, D., Wipf, D., Courty, P.E. (2021). 

A historical perspective on mycorrhizal mutualism emphasizing arbuscular mycorrhizas and their 

emerging challenges. Mycorrhiza 31, 637-653. 

 

1.4 Dans le sol, certains microorganismes tels que les champignons mycorhiziens à arbuscules et 

certaines peuvent fournir des services écosystémiques liés aux paramètres de croissance, de nutrition 

et de qualité des plantes. J’ai participé à l’écriture d’une revue qui est une mise à jour de la recherche 

actuelle sur l'utilisation simple et combinée (co-inoculation) des champignons mycorhiziens à 

arbuscules et des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes dans la production végétale, en 
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mettant l'accent sur leurs impacts positifs sur les caractéristiques de qualité des cultures (Noceto et 

al., 2021). J’ai participé à l’écriture de certains paragraphes, à la lecture et la relecture du document. 

Noceto, P. A., Bettenfeld, P., Boussageon, R., Hériché, M., Sportes, A., van Tuinen, D., Courty, P.E., 

Wipf, D. (2021). Arbuscular mycorrhizal fungi, a key symbiosis in the development of quality traits in 

crop production, alone or combined with plant growth-promoting bacteria. Mycorrhiza 31, 655-669. 

 

2. Articles de vulgarisation 

Mon travail de doctorat portait sur l’utilisation de matériels biogiques (Vigne, Medicago 

truncatula) produits in vitro ou en conditions contrôlées. Les autres doctorants de l’équipe travaillant 

également sur la vigne, ont une approche plus appliquée. Ils abordent notemment le rôle des plantes 

de couverts et leur impact sur le fonctionnment de la vigne et de la symbiose mycorhizienne à 

arbuscules. C’est dans ce contexte que j’ai participé à l’écriture de ces articles.  

Noceto, P.A., Hériché, M., Fromentin, J., Rossi, V., Saša, Š., Ranca, A. Kehrli, P., Armengol, P., 

Trouvelot, S., van Tuinen, D., Courty, P.E., Wipf, D. (2020). Les couverts végétaux dans le vigonble : un 

atout pour augmenter les services écosystémiques et réduire les intrants de synthèse. Revue Suisse 

Viticulture Arboriculture Horticulture 52, 232-235. 

Noceto, P.A., Hériché, M., Gontier, L., Wipf, D., Bazerolle, B., Cahurel, J.Y., Courty, P.E. (2020). Les 

couverts végétaux : une pratique agroécologique au service de la vigne. Revue des Œnologues, 178, 

24-26. 

Noceto, P.A., Hériché, M., Fromentin, J., Rossi, V., Saša, Š., Ranca, A. Kehrli, P., Armengol, P., 

Trouvelot, S., van Tuinen, D., Courty, P.E., Wipf, D. (2020). Les couverts végétaux. Un atout majeur 

pour réduire les intrants de synthèse et augmenter les services écosystémiques au vignoble. Revue des 

oenologues, 175, 14-17 

Gontier, L., Hériché, M., Noceto, P.A., Wipf, D., Courty, P.E., Cahurel, J.Y., Bazerolle, B. (2020). Les 

couverts végétaux : engrais verts en viticulture. Revue des Œnologues, 179. 

 



Review

Imaging plant tissues: advances and promising
clearing practices

Mathilde Hériché ,1 Christine Arnould,1 Daniel Wipf ,1 and Pierre-Emmanuel Courty 1,*

The study of the organ structure of plants and understanding their physiological

complexity requires 3D imaging with subcellular resolution. Most plant organs

are highly opaque to light, and their study under optical sectioning microscopes

is therefore difficult. In animals, many protocols have been developed to make

organs transparent to light using clearing protocols (CPs). By contrast, clearing

plant tissues is challenging because of the presence of fibers and pigments.

We describe progress in the development of plant CPs over the past 20 years

through a modified taxonomy of CPs based on their physical and optical

parameters that affect tissue properties. We also discuss successful approaches

that combine CPs with new microscopy methods and their future applications in

plant science research.

Observing plant tissues in depth

Since Hooke’s first observation and description of cork cuts in the middle of the 17th century,

plant science research has remained closely related to advances in optical microscopy. More

specifically, the use of fluorescence labeling and optical sectioning has drastically improved our

understanding of tissue micromorphology [1], cell development [2], protein localization, and

plant–microbe interactions [3]. However, these microscopy approaches are limited to a depth

of ~50 μm because of the opacity and autofluorescence of plant tissues. Opacity is mainly due

to (i) light absorption by pigments and (ii) light scattering by the wide range of refractive indices

(RIs, see Glossary) of cell components (Figure 1). Moreover, plants contain many light-sensitive

pigments and aromatic compounds that animal tissues do not have. These compounds can

react to laser excitation duringmicroscopy and generate significant noise that impairs the fluores-

cent signal of interest. Two approaches are available to overcome limitations related to depth and

chemical composition. The usual approach consists of mechanical sectioning. This type of

sample preparation is time-consuming, section borders can be damaged (causing loss of cell

contents), and 3D reconstruction can be approximate, leading to loss of information [4]. Another

approach consists of clearing the sample by chemical treatments. CPs make the sample trans-

parent to light by (i) removing light-active compounds and (ii) homogenizing the RI inside the

plant tissue (Box 1). This allows the acquisition of a fluorescent signal through a thick sample.

Over the past 20 years, many CPs have been developed for animal tissues (e.g., zebra fish,

mouse), mainly in neuroscience for the study of brain tissues, followed by their application to

other organs, including bones, up to the whole-body level [5].

We review here all CPs that have been applied and adapted from animal-based observation

or specifically developed for plant tissues to gain new insights into plant physiology. We first

apply the standard CP classification based on organic solvents and aqueous solutions with

passive immersion, protein hyperhydration, and hydrogel embedding. We next briefly

discuss the chemical and physical impacts of CPs on tissue properties. Finally, we present

successful CPs that have been applied to animal tissues and that have been combined
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with recently developed microscopy techniques for application to plant organs. We aim to

provide guidance to scientists to help them to select the most appropriate CP or to develop

their own clearing approach, depending on the plant tissue and the scientific issue under in-

vestigation.

A glimpse of the historical record of clearing reagents

Spalteholz in 1911 [6] was one of the first to have used clearing agents on human organs.

In plant research, lactic acid [7] and chloral hydrate [8,9], that were initially used as a

mounting and preserving medium in Hoyer’s solution [10], were two commonly used

clearing agents. Their ability to clear tissues relies on their RI of 1.43 that is very close

to plant cell wall RI (1.42). Chloral hydrate has been used in many CPs for a wide

range of plants, especially Arabidopsis thaliana, to clear various organs (e.g., phloem

[11], leaves [12], and flower organs and siliques [13]) and has been combined with diverse

fixation techniques and staining agents (e.g., acid fuchsin [8], aniline blue [14], β-glucuronidase/

GUS [11]). For fluorescence-based microscopy, chloral hydrate has been combined with modified

pseudo-Schiff (PS) reagent–propidium iodide (mPS-PI) fluorescence to visualize the plant cell

wall [12]. Nevertheless, chloral hydrate treatment leads to endogenous fluorescence quenching,

that has made it unpopular [15] in addition to its anesthetic effect.

TrendsTrends inin PlantPlant ScienceScience

Figure 1. Key values of refractive indices (RIs). Plant cell components (left) cover a wide range of RI (dimensionless)

values, and plant tissues therefore lead to light scattering, making imaging using photonic microscopy challenging. To

homogenize the RI in plant tissues, diverse clearing agents have been used (right). Abbreviations: BABB, benzyl benzoate/

benzyl alcohol; SeeDB, See Deep Brain; TDE, 2,2′-thiodiethanol.

Glossary
Benzyl benzoate/benzyl alcohol

(BABB): this mixture is the precursor of

all organic solvent-based protocols for

animal tissues [5,88].

CLARITY: a protocol designed to

render a tissue optically transparent and

permeable to macromolecules while

keeping its shape through the use of

hydrogel embedding [60].

CMF3: a commercial mounting medium

with a high RI (1.518) that is used as

clearing agent and is suitable for

fluorescent immunolabeling [83].

Fluorescent probe (FP): refers to all

fluorescent markers (exogenous and

endogenous). In this review,

'endogenous FP' specifically refers to

encoded fluorescent proteins.

Pseudo-Schiff (PS) reagents: Schiff

reagents are histochemical reagents that

are used to detect aldehyde groups in a

tissue after a reaction with a dye

containing an amine group. In PS

reactions, imine and amine groups of

chemical dyes react with aldehydes of

the tissue, inducing a color change. Five

classes of chemical dyes were defined

according to the chemical reaction [89];

these are generally non-fluorescent, with

the exception of propidium iodide

(modified PS–propidium iodide, mPS-PI).

Point spread function (PSF):

mathematically describes the image of a

point through an optical system as the

result of light diffraction and interference.

The PSF is represented by a 3D

interference pattern. The PSF size is

defined by its intensity maximum: 0, 61λNA in

the lateral direction (x,y plane) and 2λn
NAð Þ2

in

the axial direction (x,z plane), whereNA is

the numerical aperture of the objective, λ

is the wavelength, and n is the RI of the

objective lens. According to the Rayleigh

criterion, these values determine the

distance by which two points must be

separated before they can be resolved.

Because the PSF is larger in the axial

direction than in the lateral direction

(where it respects an Airy diffraction

pattern), the lateral resolution of an

optical system is better than its axial

resolution.

Refractive index (RI): a dimensionless

value, often written n, that indicates the
deviation of light on encountering a

material; n is defined as the speed of light

in vacuum (c) divided by the speed of

light in the transparentmaterial (v), n ¼ c
v .

Stimulated Raman scattering (SRS):

together with coherent anti-Stokes

Raman scattering (CARS) SRS is a form
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The need to observe plant tissues in depth has led to the independent development of many CPs

whose details depend on the sample (e.g., reproductive organs [16]), the structure of interest (e.

g., lignin [17]), and the timescale (e.g., one-step clearing [18]). The different CP steps including fix-

ation, alkali dissolution, post-alkali treatment, depigmentation, crystal removal, high-RI solutions, and

staining were summarized by Gardner [19]. Until then, microscopes used for such observations had

not reached subcellular-level resolution. Advances in optical sectioning microscopy (confocal, two-

photon, light-sheet microscopy) and increasing contrast and resolution paved the way for many

CPs that allowed fluorescent probe (FP) imaging.

CPs for plant tissues

Recent animal CPs are usually classified into two main categories based on physicochemical

properties of clearing agents: (i) organic solvents and (ii) aqueous solutions [20]. Plant CPs for

FP imaging are discussed in the following text.

Solvent-based clearing

The pioneering CP [6] followed a procedure that was standardized and described in animals:

dehydration, lipid solvation, and incubation in a high-RI solution [21]. A few recent methods

have been described in animal research, especially for brain tissue [22], but the CP literature for

plant research is poorly documented.

Box 1. The clearing process

Plant tissues present a wide diversity of cell types (e.g., parenchymal and epidermal cells), organelles (e.g., chloroplasts

and amyloplasts), and components (e.g., waxes and pigments). Each has its own optical properties and can impede

the path of light through the tissue layers. Two major optical phenomena are involved: absorption and scattering.

Light absorption represents loss of photons: their energy is absorbed by molecules. Pigments absorb in the visible

spectrum and are more represented in plant kingdom than in any other kingdom. A key process in clearing plant tissue

consists of reducing absorption by eliminating pigments (Figure I).

Light scattering is the deviation of photons from their straight trajectory when they encounter a medium with a different re-

fractive index (RI). This is a very important parameter in optical fluorescence microscopy, and it is described by the law of

refraction. Thus, if a photon deviates toomuch, it cannot be detected and the signal is lost. In plant tissues, RI values range

from 1.00 (air cavities) to 1.61 (lignin [17]). Consequently, the thicker the sample, the higher the scattering. Hence, in-depth

observation is limited to 50 μm in leaf tissue [15]. The major objective of the CP is to homogenize the RI throughout the

entire tissue (Figure I).

Because the optical properties of a tissue depend on its specific composition, CPs must be optimized not only according

to the species (e.g., moss ≠ tree) but also according to the tissue (e.g., leaf ≠ root) and the microscopy technique (Box 2).

TrendsTrends inin PlantPlant ScienceScience

Figure I. Fundamental principles of optical clearing.

of coherent Raman scattering (CRS)

microscopy. A sample is simultaneously

excited with two laser beams; when the

difference in frequency between the two

beams corresponds to the frequency of

a chemical bond vibration, there is an

amplification of the Raman signal

(fourfold) that can be detected [90]. SRS

leads to label-free imaging of molecules

and can also be combined with Raman

tags (e.g., deuterated molecules) [73].
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Littlejohn et al. used perfluorocarbons as a mounting medium to observe A. thaliana leaves by

confocal microscopy. Although the authors did not use the term 'clearing' in the development

of this protocol over the years [23,24], their approach relied on the homogenization of the sample

RI (Box 1). The RI of perfluoroperhydrophenanthrene (PP11, 1.334) is very close to the RI of the

cytoplasm (1.35–1.39), but far from the RI of air (1.00). Littlejohn et al. were studying the

spongious mesophyll of A. thaliana leaves, meaning that they needed an agent that could replace

air in leaf cavities and that had an RI close to that of the cytoplasm so as to ensure the passage of

light through leaf tissue. Using this reagent, they successfully cleared non-fixed leaves in 10min and

succeeded in observing a GFP signal at a depth of 75 μm [24]. This low-RI solution, however, has

not been applied to any other plant organ [25].

The story of VisikolTM started in 2013 when Villani and colleagues [26] published the efficiency of

this new clearing agent formulation (RI = 1.445) that was designed to replace chloral hydrate and

successfully tested this on small plant samples (fresh or dried). The clearing step consisted of

heating (60–80°C) sample in VisikolTM on a slide for less than 1 min. VisikolTM was compared to

chloral hydrate and potassium hydroxide using different mounting media under confocal and

Airyscan microscopes [27]. They treated leaves for 3–24 h with VisikolTM at 40°C to observe

PI-stained cuticle. VisikolTM won the game because of its nontoxicity and affordability. Later on,

A. thaliana root tips were cleared using VisikolTM and successfully stained by GUS histochemical

labeling (cyclin B1;1-GUS [28]).

The benzyl benzoate/benzyl alcohol (BABB) mixture (1:2 v/v; RI = 1.559) – a widely used

clearing agent in animal CPs – has been little used in plant CPs. BABB was initially used to

image A. thaliana under optical projection tomography (OPT) [29] before the authors improved

their instrument to perform a macro-OPT (M-OPT) to image A. thaliana veins by GUS staining

in 3D in an entire plant [30]. Plants were fixed in acetone for 20 min, GUS-stained, dehydrated

(methanol, 1 week), cleared, and mounted in BABB. Cabrera and colleagues studied galls

caused by nematodes on A. thaliana roots [31]. They performed glutaraldehyde fixation (over-

night), ethanol dehydration (overnight), clearing, and mounting in BABB to visualize a complete

gall structure with a nematode in 3D by recording the autofluorescence signal on a laser scanning

confocal microscope. In fact, both protocols induced severe fluorescence quenching and BABB

potentially induced rapid peroxide contamination that damaged the FP [22]. In the latest version

of the protocol – FluoClearBABB – the dehydration step is modified (tert-butanol, 7 days) and a

basic pH (9.5) is maintained [32]. This CP allowed the authors to record enhanced green fluores-

cent protein (eGFP) signals in an entire mice brain under a homebuilt light-sheet fluorescent mi-

croscope. Unfortunately, this CP is not yet referenced in the plant tissue literature.

Methyl salicylate, another widely used clearing agent (RI = 1.53) [6,33], has recently been com-

bined with FP imaging. On Zea mays ovules, Kalinowska and colleagues performed fixation with

formalin/acetic acid/alcohol (FAA, various concentrations and time depending on the organ) and

used Feulgen staining (hours). They then performed gradual ethanol dehydration (hours) before

clearing in methyl salicylate (hours) [34]. They observed on a confocal microscope a good level

of transparency on these very dense organs at different stages of development, but no acquisition

in z was reported. González-Gutiérrez and colleagues fixed Crassinucellate ovules [formaldehyde

(FA)], permeabilized membranes and cuticles (acetone), stained tissues by rhodamine–phalloidin

(F-actin marker) and Hoechst (nuclei marker), dehydrated (isopropanol), and cleared (methyl salic-

ylate) the tissues. In their study, authors specify that this CP can be performed in 48 h [35]. Using a

confocal microscope, they successfully imaged the actin network of the entire ovule but, once

again, no acquisition in z was reported. This year, He and colleagues [36] developed a new CP

for crop roots based onmethyl salicylate. They used a fixation step (15.5 h) with paraformaldehyde
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(PFA) and dimethylsulfoxide (DMSO), RNase treatment (12 h), PI staining (overnight), and a dehy-

dration step in ethanol (4 h), followed by clearing by methyl salicylate immersion (overnight).

Using a confocal microscope, they successfully imaged the PI fluorescent signal on the entire thick-

ness of rice root tips, but the endogenous GFP signal was lost.

Because of the dehydration step, solvent-based CPs induce shrinkage of soft tissues [5]. In the

literature cited in the preceding text, this phenomenon was not reported except for thin root

tips of A. thaliana [36]. This can be explained by the presence of cell walls in plant tissue, but

more studies to confirm the absence of shrinkage during clearing of whole organs will be needed.

Aqueous-based clearing

Hydrophilic CPs involve three techniques: passive immersion, protein hyperhydration, and hydro-

gel embedding. A wide range of aqueous-based protocols developed on animal tissue have been

adapted to plants. Aqueous CPs are compatible with FPs but are relatively time-consuming

compared to solvent-based CPs [5].

In simple immersion, the lipid content of the sample is preserved. This CP consists of matching

the RI of the lipid tissue (that is >1.45 in animals) by using aqueous solutions with a high RI [21].

See Deep Brain (SeeDB) is a mixture of fructose (80.2% w/w) and 0.5% α-thioglycerol and is an

efficient clearing agent for brain tissue [37]. It was tested on various plant leaves, including tree

leaves [38]. Leaf discs 1 cm in diameter were drop fixed in FAA, cleared in SeeDB by immersion

(1–3 days), and stained with PI and Calcofluor white. SeeDB was not as efficient as other tested

chemical reagents such as 1% sodium hypochlorite (NaClO) for leaves. This publication is open

to criticism because (i) the chemical reaction of NaClO with the tissue is not detailed, and

(ii) even if NaClO is not recorded as a clearing agent in animals, it has already been applied to

plant leaves [39].

2,2′-Thiodiethanol (TDE) was first used as amountingmedium [40]. Its high RI is proportional to its

concentration (1.374 at 20%; 1.515 at 97%), and this makes it an effective and user-friendly

clearing agent that is suitable for various microscopy systems and samples [41,42]. In plant

tissues, TDE was used in a CP termed transparent plant organ method for imaging (TOMEI) to

clear A. thaliana and Oryza sativa organs [43]. Without sectioning and with a fixation step

based on acetic acid:ethanol (1:3, 1–2 h, TOMEI-I) or PFA (4%, 1 h, TOMEI-II), they analyzed

cell structures at a depth of 200 μm in a few hours. In A. thaliana, fixation with 4% PFA turned

out to be a necessary step before using TDE to avoid tissue disruption and FP quenching [44].

Irrespective of the fixation step, a high concentration of TDE (95–100%) can weaken the fluores-

cence signal of some endogenous FPs (e.g., Venus-YFP and eGFP are more sensitive to

quenching than mCherry and Citrine–YFP) and lead to loss of tissue integrity. These authors

also determined that a 50–70% TDE solution was necessary and sufficient to clear challenging

plant tissues while preserving their structure and the fluorescent signal. Nevertheless, later com-

parative studies revealed that TOMEI does not remove all pigments and can decrease FP intensity

[45]. To overcome these limitations, an update of this CP, called improved TOMEI (iTOMEI), was

published in 2022 [45]. Following large screening of chemical treatments for each CP step based

on (i) preservation of the GFP signal, (ii) enhancement of the GFP signal, and (iii) clearing efficiency,

they proposed a fixation step with 1% FA in PBS buffer, a decolorization step with 20% caprylyl

sulfobetaine (a detergent) in sodium phosphate buffer at pH 8.0, and a clearing step with 70.4%

iohexol instead of TDE. They successfully imaged entire A. thaliana seedlings and organs of

O. sativa andMarchantia polymorpha at depths of 80 μm and 200 μm, respectively, by confocal

or two-photon microscopy. The RIs of the solutions were not provided, but iohexol solution
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seems to be prepared in the same buffer and at the same concentration as in SeeDB2 CP (an

upgrade of SeeDB CP) [46]. In iTOMEI, detergent is used to improve chlorophyll elution, and iTOMEI

is therefore notmerely a 'simple immersion' CP as TOMEI is. Nonetheless, because SeeDB2 requires

saponin as a detergent and remains in the 'simple immersion' category in animal CP classification [5],

we chose to retain iTOMEI in this category (Figure 2). Concerning caprylyl sulfobetaine, it is referenced

as a zwitterionic detergent that solvates oleosins. Hence, the question can be asked whether iTOMEI

impacts the protein and lipid content of a cleared sample.

Another approach consists of reducing and then homogenizing the RI of a sample in two steps:

(i) removal of lipid content (delipidation) and (ii) hyperhydration of proteins. To maintain an

aqueous-based environment to support FP activity, delipidation is performed using a detergent.

This step takes longer than delipidation using an organic solvent (weeks tomonths vs. hours) [21].

Following delipidation using Triton X and hyperhydration with urea, the Scale technique

decreased the RI of mouse brain tissue to 1.38 [47]. For plants, delipidation using Triton X in

glycerol was combined with urea for use on leaves (Zea mays, Medicago truncatula, Nicotiana
benthamiana, Pisum sativum) and nodules of leguminous plants (P. sativum) [48]. Fixation was

achieved using PFA or glutaraldehyde. The staining step was adapted according to the plant tis-

sue (Table 1). Warner and colleagues [48] succeeded in imaging a fluorescent signal at a depth of

more than 350 μm in intact nodules and immunolabeled sections of cleared nodules (by adding

an enzymatic digestion step to the CP). This CP has recently been used to clear Lotus japonicus
roots and nodules to visualize auxin and cytokine dynamics and cell division patterns at cellular

resolution during nodulation through the use of markers optimized for fluorescent and bright-

field microscopy [49]. Following Warner’s pattern of combining polyhydric alcohol, detergent,

and urea. Kurihara et al. [15] carried out a large chemical screening based on (i) the clearing effi-

ciency of different compounds in the literature (especially those that efficiently remove chlorophyll

autofluorescence), (ii) the compatibility of each compound with recombinant Venus fluorescence,

and (iii) the clearing efficiency of mixtures containing selected compounds and detergents. They
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transforma�on
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Figure 2. Taxonomy of clearing protocols (CPs) for plant tissues. Adapted from the most recent update of CP

taxonomy in the animal research literature [5], organized according to the fluorescent staining method used. Each CP is

described in the main text. Abbreviations: BABB, benzyl benzoate/benzyl alcohol; CTR: clearing tannic roots; ePro-

ClearSee, enzymes 2-propanol ClearSee; iTOMEI: improved TOMEI; PEA CLARITY, plant-enzyme-assisted CLARITY;

PFD, perfluorodecalin; PP11, perfluoroperhydrophenanthrene; SeeDB, See Deep Brain; TDE: 2,2′-thiodiethanol; TOMEI,

transparent plant organ method for imaging.
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Table 1. Comparison of optical clearing methods for plant tissuesa,b

Protocol name:

clearing agent

Plant species Organ RI of

clearing

solution

Protocol duration Chemical treatment Enzyme treatment

Organic solvents

Chloral hydrate,

chloroform

A. thaliana Leaves, seedlings 1.47–1.48 Days Fix. ethanol acetic acid

Perm. NaOH/SDS

Amylase

PFD, PP11 A. thaliana Leaves 1.31 Minutes No No

Visikol: confidential Various Leaves, roots 1.44 Minutes/hours No No

BABB: benzyl

alcohol/benzyl

benzoate (or Murray's

clear)

A. thaliana, various,
with or without insect

Seedlings, leaves,

flowers, fruits

1.56 Days/weeks

(months for insects)

Fix. acetone

Deh. methanol

No

A. thaliana, Medicago
truncatula

Galls, syncytia, nodules,

cysts, egg masses

Hours/days Fix. 3% glutaraldehyde

Deh. ethanol

FluoclearBABB:

BABB

Mouse Brain 1.56 Hours/days Fix. 4% PFA

Deh. propanol or

tert-butanol, basic pH

No

Methyl salicylate Zea mays Ovaries, developing

seeds

1.538 Days Fix. FAA (various

concentrations)

Deh. ethanol

No

Crassinucellate Flower buds, mature

flowers, immature

fruits

1 Day Fix. FA

Perm. acetone

Deh. isopropanol

No

Various crop species Root Days Fix. 4% PFA, 5% DMSO

Deh. ethanol

RNase

Simple immersion in aqueous solutions

SeeDB: fructose,

α-thioglycerol

Acer truncatum,

Platanus occidentalis,
Robinia pseudoacacia,
A. thaliana

Leaves 1.52 Days Fix. FAA (38% FA)

Deh. ethanol

No

NaOH Unknown

NaClO Unknown

TDE A. thaliana Various 1.42–1.52 Hours Fix. 4% PFA No

TOMEI: TDE A. thaliana, Oryza
sativa

Various 1.515 Hours Fix. (TOMEI-I) acetic

acid: ethanol (TOMEI-II)

4% PFA

No

iTOMEI: iohexol,

caprylyl sulfobetaine

A. thaliana, O. sativa,
Marchantia polymorpha

Seedlings, leaves,

shoot apical meristem,

gemma, gemma cup

1.518 1 Day Fix. 1% FA No

Protein hyperhydration

ScaleP and Warner's

protocol: urea, Triton

X-100

Various Various Unknown Days/weeks Fix. 4% PFA,

glutaraldehyde

Cellulase,

pectolyase (for

immulabeling only)

ClearSee: urea, sodium

deoxycholate, xylitol

A. thaliana,
Physcomitrella patens

Seedlings, leaves,

pistils, gametophores

1.41 Days/weeks Fix. 4% PFA No

ePro-ClearSee: idem

ClearSee

Various Leaves, roots Fix. 3% PFA; Delipidation

0.3% Triton X-100

Cellulase, pectolyase

ClearSeeAlpha: idem

ClearSee + sodium

sulfite

Various Leaves Unknown Fix. 4% PFA No

CTR: idem

ClearSeeApha

Vitis vinifera Roots Weeks Fix. 4% PFA, 5% DMSO Cellulase,

pectolyase

Tissue transformation

Pea-CLARITY: SDS,

boric acid, NaOH

A. thaliana, Nicotiana
tabacum

Leaves Unknown Weeks/months Fix. 4% PFA; hydrogel

embedding

Cellulase, xylanase,

arabinofuranosidase,

pectatolyase,

α-amylase
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Table 1 (continued).

Protocol name:

clearing agent

Staining Immunostaining Microscope Software Refs Refs for

animals

Advantages and

disadvantages

Organic solvents

Chloral hydrate,

chloroform

mPS-PI No CLSM, multiphoton ImageJ, MedINRIA

ImageViewer

[12] [91] Microscope

comparison

reported; reagent

toxicity, the staining

step could eliminate

protein and nucleic

acid

PFD, PP11 SEYFP No CLSM + Airyscan,

two-photon, second

harmonic generation,

SRS

Zeiss 510 [24] Not

known

Fast protocol,

suitable for many

types of

microscopy; has not

been reused in

literature

Visikol:

confidential

GUS staining, periodic

acid, Schiff’s reagent, PI,

cyclin B1;1-GUS,

FM4-64, GFP, brefeldin A

No Fluorescent

microscope, CLSM,

CLSM + Airyscan

SP7, Zeiss ZEN, ImageJ [26–28] [92] Easy to use; not

referenced for

volumetric imaging

BABB: benzyl

alcohol/benzyl

benzoate

(or Murray's clear)

GUS staining,

autofluorescence

No M-OPT Matlab, NRecon,

VolViewer, Drishti

[30] [6,93] Very large samples

(in the order of

centimeters); no FP

imaging reported

No (glutaraldehyde

autofluorescence)

CLSM LCS [31] Efficiently clears

dense tissues; no

FP imaging

reported

FluoclearBABB:

BABB

eGFP No LSFM, CLSM Fiji Unknown [32] FP imaging with

BABB; not yet

applied to plant

tissues

Methyl salicylate Feulgen staining

(acriflavine)

No CLSM Unknown [34] [6,33] Fast protocol;

unsuitable for use

with endogenous

FPs
Rhodamine–phalloidin,

Hoechst

No CLSM LAS-X [35]

PI, GFP No Stereomicroscope,

CLSM

LAS-X [36]

Simple immersion in aqueous solutions

SeeDB: fructose,

α-thioglycerol

PI, Calcofluor white No CLSM Bitplanes, Imaris [38] [37] No clearing effect

reported

NaOH [94] Tiny effect; no

transparency

NaClO Not

known

Efficient for

depigmentation;

no information

concerning tissue

content impact

Notes to Table 1:
aAbbreviations: BABB, benzyl benzoate/benzyl alcohol; CLSM, confocal laser scanning microscope; CTR, clearing tannic roots; DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole; Deh.,

dehydration; DMSO, dimethylsulfoxide; FA, formaldehyde; FAA, formalin/acetic acid/alcohol; Fix., fixation; FM 4-64,N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino) phe-

nyl) hexatrienyl) pyridinium dibromide; LAS, Leica Application Suite; LCS, Leica Confocal Software; LSFM, light-sheet fluorescence microscopy; M-OPT, macro optical pro-

jection tomography; mPS-PI, modified pseudo-Schiff–PI; NIS, Nikon Imaging System; Perm., permeabilization; PFA, paraformaldehyde; PFD, perfluorodecalin; PI, propidium

iodide; TDE, 2,2′-thiodiethanol; TOMEI, transparent plant organ method for imaging; ZEN, Zeiss Efficient Navigation.
bBolded terms indicate the protocol name.

A one-page version of the table can be found in the online supplemental information.
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concluded that ClearSee (xylitol/sodium deoxycholate/urea) has good clearing efficacy and is

suitable for a large range of endogenous FPs (e.g., mTFP1, sGFP, mClover, Venus, mCitrine,

tdTomato, mApple), numerous organs (leaves, roots, seedlings, pistils, stems, and protonemata),

and plant species (A. thaliana, Physcomitrella patens). ClearSee has since then been applied to a

wide range of plant species and organs [50–54]. Nagaki and colleagues [55] optimized the initial

ClearSee method for immunohistochemistry (namely, ePro-ClearSee). They added an enzymatic

digestion step with cellulase and pectolyase and a 2-propanol treatment step (permeabilization)

before clearing (timescale: 10 days to 3 weeks). Using a confocal microscope with or without

an Airyscan detector, they acquired a fluorescent signal from modified immunolabeled histones

in leaves and roots of various plant species. In the latest update of this protocol, named

ClearSeeAlpha, a reductant (sodium sulfite 50mM) is added to avoid brown pigmentation caused

by polyphenol oxidation [56]. These authors successfully cleared brown pigmentation-suscepti-

ble leaves and floral organs of various plant species. Moreover, using a multiphoton confocal mi-

croscope, they demonstrated the suitability of this protocol for use with endogenous FPs. By

combining a depigmentation step previously developed for Xenopus [57] with an enzymatic di-

gestion based on ePro-ClearSee and a clearing step using ClearSeeAlpha, the clearing tannic

roots (CTR) protocol enabled acquisition of a PI signal from the entire thickness of Vitis vinifera
roots (250 μm in the z dimension) under a confocal microscope [58]. Authors noted that the

time required depends on the age of the root: the older the tissue, the longer each step takes.

TDE GFP–tdTomato No CLSM, two-photon Fiji [44] [40,42] RI linearly

proportional to

TDE; inefficient

removal of

pigments

TOMEI: TDE DAPI, SYBR green I,

GFP

No CLSM + spinning

disk, two-photon

ImageJ, FluoRender,

FluoView, MorphoGraphX,

MetaMorph

[43]

iTOMEI: iohexol,

caprylyl

sulfobetaine

Various endogenous

FPs, SR2200,

Calcofluor white M2R,

Evans blue

No Fluorescence

stereomicroscope,

CLSM, two-photon

ImageJ, LAS-X, Imaris [45] [46] Efficiently removes

pigments; could

impact lipid and

protein content

Protein hyperhydration

ScaleP and

Warner's

protocol: urea,

Triton X-100

Alexa Fluor 594,

Calcofluor white, SYTO

13, Citrine–GFP

Yes: anti-β-1,

3-glucan

(nodules)

Multiphoton, CLSM Amira 3D, Huygen’s [48] [47] Based on a

systematic chemical

compound

screening, suitable

for a wide range of

plant species and

organs; extended

clearance time

ClearSee: urea,

sodium

deoxycholate,

xylitol

Various endogenous

fluorescent proteins

No CLSM, two-photon NIS-Elements AR

software 4.10 (Nikon),

ZEN 2010 software

[15]

ePro-ClearSee:

idem ClearSee

DAPI Yes: various

antibodies

CLSM + Airyscan ZEN 2′ software [55]

ClearSeeAlpha:

idem ClearSee +

sodium sulfite

mClover No Multiphoton, CLSM NIS-Elements [56]

CTR: idem

ClearSeeApha

PI No CLSM LAS-X [58]

Tissue transformation

Pea-CLARITY:

SDS, boric acid,

NaOH

PI, Calcofluor white Yes:

anti-Rubisco

CLSM Leica (LAS-AF) software [60,61] [59] Tissue

permeabilization

and stability;

extended clearance

time

Table 1 (continued).
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To avoid potential removal of key structural proteins by solvents and concentrated detergents, Chung

and colleagues [59] introduced another aqueous CP in which the sample is fixed and embedded in a

polyacrylamide hydrogel. Combined with a low-concentration sodium dodecyl sulfate solution (8%

SDS) and electrophoresis, the CLARITYmethod removed lipids and other light-active compounds.

In plant tissues, Palmer and colleagues [60] added an enzymatic degradation step to the passive

CLARITY protocol to clear Nicotiana tabacum leaves. They called their method plant enzyme-

assisted CLARITY (PEA-CLARITY). The enzyme cocktail (cellulase, xylanase, arabinofuranosidase,

pectate lyase, and α-amylase) is directed against cell wall components to enhance its permeability

to fluorescent dyes, especially antibodies, for better immunolabeling efficiency. The hydrogel embed-

ding medium prevents tissue collapse by providing a supportive network. Finally, RI homogenization

is carried out by immersion in a high-RI solution such as TDE [61] and can record the fluorescent

immunolabeled signal of an entire tobacco leaf (200 μm depth) (Table 1).

Aqueous CPs are well known to induce swelling of soft samples. Although the expansion

phenomenon is used in cleared animal organs to improve resolution [62], its use in plant organs

has not been reported, probably because of the plant cell wall. Aqueous CPs were principally

developed to modify and elute cell components (e.g., complex sugars, proteins, and lipids), and

thus, depending on the treatment strength, a tissue can lose its integrity and become weaker [61].

Optical clearing methods for optical sectioning techniques

Until the middle of the 20th century, in-depth observation of tissues was limited by the efficiency

of fluorescence microscopes. When observing a thick sample on a standard fluorescence micro-

scope, only the surface could be imaged. At a depth within the sample, the in-focus signal was

blurred by the out-of-focus fluorescent signal from the rest of the sample. The challenge for op-

tical sectioning was to remove this out-of-focus background. The development of computer-

aided optical sectioning microscopy paved the way for 3D microscopy and promoted the devel-

opment of clearing agent applications [22].

Optical sectioning consists of selecting a specific (x,y) plane and acquiring this plane at multiple

depths. The acquired images are termed z-stacks; the lower the interval between z-stacks, the
higher the z resolution. Optical sectioning developed together with confocal microscopy. This

technique is based on wide-field illumination; because of the pinhole, only photons emitted

from the focal plane are collected, leading to removal of the out-of-focus background. Photon

dispersion, however, increases with depth of acquisition [63]. This is one of the reasons why

confocal microscopy of thick samples is highly dependent on the CP. Another way to remove

the out-of-focus background is to avoid generating it through the use of specific illumination.

Two-photon and light-sheet illumination were designed to answer this question. Compared to

confocal microscopy, such imaging is faster and less phototoxic [64,65]. Combined with different

clearing agents, light-sheet fluorescence microscopy (LSFM) has many applications and has

hence been given different names across publications (Box 2). Silvestri and colleagues [20]

present a complete overview of CPs adapted for each of the three types of microscopy tech-

niques (confocal, two-photon, and LSFM) according to their physical principles.

Spherical aberration is another factor that impacts on depth imaging [66]. This type of aberration

is determined by the point spread function (PSF) that describes the image of a single point

through an optical system, termed convolution. This function determines the resolution of an

optical system (each type of microscopy has its own shape type of PSF), and the PSF depends

on the RI of the entire imaging system. Although CPs aim to homogenize the RI between the tis-

sue and the embedding medium, a mismatch between the RI of the objective medium lens and

the clearing solution generates aberrations that lead to an extended PSF and decreased spatial
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resolution [66]. To deal with this problem,microscopemanufacturers could propose either objec-

tives with a correction RI collar or specific objectives that match the RI of the clearing solution [67].

Moreover, two numerical criteria can be calculated that predict the loss of image quality and the

best objective to use according to the clearing agent [68]. A post-computational treatment,

termed deconvolution, can also be applied to reduce aberrations. This operation reassigns the

aberrated light to its original source by reference to the theoretical PSF of the optical system (e.

g., Huygens software). Although LSFM is the most widely used microscopy technique, cleared

tissue can be imaged using a wide range of microscopes.

OPT is an adaptation of X-ray imaging tomography to optical systems [69]. In this system, the en-

tire sample is placed in a cylinder and rotated during acquisition. Light transmission images –

termed projections or tomographic sections – are collected in different directions. 3D reconstruc-

tion based on each projection is then performed using an algorithm [70]. The technique is com-

patible with fluorescence, and the system is known as emission OPT [71]. OPT systems are

highly sensitive to tissue scattering, and their optimization is therefore closely related to the devel-

opment of appropriate clearing agents. Lee and colleagues [29] first observed various BABB-

cleared A. thaliana organs under an OPT system but could not go beyond 15 mm depth. They

subsequently reported anM-OPT system in 2016 [30] that allowed 3D imaging of very large spec-

imens (up to 60 mm tall and 45 mm deep) and that could be used with any clearing agent (reso-

lution range = 6.5–62.5 μm/voxel). The use of M-OPT to image FP signals in cleared plant tissues

has not been reported. However, because OPT is suitable for use with fluorescent imaging, new

user-friendly hardware and software are available [72], M-OPT holds great promise for deep-

Box 2. Focus on light-sheet fluorescence microscopy (LSFM)

The development of LSFM was a breakthrough innovation in optical sectioning [95]. In LSFM, the specimen is illuminated

by a sheet of light perpendicular to the detection system, and the center of the light sheet matches the focal plane. The

main advantage is that fluorophores outside this plane are not illuminated, and noise and phototoxicity are correspondingly

lower. Nevertheless, the system is highly sensitive to scattering and absorption because photons emitted in the focal plane

must travel through the rest of the tissue before reaching the objective. Moreover, a specific mounting system is required

regarding the angle of illumination and mostly involves fixing a piece or an entire specimen onto a support.

The combination of planar illumination with fluorescence imaging was first developed under the name orthogonal plane

fluorescence optical sectioning (OPFOS) [96]. Faced with the opacity of bones, the first guinea pig cochlea observed

under a light-sheet microscope was cleared using Spalteholz clearing agent. This first LSFM was developed with a CP,

thus presaging the concerted development of microscopy and sample preparation techniques. A device combining

perpendicular illumination and point scanning confocal microscopy was developed and gave better axial resolution than

ordinary confocal microscopy [97]. In 2004 Huisken and colleagues [98] optimized their instrument by using wide-field

detection instead of confocal detection: selective plane illumination microscopy (SPIM) was born, and modern LSFM in

its wake. The increasing popularity of LSFM and further developments of the technique by scientists and instrument man-

ufacturers led to LSFM being recognized as 'method of the year' by the journal Nature in 2014.

LSFM implementations have concerned illumination and detection optics (e.g., two-side illumination, two detection paths,

upright or inverted, four paths used at detection and illumination, multidirectional illumination). Moreover, standard

Gaussian beam light-sheet microscopy has been modified to enhance LFSM performance (e.g., digitally scanned laser

light-sheet, light coherence controlled; coupled with two-photon or multiphoton illumination; replaced by self-

reconstructing beams, lattice light sheet, IR light sheet) [99]. These enhancements lead to homogenization of

illumination; correction of the shadow effect and stripe artifacts; and increased imaging speed, resolution, and depth of

penetration. In 2020, Masters [100] published an insightful book about super-resolution microscopy in which advances

in LSFM are well described and discussed. Moreover, there are several post-processing treatments that can improve

image quality [99]. Of all the LSFM setups that are currently available, it is very important to select the one that suits the

biological cleared sample and the experiment of interest [101].

Concerning plant research, a review by Ovečka and colleagues [102] presents and discusses the imaging of plant

development by LSFM. Most publications on plant tissue imaging by LSFM concern in vivo acquisition. Although some

publications are now dedicated to LSFM on cleared samples [103], none has yet addressed cleared plant tissues.
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volume imaging in cleared plant tissue. Other devices have been used with clearing agents, but

have still not yet been applied to plant tissues.

Stimulated Raman scattering (SRS)microscopy (micro‐SRS) is a recent technique based on

the combination of optical microscopy and Raman spectroscopy. This instrument can map

chemical bonds in 3D at subcellular resolution, but laser emission is sensitive to scattering, and

depth imaging is limited to 100 μm [73]. To solve this problem, CPs suitable for Raman spectros-

copy were designed to achieve lipid and protein mapping of brain tissue at a depth of 1 mm [73]

and to image collagen and hydroxyapatite during the skull clearing process [74]. Micro-SRS was

first used on A. thaliana leaves [75], and then to study the chemical composition of cuticular

waxes and cell walls, as well as to investigate agrochemicals in maize and cotton leaves [76].

The authors, however, did not mention any acquisition deep into the tissue, and micro-SRS

has not yet been applied to cleared plant samples.

Hyperspectral dark-field microscopy images nanoparticles based on their refractive spectral

signatures. In this way, it is possible to label many biological structures of interest (e.g., mRNAs,

membrane proteins) with plasmonic nanoparticles (metals). Although contrast in dark-field micros-

copy is generated by tissue scattering, the plasmonic signal is impaired by this background [77]. By

clearing human cells (in vitro lines), the signal-to-noise ratio of gold nanoparticles is five- to sixfold

greater, such that monomeric and oligomeric forms of transmembrane receptors can be distin-

guished and mRNA can be detected at single-copy resolution [77]. At tissue-scale, clearing

human skin samples allowed 2D and 3Dmapping of plasmonic nanoparticle signals and improved

the signal-to-noise ratio [78]. Many studies have traced metal particles in animal tissues using this

microscopy technique, but clearing processes are not routinely applied [79]. Concerning plant

tissues, A. thaliana roots and various legume leaves have been analyzed under a hyperspectral

dark-field microscope to image gold and iron particles, respectively, following exposure during

germination [80,81]. Once again, no CP has been reported for these tissues.

Stimulated emission depletion (STED) is a super-resolution microscopy technique based on the de-

struction of the fluorescence emission signal around the initial point of laser excitation. Many param-

eters can bemodulated on a STEDmicroscope, including implantation with other optical techniques,

to overcome the specific constraints imposed by different types of samples and thus image them in

3D [82]. Like all optical fluorescencemicroscopes, however, STED is highly sensitive to light scattering

and spherical aberrations, but can be easily combinedwith a CPwhen using fixed tissue. By adapting

the SeeDB-based protocol to super-resolution microscopy (SeeDB2), FP signals could be acquired

through a commercial STED microscope (chemical fluorophores and fluorescent proteins) in mouse

brain down to a depth of 100 μm, with 50-nm lateral resolution [46]. Angibaud and colleagues [83]

cleared mouse brain using CFM3 (RI = 1.518) and imaged it by STED immunofluorescence at a

depth of 40 μm. As Komis and colleagues mentioned [84] in their review, imaging of plant tissues

by STED techniques is very challenging. One of their outstanding questions – how to overcome the

light-scattering properties of bulk plant samples whose RIs vary widely in the axial direction – could

probably be answered by an adapted CP [85].

Concluding remarks

CPs have already provided new insights into plant tissues and chlorophyllous organs. However,

no single plant CP can suit all imaging projects because of the diversity of plant tissues and

organs. Further CP optimization for organs that contain specific light-active compounds (e.g.,

phenols) is needed [60]. Therefore, future CPs will require systematic chemical screening be-

cause all organs vary in their lipid, protein, and sugar compositions. Moreover, comparative

studies of various CPs applied to the same organ will be necessary to identify the most
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Outstanding questions

What are the greatest challenges in

applying CPs to plant cell biology?

Systemic studies comparing the

chemical effects of the CP according

to the chemical composition of the

sample will be necessary to establish

a basic protocol per tissue according

to the species and the scientific issue

being addressed. Moreover, some

CPs led to loss of content (lipids, pig-

ments) and then weaken the tissue.

Even if CPs are less likely to distort

(swelling or shrinkage) plant versus an-

imal tissues, the size variation is too

often neglected and detailed charac-

terization would be of added value in

future studies.

How to design the most relevant

clearing approach for the scientific

issue under investigation? We

recommend that CP selection should

take into account the experimental

(i) needs (e.g., volume of the specimen,

image resolution, and acquisition time),

(ii) conditions (e.g., the presence of op-

tical active compounds, use of FPs),

and (iii) constraints (e.g., safety devices

for chemical products, fluorescent mi-

croscope availability, budget), as well

as (iv) the literature (e.g., existing CPs

for different organs and species).

Why develop adapted CPs for plant

research? They will allow scientists to

overcome the limitations caused by

light scattering and open the field of

super-resolution microscopy of bulky

plant samples. Moreover, super-

resolution imaging of specific dyes

(e.g., immunolabeling) should allow or-

ganelle integrity to be evaluated follow-

ing a clearing process.

Why would a wide range of available

CPs be of added value to plant

research? A plant is associated with

other organisms (e.g., other plants, in-

sects, fungi) that together constitute a

supraorganism or holobiont. These or-

ganisms can colonize or even invade

plant tissues. To dissect holobiont

functioning, an anatomical description

and physiological understanding of

these interactions could be provided

by the use of an adequate CP in con-

junction with 3D imaging.



suitable CP, with an emphasis on CPs that are compatible with specific fluorescent dyes (e.g.,

immunofluorescence [86]). Compared to publications on animal tissues [87], the field of CPs

on plant tissue is still in its early stages, but represents a promising approach for unraveling

the anatomical and physiological complexities of plant–microbe interactions (see

Outstanding questions). CPs need to be seen in the context of studying plant physiology at different

scales, from the entire plant down to the organ level and from the cell to the protein network.

Acknowledgments

The authors thank the Burgundy FrancheComtéRegional Council for support.M.H. is the recipient of a doctoral contract accredited

by the French Ministry of Higher Education, Research, and Innovation. The authors also thank Antoine Sportes for discussions.

Declaration of interests

The authors declare no conflicts of interest.

Supplemental Information

Supplemental information associated with this article can be found, in the online version, at https://doi.org/10.1016/j.tplants.

2021.12.006.

References
1. Wei, J. et al. (2020) Low-cost and efficient confocal imaging

method for Arabidopsis flower. Dev. Biol. 466, 73–76
2. Prunet, N. (2017) Live confocal imaging of developing

Arabidopsis flowers. J. Vis. Exp. 122, 55156
3. Harrison, M.J. et al. (2002) A phosphate transporter from

Medicago truncatula involved in the acquisition of phosphate

released by arbuscular mycorrhizal fungi. Plant Cell 14,
2413–2429

4. Atkinson, J.A. and Wells, D.M. (2017) An updated protocol for

high throughput plant tissue sectioning. Front. Plant Sci. 8,
1721

5. Matryba, P. et al. (2019) Advances in ex situ tissue optical

clearing. Laser Photonics Rev. 13, 1800292
6. Spalteholz, W. (1911) Über das Durchsichtigmachen von

menschlichen und tierischen Präparaten und seine theoretischen
Bedingungen, S, Hirzel

7. Simpson, J.L.S. (1929) A short method of clearing plant

tissues for anatomical studies. Stain. Technol. 4, 131–132
8. McBryde, M.C. (1936) A method of demonstrating rust hyphae

and haustoria in unsectioned leaf tissue. Am. J. Bot. 23, 686–688
9. Lersten, N.R. (1967) An annotated bibliography of botanical

clearing methods. Iowa State J. Sci. 41, 481–486
10. Anderson, L.E. (1954) Hoyer’s solution as a rapid permanent

mounting medium for bryophytes. Bryologist 57, 242
11. Truernit, E. et al. (2008) High-resolution whole-mount imaging

of three-dimensional tissue organization and gene expression

enables the study of phloem development and structure in

Arabidopsis. Plant Cell 20, 1494–1503
12. Wuyts, N. et al. (2010) High-contrast three-dimensional imaging

of the Arabidopsis leaf enables the analysis of cell dimensions in

the epidermis and mesophyll. Plant Methods 6, 17
13. Hedhly, A. et al. (2018) Whole-mount clearing and staining of

Arabidopsis flower organs and siliques. J. Vis. Exp. 134, 56441
14. Bougourd, S. et al. (2000) An aniline blue staining procedure for con-

focal microscopy and 3D imaging of normal and perturbed cellular

phenotypes in mature Arabidopsis embryos. Plant J. 24, 543–550
15. Kurihara, D. et al. (2015) ClearSee: a rapid optical clearing

reagent for whole-plant fluorescence imaging. Development
142, 4168–4179

16. Stebbins, G.L. (1938) A bleaching and clearing method for

plant tissues. Science 87, 21–22

17. Li, Y. et al. (2016) Optically transparent wood from a nanoporous

cellulosic template: combining functional and structural

performance. Biomacromolecules 17, 1358–1364

18. Herr, J.M. (1971) A new clearing-squash technique for the study of

ovule development in angiosperms. Am. J. Bot. 58, 785–790

19. Gardner, R.O. (1975) An overview of botanical clearing technique.

Stain. Technol. 50, 99–105
20. Silvestri, L. et al. (2016) Clearing of fixed tissue: a review from a

microscopist’s perspective. J. Biomed. Opt. 21, 081205
21. Richardson, D.S. and Lichtman, J.W. (2015) Clarifying tissue

clearing. Cell 162, 246–257
22. Becker, K. et al. (2020) Chemical clearing of brains. In

Handbook of Neurophotonics (Pavone, F.S. and Shoham,

S., eds), pp. 191–220, CRC Press

23. Littlejohn, G.R. and Love, J. (2012) A simple method for

imaging Arabidopsis leaves using perfluorodecalin as an infil-

trative imaging medium. J. Vis. Exp. 59, 3394
24. Littlejohn, G.R. et al. (2014) An update: improvements in imaging

perfluorocarbon-mounted plant leaves with implications for

studies of plant pathology, physiology, development and cell

biology. Front. Plant Sci. 5, 140
25. Timmers, A.C.J. (2016) Light microscopy of whole plant

organs: light microscopy of whole plant organs. J. Microsc.
263, 165–170

26. Villani, T.S. et al. (2013) An improved clearing and mounting

solution to replace chloral hydrate in microscopic applications.

Appl. Plant Sci. 1, 1300016
27. Urban, M.A. et al. (2018) Cuticle and subsurface ornamentation

of intact plant leaf epidermis under confocal and superresolution

microscopy. Microsc. Res. Tech. 81, 129–140
28. Ashraf, M.A. and Rahman, A. (2019) Cold stress response

in Arabidopsis thaliana is mediated by GNOM ARF-GEF.

Plant J. 97, 500–516
29. Lee, K. et al. (2006) Visualizing plant development and gene

expression in three dimensions using optical projection

tomography. Plant Cell 18, 2145–2156
30. Lee, K.J.I. et al. (2016) Macro optical projection tomography for

large scale 3D imaging of plant structures and gene activity.

J. Exp. Bot. 68, 527–538
31. Cabrera, J. et al. (2018) A phenotyping method of giant cells from

root-knot nematode feeding sites by confocal microscopy highlights

a role for CHITINASE-LIKE 1 in Arabidopsis. Int. J. Mol. Sci. 19, 429
32. Schwarz, M.K. et al. (2015) Fluorescent-protein stabilization

and high-resolution imaging of cleared, intact mouse brains.

PLoS ONE 10, e0124650

33. Gilleron, J. et al. (2020) Exploring adipose tissue structure by

methylsalicylate clearing and 3D imaging. J. Vis. Exp. 162, 61640
34. Kalinowska, K. et al. (2020) Imaging of embryo sac and early

seed development in maize after feulgen staining. In Plant
Embryogenesis: Methods and Protocols (Bayer, M., ed.),

pp. 191–203, Springer, USA

Trends in Plant Science

Trends in Plant Science, June 2022, Vol. 27, No. 6 613



35. González-Gutiérrez, A.G. et al. (2020) Simple whole-mount

staining protocol of F-actin for studies of the female gameto-

phyte in agavoideae and other crassinucellate ovules. Front.
Plant Sci. 11, 384

36. He, Y. et al. (2021) An optical clearing technique to visualize

internal root structure. ResearchSquare Published online August

17, 2021. http://dx.doi.org/10.21203/rs.3.rs-753274/v1

37. Ke, M.-T. et al. (2013) SeeDB: a simple and morphology-pre-

serving optical clearing agent for neuronal circuit reconstruc-

tion. Nat. Neurosci. 16, 1154–1161
38. Lu, L. et al. (2020) A rapid and effective optical-clearing tech-

nique for deep tissue fluorescence imaging in trees. Trees 34,

783–790

39. Benatti, M.N. (2011) A simple clearing technique to aid in the

recognition of cilia and rhizinae structure in the Parmeliaceae.

Opuscula Philolichenum 9, 21–25

40. Staudt, T. et al. (2007) 2,2′-Thiodiethanol: a new water soluble

mounting medium for high resolution optical microscopy.

Microsc. Res. Tech. 70, 1–9
41. Aoyagi, Y. et al. (2015) A rapid optical clearing protocol using

2,2′-thiodiethanol for microscopic observation of fixed mouse

brain. PLoS One 10, e0116280

42. Costantini, I. et al. (2015) A versatile clearing agent for multi-

modal brain imaging. Sci. Rep. 5, 9808
43. Hasegawa, J. et al. (2016) Three-dimensional imaging of plant

organs using a simple and rapid transparency technique. Plant
Cell Physiol. 57, 462–472

44. Musielak, T.J. et al. (2016) A versatile optical clearing protocol

for deep tissue imaging of fluorescent proteins in Arabidopsis
thaliana. PLoS One 11, e0161107

45. Sakamoto, Y. et al. (2022) Improved clearing method con-

tributes to deep imaging of plant organs Commun. Biol. 5,
12

46. Ke, M.-T. et al. (2016) Super-resolution mapping of neuronal

circuitry with an index-optimized clearing agent. Cell Rep. 14,
2718–2732

47. Hama, H. et al. (2011) Scale: a chemical approach for fluores-

cence imaging and reconstruction of transparent mouse brain.

Nat. Neurosci. 14, 1481–1488
48. Warner, C.A. et al. (2014) An optical clearing technique for

plant tissues allowing deep imaging and compatible with fluo-

rescence microscopy. Plant Physiol. 166, 1684–1687
49. Nadzieja, M. et al. (2019) A toolkit for high resolution imaging of

cell division and phytohormone signaling in legume roots and

root nodules. Front. Plant Sci. 10, 1000
50. Duman, Z. et al. (2020) Short de-etiolation increases the

rooting of VC801 avocado rootstock. Plants 9, 1481

51. Ho, W.W.H. et al. (2020) Integrative multi-omics analyses of

barley rootzones under salinity stress reveal two distinctive

salt tolerance mechanisms. Plant Commun. 1, 100031
52. Chen, M. et al. (2021) VAPYRIN attenuates defence by

repressing PR gene induction and localized lignin accumulation

during arbuscular mycorrhizal symbiosis of Petunia hybrida.
New Phytol. 229, 3481–3496

53. Eliyahu, A. et al. (2020) Vegetative propagation of elite Euca-
lyptus clones as food source for honeybees (Apis mellifera);
adventitious roots versus callus formation. Israel J. Plant
Sci. 67, 83–97

54. Kinoshita, A. et al. (2020) Expression profiles of

ANGUSTIFOLIA3 and SHOOT MERISTEMLESS, key genes

for meristematic activity in a one-leaf plant monophyllaea

glabra, revealed by whole-mount in situ hybridization. Front.
Plant Sci. 11, 1160

55. Nagaki, K. et al. (2017) ePro-ClearSee: a simple immunohisto-

chemical method that does not require sectioning of plant

samples. Sci. Rep. 7, 42203
56. Kurihara, D. et al. (2021) ClearSeeAlpha: advanced optical

clearing for whole-plant imaging. Plant Cell Physiol. 62,

1302–1310

57. Affaticati, P. et al. (2018) X-FaCT: Xenopus-fast clearing tech-

nique. In Xenopus: Methods and Protocols (Vleminckx, K., ed.),

pp. 233–241, Humana Press

58. Hériché, M. et al. (2022) New clearing protocol for tannic

roots optical imaging. Trends Plant Sci. 27, 616–617

59. Chung, K. et al. (2013) Structural and molecular interrogation of

intact biological systems. Nature 497, 332–337

60. Palmer, W.M. et al. (2015) PEA-CLARITY: 3D molecular imaging

of whole plant organs. Sci. Rep. 5, 13492
61. Palmer, W.M. et al. (2018) 3D clearing and molecular labeling in

plant tissues. In Photosynthesis: Methods and Protocols
(Covshoff, S., ed.), pp. 285–304, Humana Press

62. Murakami, T.C. et al. (2018) A three-dimensional single-cell-

resolution whole-brain atlas using CUBIC-X expansion micros-

copy and tissue clearing. Nat. Neurosci. 21, 625–637
63. Conchello, J.-A. and Lichtman, J.W. (2005) Optical sectioning

microscopy. Nat. Methods 2, 920–931

64. Helmchen, F. and Denk, W. (2005) Deep tissue two-photon

microscopy. Nat. Methods 2, 932–940

65. Mertz, J. (2011) Optical sectioning microscopy with planar or

structured illumination. Nat. Methods 8, 811–819

66. Silvestri, L. et al. (2014) Correcting spherical aberrations in con-

focal light sheet microscopy: a theoretical study: aberrations in

light sheet microscopy. Microsc. Res. Tech. 77, 483–491
67. Marx, V. (2014) Microscopy: seeing through tissue. Nat.

Methods 11, 1209–1214

68. Asteriti, S. et al. (2020) Two simple criteria to estimate an ob-

jective’s performance when imaging in non design tissue clear-

ing solutions. J. Neurosci. Methods 332, 108564

69. Sharpe, J. (2002) Optical projection tomography as a tool for

3D microscopy and gene expression studies. Science 296,

541–545

70. Haisch, C. (2012) Optical tomography. Annu. Rev. Anal. Chem.
5, 57–77

71. Walls, J.R. et al. (2007) Resolution improvement in emission

optical projection tomography. Phys. Med. Biol. 52,

2775–2790

72. Vallejo Ramirez, P.P. et al. (2019) OptiJ: open-source optical

projection tomography of large organ samples. Sci. Rep. 9,
15693

73. Wei, M. et al. (2019) Volumetric chemical imaging by clearing-

enhanced stimulated Raman scattering microscopy. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 116, 6608–6617

74. Chen, Y. et al. (2019) Coherent Raman scattering unravelling

mechanisms underlying skull optical clearing for through-skull

brain imaging. Anal. Chem. 91, 9371–9375
75. Littlejohn, G.R. et al. (2015) In vivo chemical and structural

analysis of plant cuticular waxes using stimulated Raman scat-

tering microscopy. Plant Physiol. 168, 18–28
76. Mansfield, J.C. et al. (2013) Label-free chemically specific im-

aging in planta with stimulated raman scattering microscopy.

Anal. Chem. 85, 5055–5063
77. Cui, Y. et al. (2016) Optical clearing delivers ultrasensitive

hyperspectral dark-field imaging for single-cell evaluation.

ACS Nano 10, 3132–3143

78. Touloumes, G.J. et al. (2020) Mapping 2D- and 3D-distributions

of metal/metal oxide nanoparticles within cleared human ex vivo

skin tissues. NanoImpact 17, 100208
79. Mehta, N. et al. (2021) Dark-field hyperspectral imaging for

label free detection of nano-bio-materials. Wiley Interdiscip.
Rev. Nanomed. Nanobiotechnol. 13, e1661

80. Avellan, A. et al. (2017) Nanoparticle uptake in plants: gold

nanomaterial localized in roots of Arabidopsis thaliana by

X-ray computed nanotomography and hyperspectral imaging.

Environ. Sci. Technol. 51, 8682–8691
81. Boutchuen, A. et al. (2019) Increased plant growth with hema-

tite nanoparticle fertilizer drop and determining nanoparticle

uptake in plants using multimodal approach. J. Nanomater.
2019, 6890572

82. Vicidomini, G. et al. (2018) STED super-resolved microscopy.

Nat. Methods 15, 173–182

83. Angibaud, J. et al. (2020) A simple tissue clearing method for

increasing the depth penetration of STED microscopy of fixed

brain slices. J. Phys. D Appl. Phys. 53, 184001
84. Komis, G. et al. (2015) Super-resolution microscopy in plant

cell imaging. Trends Plant Sci. 20, 834–843
85. Rae, A.E. et al. (2020) Super-resolution fluorescence imaging

of arabidopsis thaliana transfer cell wall ingrowths using

pseudo-schiff labelling adapted for the use of different dyes.

Plant Cell Physiol 61, 1775–1787

Trends in Plant Science

614 Trends in Plant Science, June 2022, Vol. 27, No. 6



86. Messal, H.A. et al. (2021) Antigen retrieval and clearing for

whole-organ immunofluorescence by FLASH. Nat. Protoc.
16, 239–262

87. Avilov, S.V. (2021) Navigating acrossmulti-dimensional space of tis-

sue clearing parameters. Methods Appl. Fluoresc. 9, 022001
88. Vieites-Prado, A. and Renier, N. (2021) Tissue clearing and

3D imaging in developmental biology. Development 148,
dev199369

89. Dapson, R.W. (2016) Schiff and pseudo-Schiff reagents: the

reactions and reagents of Hugo Schiff, including a classification

of various kinds of histochemical reagents used to detect alde-

hydes. Biotech. Histochem. 91, 522–531
90. Freudiger, C.W. et al. (2008) Label-free biomedical imaging

with high sensitivity by stimulated raman scattering micros-

copy. Science 322, 1857–1860

91. Neuhaus, B. et al. (2017) Collection management and study of mi-

croscope slides: storage, profiling, deterioration, restoration proce-

dures, and general recommendations. Zootaxa 4322, 1–173

92. Gusachenko, I. et al. (2017) Multimode fibre based imaging for

optically cleared samples. Biomed. Opt. Express 8, 5179

93. Dent, J.A. et al. (1989) A whole-mount immunocytochemical

analysis of the expression of the intermediate filament protein

vimentin in Xenopus. Development 105, 61–74
94. Morley, T. (1968) Accelerated dlearing of plant leaves by NaOH

in association with oxygen. Stain. Technol. 43, 315–319

95. Reynaud, E.G. et al. (2015) Guide to light-sheet microscopy for

adventurous biologists. Nat. Methods 12, 30–34

96. Voie, A.H. et al. (1993) Orthogonal-plane fluorescence optical

sectioning: three-dimensional imaging of macroscopic biologi-

cal specimens. J. Microsc. 170, 229–236
97. Stelzer, E.H.K. and Lindek, S. (1994) Fundamental reduction of

the observation volume in far-field light microscopy by detection

orthogonal to the illumination axis: confocal theta microscopy.

Opt. Commun. 111, 536–547
98. Huisken, J. (2004) Optical sectioning deep inside live embryos

by selective plane illumination microscopy. Science 305,

1007–1009

99. Ricci, P. et al. (2022) Removing striping artifacts in light-sheet

fluorescence microscopy: a review. Prog. Biophys. Mol. Biol.
168, 52–65

100. Masters, B.R. (2020) Superresolution Optical Microscopy: The

Quest for Enhanced Resolution and Contrast. Springer

101. Kromm, D. et al. (2016) An eye on light-sheet microscopy.

Methods Cell Biol. 133, 105–123
102. Ovečka, M. et al. (2018) Multiscale imaging of plant develop-

ment by light-sheet fluorescence microscopy. Nat. Plants 4,

639–650

103. Chakraborty, T. et al. (2019) Light-sheet microscopy of cleared

tissues with isotropic, subcellular resolution. Nat. Methods 16,

1109–1113

Trends in Plant Science

Trends in Plant Science, June 2022, Vol. 27, No. 6 615



New clearing protocol for tannic roots optical imaging
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The understanding of plant physiological complexity requires 3D imaging of the entire organ with subcellular

resolution. However, most plant organs are highly opaque to light and their study under optical sectioning

microscopes is difficult. By gathering the latest developments in the field of optical clearing of pigmented plant

tissues, it was found that the clearing tannic roots (CTR) protocol drastically reduces light absorption by a

depigmentation step and light scattering by the homogenisation of refractive indices through entire grapevine roots.

TrendsTrends inin PlantPlant ScienceScience

Grapevine roots, labelled with propidium iodide (PI), imaged through a confocal laser fluorescent microscope (Leica

SP8, ×16, immersion objective glycerol 55%, wavelength excitation: 552 nm, emission: 589–653 nm). Overlay of

brightfield and PI signal of an uncleared root (A); cleared root (B) at a depth of 130 μm in z axis. 3D reconstruction of

PI signal (C) corresponds to root (B). The nuclear staining by PI is clearly recorded on the entire root thickness (250 μm).
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ADVANTAGES:

CTR provides access to 3D anatomical

features of perennial plant tissues

without physical sectioning.

CTR is efficient on lignified roots, larger

than 250 μm, of two different rootstocks

(Riparia and SO4).

The ClearSeeAlpha clearing process

preserves fluorescence signal and is

suitable for use with endogenous probes

(e.g., mClover).

CTR can be applied to roots colonised

by bacteria and/or fungi. Promising new

anatomical and physiological insights

concerning parasitism and symbiosis

mechanisms at the organ and entire

plant scale can be obtained.

CHALLENGES:

The sample preparation is

time-consuming (2 weeks minimum are

needed). Each step has to be adapted

according to the age of the sample and

growing conditions (e.g., substrates).

This method must be tested on older

tissues, species, and field samples.

Chemical and enzymatic treatments

can lead to a loss of tissue component

(e.g., lipids and oligosaccharide,

respectively).

Imaging in depth requires a specific

mounting procedure (spacers between

glass and coverslip) and requires specific

equipment (long working distance and

immersion objectives).

With regard to depth imaging, using CTR

and a high performance microscope

rather than a confocal microscope,

should overcome the 250 μm thickness

limitation (e.g., light sheet fluorescent

microscope).

*Correspondence:
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Abstract
Arbuscular mycorrhiza, one of the oldest interactions on earth (~ 450 million years old) and a first-class partner for plants to 
colonize emerged land, is considered one of the most pervasive ecological relationships on the globe. Despite how important 
and old this interaction is, its discovery was very recent compared to the long story of land plant evolution. The story of the 
arbuscular mycorrhiza cannot be addressed apart from the history, controversies, and speculations about mycorrhiza in its 
broad sense. The chronicle of mycorrhizal research is marked by multiple key milestones such as the initial description of 
a “persistent epiderm and pellicular wall structure” by Hartig; the introduction of the “Symbiotismus” and “Mycorrhiza” 
concepts by Frank; the description of diverse root-fungal morphologies; the first description of arbuscules by Gallaud; 
Mosse’s pivotal statement of the beneficial nature of the arbuscular mycorrhizal symbiosis; the impact of molecular tools on 
the taxonomy of mycorrhizal fungi as well as the development of in vitro root organ cultures for producing axenic arbuscular 
mycorrhizal fungi (AMF). An appreciation of the story – full of twists and turns – of the arbuscular mycorrhiza, going from 
the roots of mycorrhiza history, along with the discovery of different mycorrhiza types such as ectomycorrhiza, can improve 
research to help face our days’ challenge of developing sustainable agriculture that integrates the arbuscular mycorrhiza and 
its ecosystem services.

Keywords Mycorrhiza · History · Functional analysis · Field management

Introduction

Agriculture started some 10,000 years ago in the area 
now called the Fertile Crescent. Humans empirically 
developed many skills to shape soils for plant cultivation. 
The modern agricultural concept has turned the additional 
focus to soil microorganisms as they can modify nutrient 
cycles, promote plant growth, and enhance stress resist-
ance. The impact of microorganisms on plant development 
and health can be illustrated by mycorrhiza, a symbio-
sis between most land plants and soil-borne fungi. Since 
Frank introduced the word “mycorrhiza” 136 years ago 
(Frank 1885), mycorrhizal symbiosis has grown into a 
dedicated discipline: the scientific community aims at elu-
cidating its features and implications for both plant and 
fungal partners as well as for other microorganisms such 
as bacteria. The concept of beneficial symbiosis, however, 
was not always as accepted as it is today, and it took many 
years of experimentation and controversy to reach our cur-
rent level of understanding.
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Present challenges and concepts regarding arbuscu-
lar mycorrhizal symbiosis cannot be appreciated without 
knowledge (sometimes unknown to mycorrhizologists) of 
the history, controversies, and speculations on plant root 
associations with soil-borne fungi. Indeed, even if arbuscular 
mycorrhiza is the oldest form of mycorrhiza on earth, it was 
not the first form of mycorrhiza to be discovered and studied. 
The story started in temperate areas, in forests where early 
investigators discovered and worked on the predominant 
type of mycorrhiza, namely the ectomycorrhiza. That is why, 
if one wants to understand and tell the story of arbuscular 
mycorrhiza, one must understand the story of mycorrhiza 
in its broad sense, which took root with the ectomycorrhiza.

The nineteenth century: the "roots" 
of mycorrhiza

The story of mycorrhiza starts with Monotropa, a non- 
photosynthetic plant whose parasitic nature was controversial 
(Curtis and Hooker 1828). In 1832, Elias Fries initially rec-
ognized fungal structures on the outer surface of Monotropa 
roots and named the fungus Tuburcinia monotropa (Fries 
1832; Hatch 1937). Franciszek Kamiensky (1882) and others 
observed similar structures on trees and reported that “les 
racines de quelques arbres présentent avec les racines du 
Monotropa la plus grande ressemblance” (Hatch 1937). In 
1840, Theodor Hartig drew and characterized structures on 
pine roots as “a persistent periderm” and a “pellicular wall 
structure,” as if they were plant structures, not fungal ones. 
The latter intraradical structures were named “Hartig net” 
years after Theodor Hartig’s discovery (Hacskaylo 2017). 
Following T. Hartig’s description, many discussions went 
on about tree roots, especially about the presence or absence 
of root hairs (Hartig 1840; Schacht 1853, 1854; Gasparrini 
1856; Schwartz 1883; Hatch 1937). For example, while stud-
ying tree root hairs, Guglielmo Gasparrini (1856) discovered 
that fungi were present within tree roots, and he considered 
them pathogens (Trappe 2005a). Scientists attempted to clas-
sify trees based on a supposed link between root hairs, root 
length and the presence of fungi. In 1893, Georg Frederik 
Ludvig Sarauw considered this classification as probably 
wrong because root hairs had been confused with fungal 
structures in previous publications (Sarauw 1893). After 
Hellmut Bruchmann (1874) – who was the first to note that 
the Hartig net was made of fungal mycelium – many publica-
tions reported the presence of the Hartig net, but as an indica-
tor of the presence of a plant pathogen (Boudier 1876; Reess 
1880; Gibelli 1883). Some, like Wilhelm Pfeffer (1877) and 
Heinrich Anton de Bary (1879) proposed the idea, contro-
versial at the time, that fungi could be the cause and not 
the consequence of plant diseases. Giuseppe Gibelli (1883), 
while working on the ink disease of chestnut trees, observed 

the same fungal mantle on both healthy and diseased roots. 
He hypothesized that the roots of other trees may have such 
a fungal mantle. By comparing roots of different species, 
he observed roots with and without a mantle. He concluded 
that to quote Gibelli, the “ilnemico implacabile” (the implac-
able enemy, reference to mycorrhizal fungi) infection did not 
jeopardize tree growth and was tolerated because no injury 
was recorded. Gibelli also mentioned a controlled inoculation 
experiment as a means to investigate the features of this unu-
sual interaction. This work started a decade-long controversy 
about the role of fungi (now known as mycorrhizal fungi) in 
colonized land plants.

The famous German botanist Albert Bernhard Frank is 
considered to be the long-misunderstood father of mycor-
rhiza. His non-traditional scientific approach was so far 
ahead of his time that he was strongly criticized for decades 
by his contemporaries until his hypotheses were accepted, 
as reported by Alden Bruce Hatch (1937): “There is prob-
ably no incident in the history of mycorrhizal investigations 
which has been more often related than the storm of criti-
cism which immediately followed the publication of Frank’s 
first paper.” While on a mission for the King of Prussia—
Wilhelm the first—on the development of truffle farming in 
1885, Frank published a paper entitled “Über die auf Wur-
zelsymbiose beruehende Ernährung gewisser Bäume durch 
unterirdische Pilze” translated as “On the nutritional depend-
ence of certain trees on root symbiosis with belowground 
fungi” (Trappe 2005b), introducing the term “Mykorrhiza” 
to describe the interaction between ectomycorrhizal fungi 
and tree roots as currently known. Gibelli in Italy and Frank 
in Germany simultaneously conducted extensive surveys of 
plants colonized by mycorrhizal fungi (Gibelli 1883; Frank 
1885). The high quality and extraordinary details of Frank’s 
drawings remain unmatched (Trappe 2005a). He ascribed 
the hypertrophy of outer cortical cells and the decrease in 
root hairs to a physical consequence of the fungal invasion. 
Fifty years later, Visvaldis Slankis (1948, 1949) showed that 
root hairs are suppressed after a biochemical reaction to fun-
gal exudates during root invasion. However, this complex 
phenomenon, coming from complex interactions, could not 
be reduced to a unique biochemical event (Bonfante-Fasolo 
and Scannerini 1992). Frank also explored many features of 
the mycorrhizal interaction, such as the effect of soil depth 
and the pattern of root colonization by fungal species during 
tree development.

Tantalizing as it was, Frank’s mutualistic interaction 
concept/hypothesis (Frank 1885) was initially rejected by 
his contemporaries. One of his most fervent opponents was 
probably Theodor Hartig’s son, Robert Hartig, with his 
famous criticism of Frank’s work (Hartig 1888). Neverthe-
less, some said that Robert eventually agreed with Frank’s 
theory years later (Hacskaylo 2017). The concept of mutual-
ism (but also commensalism and parasitism) was initially 
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proposed by Pierre-Joseph van Beneden (1875) in animal 
associations and then followed by Wilhelm Pfeffer (1877) in 
the context of associations between orchid roots and fungi. 
Simon Schwendener (1869) compared lichen-forming fungi 
to “parasites, although with the wisdom of statesmen” and 
Frank (1877) later proposed the term “Symbiotismus,” 
i.e., living together, to explain these interactions. In 1879, 
“Symbiotismus” was extended by De Bary (often wrongly 
considered the creator of this concept) in a broader sense as 
“symbiosis, living together of dissimilar organisms.” Frank’s 
mutualistic interaction included a theory about nutrition, and 
he described the pathway of mineral nutrient transfer as fol-
lows: first, fungi extract and absorb mineral nutrients from 
humus, then they transform mineral nutrients for transport 
through the mycelium, and finally, they transfer those min-
eral nutrients to the host plant through intraradical fungal  
structures. Forty-two years later, A.B. Hatch (1937) was one 
of the first to corroborate Frank’s mineral nutrient pathway. 
Close to seventy years after Frank’s statement, Melin and 
Nilsson (1950, 1957) experimentally confirmed these soil 
mineral nutrient pathways, showing phosphorus (32P) deliv-
ery by ectomycorrhizal fungi to plants, and carbon (14C) 
transfer from plants to fungi. Hacskaylo’s memoir (Hacskaylo  
2017) gave an emotional and outstanding overview of Elias 
Melin’s research career in the mid-twentieth century.

In 1887, Frank initially reported two different types of myc-
orrhiza (Frank 1887), “ectotrophic” ones and “endotrophic” 
ones; the “endotrophic” first concerned ericaceous and orchid 
mycorrhizas, with arbuscular mycorrhiza, only included sub-
sequently. One of his students (Albert Schlitz) established a 
thorough list of mycorrhizal plants and concluded that myc-
orrhizal interactions are found in “poor nutrient” soils and 

specifically in plant species with “thick fleshy roots, few root 
hairs, and reduced root systems” (Schlicht 1889).

It is noteworthy that in 1842, 40 years before Frank, Carlo 
Vittadini hypothesized that plants could absorb nutrients by 
extracting them from fungi as if the plant intended to attack 
the fungus; he wrote “…it is our decided opinion that beyond 
all doubt the higher plants absorb nutrients from the fungus 
by their feeder rootlets.” However, he did not mention that 
the fungus was taking carbon from the plants (Trappe 2005a). 
In 1894, Frank wrote that fungi transfer mineral nutrients to 
plants and hypothesized that plants provided carbon from 
photosynthesis to the fungi, supporting the idea of a mutu-
alistic interaction (Frank 1894).  Frank also suggested that 
mycorrhizal fungi could digest forest humus to extract and 
deliver proteins to plants. It took over 90 years to confirm 
that (i) some ectomycorrhizal fungi are capable of decom-
posing organic sources of nutrients (Read 1987), (ii) some of 
them have hemicellulose degradation activity (Durall et al. 
1994), and (iii) some plants cannot extract organic nitrogen 
from humus without the help of those specific fungi (Trappe 
2005b). Frank’s article (1894) has a wealth of information for 
mycorrhizologists. Frank showed for the first time, empiri-
cal evidence of a nutritional role of mycorrhizal symbiosis 
with an experiment comparing sterilized and non-sterilized 
soils (Fig. 1).

In 1896, the Frenchman Pierre Dangeard described endo-
trophic mycorrhiza – now known as arbuscular mycorrhiza 
(AM) – in poplar roots (Dangeard 1896) and consequently 
named the fungus Rhizophagus populinus, “poplar root 
eater” (Dangeard 1900). Jacobus Marinus Janse (1897), 
while working on coffee trees in Java, first reported myc-
orrhiza in the tropics. He also initially described fungal 

Fig. 1  Frank showed for the first time the empirical evidence of the 
nutritional role of mycorrhizal symbiosis (Franck 1885, 1894). Pho-
tograph of Franck’s first assay on mycorrhization. Franck conducted 
a 3-year experiment on spruce grown in pots containing either 
Spruce forest natural soil (Unsterilisirt) and the same heat-sterilized 
soil without (Sterilisirt) or with developing ectomycorrhizas (Steri-
lisirt, spontan inficirt). Spruce trees grown in unsterilized soil had 

many needle ramifications (they were “with strong health and wild” 
and bright green), whereas those grown in sterilized soil were small, 
unhealthy, and yellowish. According to Frank, spruces in the leftmost 
pots were recently colonized by mycorrhizal fungi (presence of a 
mantle only on the young roots) probably originated from the unsteri-
lized pots
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microstructures, such as “intramatricial spores,” “vesicles,” 
“sporangioles,” and “undefined structures” in plant roots.

Many pioneering research works on mycorrhiza emerged 
in the nineteenth century. As the worldwide access to other 
scientific work was not yet as developed as it is nowadays, 
it is noteworthy that most researchers knew little about 
the studies of others at the time. Although Frank’s work 
attempted to characterize the mycorrhizal interaction as ben-
eficial, most scientists considered it parasitic.

Early twentieth century research: 
the mycorrhiza, from parasitism 
to mutualism

Research in the early 1900s did not establish a clear status 
for the mycorrhizal association, mainly due to difficulties in 
detecting and growing fungi.

Despite the two World Wars, major advances occurred 
during the twentieth century. In 1904, Ernest Isidore Gallaud 
(1904) initially described fungal structures within plant roots, 
such as arbuscules (Fig. 2), previously named “undefined 
structures” by Janse (1897). Arbuscules are fungal extensions 
that penetrate the plant cell wall and push back the plasma 
membrane, expanding the plant-fungal interaction zone. Gal-
laud’s microscopic observations revealed that the “sporangi-
oles” reported by Janse (1897) have degenerated arbuscules. 
Gallaud writes in his manuscript that the degenerated arbus-
cules have a granular aspect as if they were digested. In his 
thesis, written in French, the translation of some concluding 
sentences about his observations is “…taking all previous 
results into account, we might suggest a role of endophytes. 
They are internal saprophytes, which, by their very differen-
tiated haustoria-like structures, borrow non-living nutritive 
elements from cells of the cortical parenchyma of the roots 
they face. These cells react very quickly to the fungus by 
killing, digesting, and absorbing the intracellular haustoria-
like structure, before returning to their normal lifestyle after 
a temporary shift. We cannot say that there is a harmonious 
symbiosis between the two plants, but a struggle between 
the invading fungus, but relatively harmless, and the cells 
defending through their digestive power. There is no doubt 
that the fungus takes advantage of the plant and elements 
necessary to continue its way ahead. However, by digesting 
the arbuscules, the plant only takes back a small part of the 
elements taken by the fungus” (Gallaud 1904).

In the early twentieth century, many scientists tried to estab-
lish the prevalence of the mycorrhizal interaction in different 
ecosystems such as Henrik Hesselman (1900) in arctic regions, 
Elias Melin (1917 to 1927, correlation of mycorrhizal abun-
dance with the humus layer) in Sweden (Melin 1917, 1923, 
1924, 1925, 1927), and Koki Masui (1927) and Töichi Asai 
(1934) in Japan (Asai 1934; Hatch 1937). The list of researchers 

who performed similar works is long, but we should mention 
J.M. Janse (1897), W.B. McDougall (1922), R. Paulson (1924), 
G. Samuel (1926), S.L. Kessel (1927), M.L. Lohman (1927), 
L.J. Pessin (1928), A.P. Kelley (1932), and R.E. McArdle 
(1932).

Despite numerous articles in the first half of the twen-
tieth century showing the great abundance of mycorrhiza 
in natural environments as well as communications and 
articles challenging the community, mycorrhizal fungi still 
had a “pathogenic reputation” (Jones 1924; O’Brien and 
McNaughton 1928; Koch 1935; Bruges 1936; Hildebrand 
and Koch 1936). At the same time, Fred Revel Jones (1924) 
had a mitigated statement; while still considering mycor-
rhizal fungi as pathogens, he conceded that “…conspicuous 
vigor in these plants in any locality can hardly be ascribed to 
the absence of this fungus” (Jones 1924; Koide and Mosse 
2004). Furthermore, Jones confirmed Schlicht’s assumption 
(1889) that fungal infection was lower in rich soils (Schlicht  
1889). Based on color intensity (optical density), Jones 
hypothesized that hyphae outside roots and between cells 
were empty, whereas hyphae forming arbuscular structures 
were full. Beniamino Peyronel worked on the description of 
mycorrhizal interactions from 1920 to the end of his career. 
He classified fungi by following the mycelium from the root 
to the spore as Endogone fuegiana, Endogone vesiculifera, 
and Endogone sp (Peyronnel 1923, 1924, 1937).

Mycorrhizal research remained active during the Sec-
ond World War. Although mostly unknown to the scientific 
community, Töichi Asai’s work during that period should 
be remembered. In 1942, he published a paper summariz-
ing his discoveries in fifteen major points. Among those, 
we should notice his experiment with sterilized and inocu-
lated soils (similar to Frank’s in 1894); plants did not form 
mycorrhiza in sterilized soils, but inoculation of a mix of 
sterilized soil and garden soil improved plant development 
(Asai 1942). Some of his contemporaries attributed the 
positive impact of soil inoculation to microbial detoxifica-
tion of heat-treated soil, as reported by Koide and Mosse 
(2004). Asai also reported that plant development depended 
on the speed and intensity of fungal root colonization. He 
showed that nutrient solutions could inhibit mycorrhizal 
fungal development, meaning that fungal growth depended 
on the soil nutrient content and he hypothesized that fungi 
could act as a nutrient mediator for plants. It took over 
20 years to confirm that soil fertilization, and especially 
nitrate (Richards 1965) and phosphate (Daft and Nicolson 
1966), act on mycorrhizal fungal growth. Asai also men-
tioned that molecules he isolated (probably hormones) were 
provided by the fungus to the plant and regulated plant root 
development and architecture. Subsequently, Jane Ulrich 
(1960) demonstrated that ectomycorrhizal fungi produced 
auxin. Lastly, Asai concluded that very few plant species 
could not form this symbiosis.
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From mid‑twentieth century 
to nowadays: the arbuscular mycorrhiza, 
toward validation and characterization 
of a mutualistic association

From the 1950s, the concept of arbuscular mycorrhizal sym-
biosis considering the fungus as a mutualistic partner was 
definitively accepted, together with the creation of centers 

specifically dedicated to the study of mycorrhiza, e.g., the 
“Centro di Studio sulla Micologia del Terreno” “Center of 
soil mycology study” in Torino by Peyronnel (Peyronnel 
1950; Bonfante 1991). First international meetings dedicated 
to mycorrhiza appeared such as the first European conference 
(held in 1960 in Weimar, in the former German Democratic 
Republic), the North American Conference on Mycorrhiza 
(NACOM, first conference held in 1969) or the International 

Fig. 2  Gallaud’s (1904) drawings of different endomycorrhiza types 
and recent corresponding photomicrographs (2021). (1) The Arum 

maculatum type, produced by most land plants, was defined as the 
most ordered degree of fungal root colonization. Fungal hyphae  
penetrate roots through the epidermis and alongside cortical cells in  
the apoplast pathways to eventually enter a cell and form a unique 
arbuscular structure. Drawings of (A) a longitudinal section of Arum 

maculatum root and (B) a young arbuscule; (C) Photomicrograph of 
a longitudinal section of a Medicago truncatula root and (D) a sin-
gle arbuscule. (2) The Paris Quadrifolia type is mainly observed in  
trees and forest herbs. In this specific type, mycorrhizal hyphae pass 

from cell to cell (cortical layer) while forming structures such as 
arbuscules in the traversed cells. A Drawings of a transversal section  
of Paris quadrifolia; B photomicrograph of a longitudinal section of  
a Paris quadrifolia root and C a single arbuscule. (3) The Hepatic 
type is highly similar to the Paris-type mycorrhiza, but without a lay-
ered organization. Nowadays, it is no longer accepted as distinct  
(Dickson et al. 2007) A Drawings of transversal section of a Pellia epi-

phylla thallus; B photomicrograph of a transversal section of a Pellia epi-

phylla thallus. Noy, nucleus root hair; ap, pillar seat; as, corky seat; c, pas-
sage cell; end, endoderm; epi, epiderm; r, rhizoid; d, collapsed arbuscule
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Conference on Mycorrhizae (ICOM, first held in 1996). In 
addition, this period was marked by major advances on which 
current arbuscular mycorrhiza research is based.

Complex assays were designed once AMF were suc-
cessfully isolated and grown. In 1953, Barbara Mosse ini-
tially inoculated a single species of mycorrhizal fungus 
(later named after her, Endogone mosseae; Nicolson and  
Gerdemann 1968) on strawberry (Mosse 1953). She also 
demonstrated the wide range of hosts of this fungus (Mosse 
1956) and eventually the beneficial consequences of its 
inoculation on apple seedlings (Mosse 1957). Over the same 
period, the group of Lilian Hawker published an article ques-
tioning the quality of Mosse’s results and precisely the fungal 
type used in her experiments. On one side, Mosse argued 
that the inoculated fungus belonged to Endogone, and on 
the other side; Hawker considered that only Pythium species 
were responsible for vesicular–arbuscular mycorrhizal sym-
biosis. She even believed at the end that Mosse’s experiments 
were simply contaminated by Pythium species (Hawker 
1957a). The result was a continuing dispute between the two 
groups until Mosse’s conclusions were proved to be correct. 
Although other studies had suggested or even shown the ben-
eficial effect of mycorrhizal symbiosis (e.g., works by Frank 
and Asai), Mosse undoubtedly demonstrated this positive 
effect, both in sterile and non-sterile conditions. Concepts of 
nutrient assimilation and transfer, especially for phosphorus, 
were developed. Baylis (1959) initially observed a higher 
phosphorus (P) concentration in mycorrhizal Griselinia litto-

ralis plants than in non-mycorrhizal ones. The effects of plant 
inoculation with mycorrhizal fungi on P nutrition were stud-
ied when growing plants on P-limited soils (Holevas 1966) or 
after P supply (Mosse and Hayman 1971). Daft and Nicolson 
(1966, 1969) published many studies on P transfer by the 
mycelium network, and Nicolson (1968) reported diminished 
fungal growth on P-rich soils. Regarding mycelium spread-
ing into the soil, Sanders and Tinker (1971) hypothesized 
a central role of the external mycelium in the mobilization 
and uptake of P from insoluble structures. Poly-P granules, 
found in hyphae (Cox 1975) and hypothesized to be P trans-
port molecules (Koide and Mosse 2004), were degraded 
into available P for plants by alkaline phosphatase within 
roots (Gianinazzi 1979). Finally, Ritz and Newman (1985) 
suggested that mycorrhizal networks could transfer P from 
a dying plant to a viable one, and Jakobsen (1992) suggested 
that mycorrhizal fungi could be responsible for the whole P 
content within plants (this was later demonstrated by Smith 
et al. (2004) for several plant species). Many authors further 
reviewed the relationship between P and/or other elements 
and arbuscular mycorrhizal symbiosis (e.g., copper: Ross 
and Harper 1970; zinc: Gilmore et al. 1971). Many reviews 
and books (Harley and Smith 1983; Smith and Read 1997, 
2008) present the history of fungal mineral nutrient transfer 
to plants.

The active role of fungal structures such as arbuscules has 
often been questioned over the years. After Gallaud (1904), 
and until the late sixties, “digestion” of arbuscular structures 
was thought to be responsible for nutrient transfer. Bowen 
and Rovira (1968) initially suggested that functional arbus-
cules could transfer nutrients to host plants. During a Leeds 
symposium in 1974 (proceedings published in “Endomy-
corrhizas, F. E. Sanders, B. Mosse, and P. B. Tinker, eds. 
Academic Press”), Harold Woolhouse (1975) suggested an 
active transmembrane exchange between mycorrhizal fungi 
and plants (Sanders et al. 1975; Koide and Mosse 2004). 
Eventually, Cox and Tinker (1976) settled the matter by 
demonstrating that intact arbuscules can transfer nutrients, 
taking arbuscule time viability, arbuscule size, and the P 
concentration into account. They also suggested that arbus-
cule degradation could be involved in nutrient transfer, but 
that this mechanism was not the main process. Nowadays, 
the concept of “direct” and “indirect” (also called mycor-
rhizal) nutrient pathways (Smith and Smith 1990) is widely 
accepted. In the mycorrhizal pathway, mineral nutrients 
are taken up from the soil and then released from the fungi 
inside the root cortex through specific mineral nutrient trans-
porters (i.e., Rausch et al. 2001; Harrison et al. 2002; Garcia 
et al. 2016) (Fig. 3).

AMF are obligate biotrophs, the production and the 
growth of branched hyphae exploring and foraging through-
out the soil require carbon (C). The C cost for the plant, 
when colonized by AMF, was first estimated to be 20% 
which likely is the upper limit with the average below 10% 
of the plant C budget (Jakobsen and Rosendahl 1990). Hex-
ose sugars were initially demonstrated as the main C source 
for AMF (Shachar-Hill et al. 1995) and an AMF hexose 
transporter, with a high affinity for glucose, was shown as 
essential for arbuscule development and required for AMF 
growth (Helber et al. 2011). It was also demonstrated that 
sugars are precursors for lipid biosynthesis (Pfeffer et al. 
1999) and lipids are pivotal in AMF physiology as they are 
an important form of C transport (Bago et al. 2002; 2003) 
and storage (Trépanier et al. 2005) within hyphae. The role 
and importance of lipids, however, both for arbuscule devel-
opment and in C transfer came afterward due to experimen-
tal limitations, the lack of whole-genome sequences of AMF 
(i.e., Tisserant et al. 2013; Salvioli et al. 2016), and appro-
priate plant mutants (Wang et al. 2012; Bravo et al. 2017).

C transfer (in the form of sugars and fatty acids) and 
the mycorrhizal pathway were two of the most spectacu-
lar discoveries of the last decade. However, the C cost of 
AMF symbiosis is still an ongoing debate regarding plant 
growth, benefits, and fitness. These C costs are usually not 
limiting to plant growth, but could potentially flip to nega-
tive effects if environmental conditions are not conducive, 
e.g., upon shading (Olsson et al. 2010; Konvalinková et al. 
2015; Konvalinková and Jansa 2016). The mycorrhizal 
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Fig. 3  Chronology, with key dates of the history of arbuscular mycorrhizal symbiosis
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phenotype could effectively depend on the cooperative and/
or selfish traits of both partners, leading to a wide range 
of responses. There are different opinions and perspec-
tives on the C cost of mycorrhizal functioning: (i) Johnson 
et al. (1997) considered a continuum of responses, from 
mutualism to parasitism, (ii) Kiers et al. (2011) considered 
reciprocal rewards necessary to stabilize cooperation, and 
(iii) Smith and Smith (2013) assumed resource trade as 
a key determinant of costs and benefits of the symbiosis 
for both partners. The C cost of AMF symbiosis should 
not be considered only for a single plant but among many 
plants in common mycorrhizal networks (CMN), which 
relate to so far somewhat unspecific interactions among 
different AMF and plant species. Once again, an ongoing 
controversy whether CMN enables the plant to plant trans-
fer of C (and other nutrients) (Simard and Durall 2004) or 
whether AMF work rather as a one-way valve, transferring 
resources taken up from the soil to the plants and differ-
entially distributing those resources among different plant 
partners (Leake et al. 2004; Walder et al. 2015).

From mid‑twentieth century to nowadays: 
from detection toward function, essential 
historical milestones

Visual detection of arbuscular mycorrhiza

Detection and visualization of mycorrhiza have evolved 
greatly since Curtis and Hooker (1828). To better visualize 
AMF structures, clearing agents often coupled with a heat-
ing step were used to remove most cytoplasmic components. 
While many clearing procedures were commonly used such 
as the ones found in Stebbins (1938), Gerdemann (1955), 
Janes (1962), or Herr (1971, 1974), potassium hydroxide is 
the oldest and most commonly used (Janse 1897; Peyronel 
1940; Bevege 1968; Phillips and Hayman 1970). The most 
widely used method over the last 50 years is based on David 
Ian Bevege’s protocols (1968).

The staining that follows clearing is based on the use 
of many specific dyes to visualize and detect fungal 
structures, and to quantify root colonization (Vierheilig 
et al. 2005). Three groups of staining protocols can be 
distinguished depending on the purpose of the observa-
tion: (i) overall quantification of fungal root colonization 
with chemical agents such as acid fuschin (O’Brien and 
McNaughton 1928), Sudan IV (Nicolson 1959), trypan 
blue (Philips and Hayman 1970), chlorazol black E  
(Brundrett 1984), and even ink (Vierhelig 1998); (ii) 
detailed visualization of fungal structures with com-
pounds such as wheat germ agglutinin coupled with gold 
particles or fluorophore (Horisberger 1980; Bonfante-
Fasolo et al. 1990) and Uvitex 2B (Diagne et al. 2011) 

and finally (iii) enzymatic detection of active fungal 
structures based on succinate dehydrogenase (Nitro Blue 
tetrazolium; Macdonald and Lewis 1978; Kough et al. 
1987) and alkaline phosphatase with either nonfluores-
cent (Tisserant et al. 1993) or fluorescent methods (Van 
aarle et al. 2001). See Vierhelig et al. (2005) review for 
more detailed information on AMF detection and obser-
vation in roots.

Estimation of mycorrhizal colonization

Several methods were developed to estimate mycorrhizal 
root colonization after staining: counting of infected roots 
or segments (Johnston 1949; Daft and Nicolson 1966; 
Mosse and Hayman 1971), calculation of the ratio between 
arbuscules and hyphae (Johnston 1949), identification of 
entry points per length of infected roots (Mosse 1959), 
and recording the extent of colonization (Hayman 1974). 
In 1966, Newman determined total root length based on a 
gridline intersection method (Newman 1966) and Sparling 
and Tinker (1975) applied this method to mycorrhizal roots. 
According to Giovannetti and Mosse (1980), the gridline 
intersects method was the most valuable and reproducible 
method if at least 100 root fragments were analyzed. In 
France, Trouvelot et al. (1986) developed a method to assess 
the mycorrhizal colonization rate. However, this method was 
lengthy and it introduced a subjective factor. Recently, Hu 
et al. (2020) modified the intersect method, making it faster 
than any previous methods by removing all subjectivity.

Additionally, a website developed by Mark Brundett in 
partnership with the Australian Center for International 
Agricultural Research (ACIAR) has gathered many tech-
niques for staining as well as mycorrhizal fungi colonization 
estimation: https:// www. mycor rhizas. info/.

History of taxonomy: from morpho‑anatomical 
to molecular characterization of AMF

Many researchers like the Tulasne brothers (Tulasne and 
Tulasne 1844), Fries (1849), Dangeard (1900), Thaxter 
(1922), and Butler (1939) tried to establish a taxonomic 
group for “endomycorrhizal fungi,” their groupings may not 
have been phylogenetically accurate, but they successfully 
organized disorder. The early taxonomy of AMF was mostly 
based on spore morphology characterization, but differences 
in spore morphology that were not recognized led to errors 
in early species descriptions, generating ambiguities in spe-
cies delimitation (Stürmer et al. 2021). Subsequent progress 
was made through the adoption of the wall terminology pro-
posed by Walker (1983). The use of cladistic methods by 
Morton (1990) was a new step that notably resulted in a 
change of name from “vesicular–arbuscular mycorrhiza” to 
“arbuscular mycorrhiza” as he grouped all species of AMF 

https://www.mycorrhizas.info/


645Mycorrhiza (2021) 31:637–653 

1 3

into a monophyletic clade while noting that not all AMF 
form vesicles.

In parallel, attempts to culture a single AMF species were 
unsuccessful for many decades (Janse 1897; Gallaud 1904; 
Peyronel 1924–1926; Jones 1924; Magrou 1946) before 
supposed AMF cultures were reported by the group of Lil-
ian Hawker during the 1950s and 1960s (Nicholls 1952; 
Harrison 1955; Hawker et al. 1957b). Unfortunately, later 
the fungal strain they had isolated was identified as Pythium 

ultimum (Koide and Mosse 2004). In 1987, Mugnier and 
Mosse were successful in using Ri-plasmid transformed 
root cultures to establish arbuscular mycorrhiza in vitro in 
so-called root organ cultures (ROC) (Mugnier and Mosse 
1987). This was a key step for massive and clean production 
of AMF-propagules, partially overcoming the technological 
lock imposed by the obligate biotrophy of AMF.

AMF identification through microscopic characteriza-
tion of hyphae or spores remains limited because it is time- 
consuming, requires training, and may lead to taxonomy errors  
and misestimation of mycorrhizal diversity. Consequently, 
the use of molecular methods has had a major impact in 
this field. With the advent of the polymerase chain reaction 
(PCR) technique (Mullis et al. 1986), the gene encoding 
for the small ribosomal subunit (SSU) was chosen by many 
for molecular taxonomy, as a large corresponding database 
was available (Stackebrandt et al. 1981a, b). The first primer 
specific for arbuscular mycorrhiza – VANS1 (Simon et al. 
1993a; 1993b) was based on the SSU-encoding gene. Of 
interest, the use of SSU-encoding gene was an important 
step to estimate the origin of endomycorrhizal fungi; Simon 
et al. (1993a) was the first to estimate the origin of mycor-
rhizal fungi between 353 and 464 million years ago, and 
Redecker (2000a) determined the origin of endomycorrhizal 
fungi at about 460 million years ago using on fossilized fun-
gal hyphae and spores. Unfortunately, these primers were 
found not to be as specific as originally claimed (Clapp 
et al. 1999; Schüßler et al. 2001a, b) and not covering the 
whole Glomeromycota phylum (Clapp et al. 1999; Redecker 
et al. 2000b).

Multiple primer sets were developed to study AMF; each 
of them had to combine two opposing characteristics, i.e., a 
high specificity to Glomeromycota combined with the abil-
ity to cover all clades of that phylum. Although SSU-based 
primers were widely used (Helgason and Fitter 2009; Lee 
et al. 2008; Öpik et al. 2006), their level of discrimination 
did not allow for AMF identification at the species level nor 
the generation of taxon-specific primers. SSU-based specific 
AMF primers also displayed a high rate of amplification of 
non-targeted sequences (Alguacil et al. 2011; Kohout et al. 
2014; Lumini et al. 2010).

The high variability of the D2 domain of the Glomeromy-
cota LSU was observed across the whole Glomeromycota 
phylum (van Tuinen et al. 1998a), allowing the development 

of taxon-discriminating primers (van Tuinen et al. 1998a) and 
Glomeromycota-specific primers (FLR3 and FLR4; Gollotte 
et al. 2004; Trouvelot et al. 1999) amplifying members of all 
the Glomeromycota families (Brígido et al. 2017; Sánchez-
Castro et al. 2017). Taxon-specific primers were successfully 
designed and used in field experiments (Binet et al. 2017; 
Farmer et al. 2007; Pivato et al. 2007; van Tuinen et al. 
1998a; 1998b). They have been reported to be highly specific 
for Glomeromycota (Kohout et al. 2014) but amplified some 
non-Glomeromycota fungi in some highly contaminated soil 
samples (Sánchez-Castro et al. 2017). New sets of primers 
were designed to cover the ITS regions as well as the 5′ end 
of the LSU (Krüger et al. 2009). Yet, these primers can gener-
ate a high number of chimeric sequences (Kohout et al. 2014) 
or sequences from the non-Glomeromycota origin (Krüger 
et al. 2015). A big drawback in using ribosomal encoding 
genes for the identification of Glomeromycota, is that the 
Glomeromycota nuclei, harbor several polymorphic copies 
of the ribosomal operon and that an arbitrary threshold of 
3% is used to group ribosomal sequences in a taxa (Öpik 
et al. 2010). This can lead to conflicting conclusions when 
diversity experiments are analyzed (Bruns and Taylor 2016; 
Davison et al. 2015; Öpik et al. 2016).

To overcome these limitations linked to ribosomal poly-
morphism, other genomic targets have been used to dif-
ferentiate AMF. Genes encoding the mitochondrial large 
ribosomal subunit have been shown to be unique in AMF 
spores (Raab et al. 2005), with a high potential to discrimi-
nate among Rhizophagus irregularis isolates (Badri et al. 
2016) from various geographic regions (Börstler et al. 
2008). The large subunit of DNA-dependent RNA polymer-
ase II (RPBI) also was found to be an interesting genomic 
region for diversity analysis (Stockinger et al. 2014; Tanabe 
et al. 2002). It has been used to assess AMF communities 
(Peyret-Guzzon et al. 2016), and to trace a specific AMF 
inoculum in a desert environment (Thioye et al. 2019).

Numerous scientists have used genomic or mitochon-
drial ribosomal genes to quantify AMF colonization. Even 
if genomic ribosomal genes seem to be more often adopted 
than mitochondrial ones (Voříšková et al. 2017), they do not 
address the functional activity of mycorrhizal symbiosis. New 
tools such as amplicon sequencing (Vasar et al. 2017) and 
digital droplet PCR (Baker et al. 2018) have been used to 
improve strain identification. Other molecular markers need 
to be developed to link AMF diversity and functionality. In 
microbial ecology, the term “functional gene marker” is used 
as an indicator of a biochemical mechanism (Kowalchuk et al. 
2006). Such genes, as markers of specific roles of AMF in 
ecosystems, encode proteins involved in different metabolic 
pathways (i.e., photosynthesis, mineral nutrient uptake, and 
primary metabolism). Detection of their expression through 
transcriptomics indicates that their functional AMF traits are 
expressed (Gamper et al. 2010).
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Investigating the function of arbuscular mycorrhiza: 
the mycorrhizologist's "great challenge"

The dawn of DNA-based tools opened the “twenty-first 
century great challenges” for the mycorrhizologist com-
munity, concerning (i) mechanistic – i.e., functional genes 
for a continuum of interactions through single individual 
AM fungal clones to community assembly – and (ii) genetic 
– i.e., asexual, parasexual, or sexual reproductive status of 
AMF and whether dikaryotic (or even multiple nuclear types 
within a single thallus are prevalent) – approaches to under-
standing mycorrhizal associations. The sequencing of the 
first AMF genome (Tisserant et al. 2013) and the publica-
tion of genomic data about R. irregularis strains (Ropars 
et al. 2016) and of gene repertoires of additional AMF spe-
cies such as R. clarus (Sędzielewska Toro and Brachmann, 
2016), Gigaspora margarita (Salvioli et al. 2016), G. rosea 
(Tang et al. 2016), and Diversispora epigea (Sun et al. 2019) 
were major steps toward understanding arbuscular mycor-
rhiza. The development of powerful methods such as high-
resolution microscopy (i.e., arbuscule laser microdissection 
(Balestrini et al. 2007), volatile organic compound (VOC) 
analysis (Sun and Tang 2013; Dreher et al. 2019), or meta-
bolic profiling (Bécard et al. 2004; Caser et al. 2019) should 
allow for in-depth investigations. We also should emphasize 
the powerful and highly sensitive RNA-Seq profiling tech-
nique (Zouari et al. 2014; Mateus et al. 2019) which allows 
for the analysis of previously unknown genes and offers an 
endless dynamic range of quantification with low technical 
variability (Wang et al. 2009). In addition, diminishing costs 
make RNA-Seq an appealing method for whole-genome 
expression studies (van Verk et al. 2013).

The future: the arbuscular mycorrhiza 
as the leader in the myco‑rhizosphere?

Place of arbuscular mycorrhiza among plant–
microbe association concepts

The development of molecular approaches based on direct 
DNA extraction has offered unprecedented opportunities to 
microbiologists, as all pre-molecular-era knowledge of micro-
bial diversity covered less than 1% of the total soil microbi-
ome. DNA-based methods have (i) confirmed previous obser-
vations and the low host specificity of AMF, and (ii) opened 
an unexpectedly wide diversity of AMF that are interacting 
with plants. AMF diversity in plant roots and soils has been 
established as one of the key elements of ecosystem functional-
ity; fungal diversity is instrumental in the regulation of plant 
diversity and in providing many ecosystem services (van der 
Heijden et al. 1998; Vandenkoornhuyse et al. 2002). Although 
the presence of DNA in the soil might not reflect the existence 

of living AMF at a certain time (because DNA could remain 
in the soil after an organism’s death), it indicates nothing about 
AMF activity. The possibility of including “relict DNA” in a 
diversity study could introduce bias when estimating diversity, 
drawing a network of interactions, and determining hub spe-
cies with major ecological roles.

Even as the beginning of the twenty-first century witnessed 
a true cacophony about the place taken by mycorrhizal partners 
(i.e., a mycocentric versus a phytocentric view (Fitter et al. 
1998)), it was recently demonstrated that mycorrhizal sym-
biosis is not a stand-alone association. In fact, AMF connects 
the roots of different plants through CMN (Leake et al. 2004; 
Wipf et al. 2019), and furthermore, other soil microorgan-
isms play an important role within this symbiotic ecosystem 
(Garbaye and Bowen 1989, Topical collection of the journal 
Mycorrhiza https:// link. sprin ger. com/ colle ctions/ fefhf ibjd). 
These findings further reinforce the “extended phenotype” 
concept developed by Dawkins (1978). Dawkins postulated 
that phenotypes should not always be limited to characteristics 
of individuals but could be viewed in a group of individuals 
as “extended phenotypes” or all the effects of a gene on the 
world. This “extended phenotype” concept has to be linked 
to the holobiont concept that emerged shortly afterward. The 
holobiont, a discrete ecological unit, encompasses the host 
and all associated microorganisms. Although this concept was 
introduced more than 30 years ago by Lynn Margulis (1991), 
it remains controversial. Within the holobiont, billions of bio-
chemical and molecular signals are circulated among partners. 
Some of the signals from microorganisms are known to alter 
plants in multiple ways.

When one looks at the common symbiotic signaling path-
ways recently described in plants in which groups of genes/
molecules are needed for arbuscular mycorrhizal, rhizobial, 
and actinobacterial symbiosis, one could argue that AMF 
are actors randomly recruited just like any others among the 
diversity of soil microorganisms (Bonfante and Genre 2010; 
Genre and Russo 2016; Uroz et al. 2019). Nevertheless, that 
AMF are heterotrophic and can live in symbiosis with about 
80% of terrestrial plants suggests that their presence may have 
a preeminent evolutionary role for plant survival and repro-
duction. In this respect, it is essential to consider that AMF 
communities associated with plant roots are different in terms 
of taxonomy and functions, as many factors influence their 
assembly at small and large-scales. Indeed, only AMF species 
that are ecologically adapted to their environment and have 
different niches can coexist in equilibrium communities. Spe-
cifically, the coexistence of competing species leads to niche 
segregation and/or a restricted range of exploited resources 
(May and MacArthur, 1972; May 1974). However, AMF 
resource availability may change in space and time depend-
ing on ecological gradients (i.e., farming practices, plant 
physiology) (Collins and Foster 2009; Egerton-Warburton 
et al. 2007). Knowing that the coexistence of AMF species 
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implies an ecological cost, a balance between competitive-
ness and tolerance, generosity outweighed with selfishness, 
mutualistic behavior enforced with sanctions, makes ecologi-
cal prediction of the assembly of an AMF community, alone 
and as part of an holobiont, quite difficult (Werner and Kiers 
2015; Chomicki et al. 2020). Thus, in a field, what is the place 
of the mycorrhizal phenotype when considering a holobiont 
and its potential extension (i.e., common mycorrhizal net-
works)? Regardless of the holobiont, the mutualistic prop-
erties of mycorrhiza should be analyzed through multilevel 
selection (Collins and Gibson, 2021) to exploit their benefits, 
especially when considering the development of sustainable 
agroecosystems.

Toward successful management of arbuscular 
mycorrhiza in the field

In the last 50 years, the AMF potential to improve plant 
growth has led to countless studies in which, using pots 
with sterile substrates, growth of inoculated versus non-
inoculated plants was compared. However, one should 
also keep in mind that such comparative studies on proper-
ties of mycorrhiza may introduce bias when considering 
some functional traits, e.g., C allocation to AMF differs 
among species (Grman 2012), and hydraulic properties are 
different between mycorrhizal and non-mycorrhizal soils 
(Pauwels et al. 2020). In regard to the current paradigm 
shift toward maximally sustainable agriculture, microbial 
inoculum companies have been popping up everywhere 
(Waltz 2017) and many mycorrhiza-related patents have 
been registered (Srivasta et al. 2021). As an illustration, in 
Europe, the number of companies producing AMF inocula 
increased by 650% from the late 1990s until 2017 (from 
fewer than 10 companies in 1990 to more than 75 in 2017; 
Chen et al. 2018; Jack et al. 2020). However, more than 75% 
of mycorrhizal-based inoculants are based on four dominant 
species of Glomeraceae: R. irregularis, F. mosseae, Clar-

oideoglomus etunicatum, and R. clarus (Basiru et al. 2021). 
Nevertheless, pursuing the optimization of in vitro culture 
and inoculum production is necessary for both research-
ers and mycorrhiza inoculum producers. Nevertheless, it 
will require overcoming several technological blocks, e.g., 
(i) currently only very few AMF among the more than 
300 identified species are culturable in vitro (Stockinger 
et al. 2014) and (ii) new techniques increasing quality and 
decreasing production costs must be developed (Menge 
1985; Furlan 1993; Singh and Tilak 2002; Adholeya 2005).

The next essential arising question concerns the impact 
of AMF inoculation on a mycorrhizal community and by 
extension on the holobiont. Little is known about the sur-
vival of specific AMF inoculum in the soil as well as its 
impact on an indigenous AMF community (Schlaeppi 

et al. 2016; Hart et al. 2017; Islam et al. 2021). While 
some recent studies such as that by Renaut et al. (2020) 
report that inoculation with an AMF (namely Rhizophagus 

irregularis DAOM 197,198) does not change the indig-
enous AMF community composition, others such as that 
by Islam et al. (2021) report that inoculation resulted in an 
alteration of the indigenous community after 1 or 3 crop-
ping seasons. Moreover, as most of the demonstrations of 
a beneficial effect of AMF on plant production have been 
obtained in pots, expecting consistent increases in crop 
yield from the introduction of specific AMF species into 
a pre-established AMF community could be “utterly sim-
plistic” (Rodriguez and Sanders 2015). Moreover, natural 
and many anthropogenic ecosystems in which crops pres-
ently are being cultivated already contain an extraordinary 
AMF diversity, and most crops (except in highly degraded 
soils) naturally become colonized by AMF independently 
from any inoculation. These statements raise the ques-
tions of (i) the real efficiency of AMF inoculation (and 
in particular the spread of the few available strains) in 
any ecosystem without considering cooperative and self-
ish traits of both plant and fungal partners, and (ii) the 
practice of inoculation as an agroecological solution to 
enhanced AMF communities. Addressing these questions 
through the understanding of both the ecology and the 
population biology of AMF, and more widely, microbial 
ecology is a prerequisite to develop AMF inoculation 
strategies. Besides the necessary increase of knowledge 
of AMF inoculation and its consequences, a critical point 
for integrating ecosystem services provided by AMF is 
the necessity to develop crop management strategies that 
optimize those services through mimicking natural pro-
cesses (Janos 1988; Gianinazzi et al. 2010). Plant breeding 
strategies affecting responsiveness to mycorrhizas are not 
yet fully resolved (Sawers 2010). Plant selection under 
high-nutrient conditions while totally ignoring ecosystem 
services provided by beneficial microorganisms likely 
selects plant genotypes poorly receptive or nonreceptive 
to mycorrhiza (Hetrick et al. 1993; Toth et al. 1990; Zhu 
et al. 2001; Gianinazzi et al. 2010).

Considered overall, great progress has been made in 
understanding the arbuscular mycorrhiza since pioneer 
works, but there still are considerable gaps of knowledge 
needed for optimizing agroecosystem services associated 
with AMF. In addition, the costs of routine and adequate 
AMF management within a farm should be budgeted and 
should lead, ideally, to improved (but also stabilized) yields, 
and therefore farmers’ profits. Filling these gaps is a major 
challenge for the present and future generations of mycor-
rhizologists, to continue this exciting, tumultuous, and con-
troversial story of arbuscular mycorrhiza inherited from our 
forefathers.
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Abstract
Modern agriculture is currently undergoing rapid changes in the face of the continuing growth of world population and many 
ensuing environmental challenges. Crop quality is becoming as important as crop yield and can be characterised by several 
parameters. For fruits and vegetables, quality descriptors can concern production cycle (e.g. conventional or organic farming), 
organoleptic qualities (e.g. sweet taste, sugar content, acidity) and nutritional qualities (e.g. mineral content, vitamins). For 
other crops, however, the presence of secondary metabolites such as anthocyanins or certain terpenes in the targeted tissues 
is of interest as well, especially for their human health properties. All plants are constantly interacting with microorganisms. 
These microorganisms include arbuscular mycorrhizal fungi as well as certain soil bacteria that provide ecosystem services 
related to plant growth, nutrition and quality parameters. This review is an update of current research on the single and 
combined (co-inoculation) use of arbuscular mycorrhizal fungi and plant growth-promoting rhizobacteria in crop produc-
tion, with a focus on their positive impacts on crop quality traits (e.g. nutritional value, organoleptic properties). We also 
highlight the need to dissect mechanisms regulating plant-symbionts and symbiont-symbiont interactions, to develop farming 
practices and to study a broad range of interactions to optimize the symbiotic potential of root-associated microorganisms.

Keywords Arbuscular mycorrhiza · Plant growth–promoting rhizobacteria · Crop production · Quality traits · Nutritional 
value · Industrial application

Introduction

Since the Green Revolution in the middle of the twentieth 
century, agricultural systems have drastically evolved from 
peasant farming to intensified practices. Over the last few 
decades, in-depth changes have occurred regarding sani-
tary and environmental issues in link with growing popu-
lations around the world. Conventional farming practices 
have turned to agroecological practices that better consider 
biological mechanisms and preserve ecosystem services 

(Costanza et  al. 1997; Altieri 1999; Holt-Giménez and 
Altieri 2012; Patel 2013; Wezel et al. 2014). Agroecology 
noteworthily promotes farming practices that consider soil 
microorganisms, e.g. arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), 
and ecosystem services they render. AMF are the most wide-
spread plant root symbiotic fungi and are an essential eco-
logical partner in agroecosystems. They are considered key 
organisms in ecosystems, providing many services to the 
soil and to colonised plants (Gianinazzi et al. 2010). The 
major advantage of mycorrhization for plant hosts in return 
for carbon transfer to the AMF is improved access to soil 
nutrients and water through the fungal partner.

Not only are AMF linked to improved nutrition, but 
AMF inoculation generally results in increased biomass 
of aerial parts and roots of the host plant (Gianinazzi et al. 
2010). Several studies have shown increased crop growth 
parameters, e.g. in Sorghum bicolor (aerial and root bio-
mass, plant size, nutrient content, grain mass) (Nakmee et al. 
2016; Wang 2019) and Olea europaea (leaf and root dry 

 * Daniel Wipf 
 daniel.wipf@inrae.fr

1 Agroécologie, AgroSup Dijon, CNRS, Université de 
Bourgogne, INRAE, Université de Bourgogne Franche-
Comté, Dijon, France

2 Laboratoire Résistance Induite Et Bioprotection Des Plantes 
EA 4707, Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims, 
France

/ Published online: 11 October 2021

Mycorrhiza (2021) 31:655–669

http://orcid.org/0000-0002-7347-5336
http://orcid.org/0000-0002-0211-8008
http://orcid.org/0000-0002-5858-8105
http://orcid.org/0000-0002-6823-0836
http://orcid.org/0000-0002-4364-5568
http://orcid.org/0000-0002-1723-3164
http://orcid.org/0000-0003-2789-7818
http://orcid.org/0000-0001-7197-5612
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00572-021-01054-1&domain=pdf


1 3

mass, number, length and diameter of stems) when associ-
ated with different AMF species (Porras-Soriano et al. 2009; 
Boutaj et al. 2020). This can result in improved yields in 
agriculture. Hijri (2016) recently demonstrated benefits of 
mycorrhiza-based inoculation on crop yield, using potato as 
a case study in a field meta-analysis. Similarly, inoculation 
of Solanum lycopersicum or Triticum aestivum with AMF 
was correlated with a larger fruit size and higher production 
volume compared to non-mycorrhizal plants (Nzanza et al. 
2012; Duan et al. 2021), but not necessarily with earlier fruit 
maturity (Chiomento et al. 2020). Seed yield of Heliantus 

annuus was improved in P-fertilised non-mycorrhizal plants, 
but also when plants were inoculated with Rhizophagus fas-

ciculatum (syn. Glomus fasciculatum) under low P fertilisa-
tion (Chandrashekara et al. 1995). This reinforces the idea 
that AMF can compensate for plant nutrient deficiency in the 
field through soil foraging and nutrient mobilisation by the 
extraradical mycelium (Joner and Jakobsen 1995; Gianinazzi 
et al. 2010; Sha et al. 2019).

From a physiological point of view, AM symbiosis 
induces many cellular and metabolic changes over time and 
throughout the plant (Gianinazzi et al. 2010). In other words, 
the establishment of arbuscular mycorrhiza impacts plant 
physiology and results in increased production of certain 
metabolites linked to crop quality such as compounds with 
relevant medicinal and nutritional value (Pedone-Bonfim 
et al. 2015). Based on several previous studies published in 
the last 10 years (Baum et al. 2015; Bona et al. 2016, Guido 
Lingua personal communication), the present review pro-
vides an update of recent findings on the impacts of arbus-
cular mycorrhiza (AM) symbiosis on the quality of crop 
production which has been of primary interest to mycorrhi-
zologists for several years. The influence of co-inoculation 
of plant-associated microorganisms on crop yield and quality 
is discussed. Diverse impacts are addressed from the per-
spective of nutritional value, food organoleptic qualities (e.g. 
taste, flavour) and secondary metabolites as related to their 
bioactive effects on human health or their industrial value.

AM symbiosis improves the nutritional value 
of crops

The nutritional value — or nutritive value — as part of 
food quality is the measure of essential nutrients (carbohy-
drates, proteins or amino acids, lipids) and micronutrients 
in food or diet, relative to the nutritional requirements of 
consumers. These compounds are essential for proper func-
tioning of the human body, and a well-balanced diet limits 
deficiency and the occurrence of disease symptoms. Fruits 
and vegetables are an important source of high nutritional-
value components. In view of the major role of AMF in plant 
physiology as a metabolic “bioregulator”, the promotion and 

management of AM symbiosis in agroecosystems can be 
of importance for high-nutritional-value food production 
(Fig. 1).

Carbohydrates are a group of chemical compounds that 
constitute an important part of our diet as a source of energy, 
but which also participate in reducing the glycaemic index, 
absorption of sugars and hydrolysis of starch (Goff et al. 
2018). These molecules are found in many foods such as 
cereals, fruits or vegetables in the form of sugars, fibres 
and starch. AMF inoculation usually results in a signifi-
cant increase of sugar concentration, as in bigarade orange 
(Hadian-Deljou et al. 2020) or wheat (Gupta et al. 2021). In 
contrast, inoculation of apple trees with Rhizophagus irregu-

laris (syn. Glomus irregulare) did not modify sugar content 
of apples except under water stress conditions (Huang et al. 
2020). These modifications of plant sugar concentrations are 
not surprising because sugars are traded between the plant 
and the fungus, and the plant sugar metabolism and sugar 
storage are modified in turn. Dietary fibres are soluble and 
insoluble polysaccharides (e.g. cellulose, pectin, β-glucans) 
constitutive of plant cells, fruit and vegetable peels and 
seeds and are indigestible by humans. Even if they cannot be 
completely broken down by human digestive enzymes, they 
are essential to intestinal transit and overall health of humans 
as they can improve the functioning of the digestive system 
by promoting beneficial gut microbiota (Makki et al. 2018). 
This can prevent the occurrence of diseases such as obesity, 
diabetes or colorectal cancer (Dahiya et al. 2017). To our 
knowledge, to date, no study has compared the impact of 
AMF on quality or quantity of fibres in human food. Mycor-
rhization already is known to improve the protein fraction 
in grains and the amount of fibres in forage cereals (triticale 
and corn) and their digestibility for livestock (Cazzato et al. 
2012; Sabia et al. 2015). This allows us to speculate that 
mycorrhization could positively influence the fibre content 
of human food.

Amino acids are primordial molecules useful in protein 
synthesis. Eight of them are termed or vital essential (phe-
nylalanine, valine, threonine, tryptophan, methionine, leu-
cine, isoleucine, lysine and histidine) because they are not 
synthesized de novo by humans, but are derived from food. 
Like many metabolic pathways, plant amino acid produc-
tion is positively influenced by AM symbiosis. For example, 
AMF root colonisation increased the total free amino acid 
concentration in maize seeds and oregano leaves (Zhu et al. 
2016; Saleh et al. 2020). In one of the most consumed fruits 
— cherry tomato — AM symbiosis improved the content of 
some essential amino acids (valine, isoleucine, leucine and 
lysine) and other metabolites (Carillo et al. 2020).

Fatty acids have structural and metabolic roles in the func-
tioning of organisms (Calder 2015). Like some amino acids, 
two poly-unsaturated fatty acids are defined as essential, i.e. 
linolenic acid and linoleic acid. In the important oilseed crop 
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peanut (Arachis hypogaea), ten different individual AMF 
isolates improved the mono- and poly-unsaturated fatty acid 
percentage in oil (Pawar et al. 2018). Among all AMF species 
tested in that study, Funneliformis mosseae (syn. Glomus mos-

seae) led to the greatest accumulation of most mono- and poly-
unsaturated fatty acids. Similar results were observed in other 
crops and aromatic plants (Gashgari et al. 2020; Gholinezhad 
and Darvishzadeh 2021).

In human diets, micronutrients essentially comprise vita-
mins and mineral nutrients that allow the body to function 
correctly (e.g. cell growth, homeostasis, metabolic and hor-
monal functions, immunity) (McDowell 2003; Gharibzahedi 
and Jafari 2017). The AM pathway enables plants to absorb 
more mineral nutrients. Thus, AMF can improve the min-
eral content of crops and goods for final consumption (e.g. 
leaves, fruit, roots). For example, inoculation with R. irregu-

laris and F. mosseae enhanced the nutritional value of let-
tuce by increasing the overall mineral (P, K, Mg, Cu, Fe, Ca) 
and total soluble protein contents of leaves (Baslam et al. 
2013b). R. irregularis differently enhanced Zn accumulation 

in grain of several genotypes of barley and wheat (Coccina 
et al. 2019). Moreover, tocopherol (vitamin E) and ascorbic 
acid (vitamin C) concentrations increased in leaves of myc-
orrhizal lettuce, with marked variation depending on plant 
cultivar and AMF isolate (Baslam et al. 2013a). Besides 
their role in providing mineral nutrients to mycorrhized 
plants, AMF could lead to the accumulation of human-toxic 
elements as shown for arsenic (Li et al. 2016) or chromium 
(Davies et al. 2001). There tends to be a dilution of these 
elements from roots to flowers, however, and seed and fruit 
retention is dependent on initial soil concentrations (Kaldorf 
et al. 1999; Chaturvedi et al. 2018).

In sum, mycorrhization impacts the nutritional value of 
crops, but an important research field for the next years will 
be to identify tools and/or markers of the right AMF-crop 
associations, with special attention to plant identity (i.e. 
plant species and cultivars) and AMF isolate(s) (i.e. strain 
identity and isolate or consortium). In addition to this impact 
on the nutritional value of crops, the level of certain mol-
ecules described above participates in the perception and 

Fig. 1  Diagram summarising the different possible impacts of mycor-
rhization on quality traits in crop production. Mycorrhization impacts 
the production of compounds involved in the nutritional value of 
foodstuffs (i.e. seeds, leaves, vegetables, fruits, roots) such as fatty 
acids, amino acids or vitamins. Mycorrhization of crops impacts 
the concentrations of sugars and acids in fruit and thus modifies 
the sweetness/acidity ratio that may influence the perception of the 

taste and palatability of food products. Finally, mycorrhization also 
increases the production of secondary metabolites in different plant 
tissues. This increased production of bioactive compounds is of great 
interest for the agri-food and pharmaceutical industries. The produc-
tion of secondary metabolites in the form of aromatic compounds 
also is relevant for the fragrance industry. This diagram was created 
using the Biorender tool (https:// biore nder. com)
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attractiveness for humans and other animals, and thereby 
influences food choices and ecological behaviour.

AM symbiosis influences the organoleptic 
properties of fruit

Tastes and flavours as perceived by our olfactory and gusta-
tory systems affect our preferences for fruit or vegetables 
(Marty et al. 2018). A wide diversity of chemical molecules 
from primary and secondary metabolism are produced by 
plants — often in small quantities — and may guide food 
choices through non-conscious and automatic processes 
(Cohen 2008; Jacquier et al. 2012; Sheeran et al. 2013; 
Papies 2016; Zsoldos et al. 2021). Sweetness and acidity 
are two main food characteristics essential for consum-
ers to determine their choice (Grunert 2005; Jayasena and 
Cameron 2008). Thus, sugar and organic acid (e.g. citric, 
malic and tartaric acid) concentrations and the sugar/acid 
ratio are commonly used quality indicators of most fruit 
and vegetable crops.

AMF inoculation repeatedly has been reported to increase 
the sugar concentration of fruit. This concentration can be 
measured directly (by fructose or glucose dosage) or using 
the Degree Brix (°Bx). In eggplant and grape berries, °Bx 
were 3% and 10% higher in AMF-inoculated plants, respec-
tively (Antolín et al. 2020; Sabatino et al. 2020). The nature 
and concentration of sugar pool(s) in AM plants differed 
depending on the plant-AMF association. Thus, glucose and 
fructose concentrations increased in strawberry when the 
plants were inoculated with Septoglomus viscosum (syn. Vis-

cospora viscosa) (Todeschini et al. 2018), whereas glucose 
and sucrose concentrations increased when the plants were 
inoculated with a commercial inoculum (Mybasol) (Bona 
et al. 2015), and only the glucose concentration increased in 
tomato when the plants were inoculated with a commercial 
inoculum (Mybasol) (Bona et al. 2017).

AMF inoculation also can differentially influence acid 
production in a strain-dependent manner as shown in an 
exhaustive study on strawberries (Todeschini et al. 2018); 
F. mosseae greatly influenced total organic acid and citric 
acid concentrations, whereas S. viscosum and R. irregularis 
modified the concentrations of malic, fumaric and ascorbic 
acids.

To our knowledge, only two studies provided evidence 
for perception of an improved taste by consumers of mycor-
rhizal products compared to non-mycorrhizal ones: melon 
fruits (Copetta et al. 2021) and products derived from wheat 
(Torri et al. 2013). Thus, further investigation on the effect 
of mycorrhization on the sensory perception of food still is 
required. It is worthwhile to note, however, that concentra-
tions of compounds involved in this mechanism are indeed 
modified by the mycorrhizal status of plants. Through its 

impact on fruit sweetness and acidity, AM symbiosis modi-
fies the sugar/acid ratio in fruit, which is a key criterion 
for sweetness perception (Fig. 1). Glutamate and aspartate 
involved in umami taste were positively modified in cherry 
tomatoes (Carillo et al. 2020). No study seems to have ever 
focused on other tastes such as bitterness, which is specific 
to some fruits or vegetables. However, a positive influence 
of AMF inoculation was recently found on the concentration 
of crocin, picrocrocin and safranal responsible for bitter-
ness and aromatic strength in saffron (Caser et al. 2019). A 
modification of taste through mycorrhization could affect 
industrial processes. For example, AMF inoculation of 
Tempranillo grapevines enhanced the amino acid content 
of grapes which may affect the aromatic characteristics of 
wines (Torres 2019).

Flavour is an essential facet of food palatability. Another 
criterion to be assessed for estimating the possible impact 
of mycorrhization on human food is its impact on human 
health. Plants are cultivated for direct consumption, but also 
to produce some secondary metabolites known for their ben-
efits to human health.

AM symbiosis improves the production 
of secondary metabolites with positive 
effects on human health

The use of plants for self-treatment has been widespread 
since prehistoric times and is not specific to human beings 
(Rodriguez and Wrangham 1993). Plants produce a wide 
variety of chemical compounds involved in many physi-
ological and metabolic mechanisms (e.g. germination, 
reproduction, photosynthesis, signalling and defence). 
Interestingly, compounds derived from secondary meta-
bolic pathways (i.e. carotenoids, anthocyanins, flavo-
noids) are also antioxidant molecules known to improve 
cell resistance against oxidative stress. They impact the 
efficiency of the human immune system by slowing cel-
lular aging, the development of cardiovascular diseases 
and different forms of cancer (Seeram 2008). Therefore, 
interest in plant-derived health-promoting compounds has 
steadily increased, and plant biotechnologies have been 
developed to understand and improve natural production 
of such molecules by AM plants (Verpoorte et al. 2002; 
Gruda 2008).

Numerous studies have reported the potential pivotal 
role of AM symbiosis for producing “healthy food” in 
cereals, fruits and vegetables (see Avio et al. 2018 for a 
review) (Fig. 1). Many research papers have focused on 
the effect of mycorrhization on the main horticultural 
crops (e.g. tomato, strawberry, grapevine). Tomato (S. 

lycopersicum) is one of the most produced horticultural 
crops and the second most important vegetable crop in 
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the world after potato. Its fruits are the most consumed 
fruit and are rich in metabolites that help prevent human 
diseases. For example, lycopene is a major carotenoid 
in tomato fruit. Due to its antioxidant properties, a fre-
quent consumption of this fruit contributes to reduce 
the occurrence of cancer in humans, e.g. prostate can-
cer (Giovannucci 2002). Inoculation of tomato plants 
with R. irregularis or F. mosseae enhanced the con-
centration of lycopene and other carotenoids in tomato 
fruit regardless of the cultivar (Giovannetti et al. 2012; 
Nzanza et al. 2012). Along with tomato, strawberry is 
another fruit with substantial data available about the 
production of healthy compounds stimulated by myc-
orrhization (Table  1). Strawberry consumption is an 
important source of bioactive compounds with a ben-
eficial impact on human health (e.g. vitamins, amino 
acids, polyphenols, anthocyanins and other antioxidants). 
When strawberry plants interact with AMF, the concen-
trations of coumaric acid and flavonoids like quercetin 
or kaempferol increase (Castellanos-Morales et al. 2010). 
Carotenoid production and vitamin production also are 
positively influenced, as in Ipomea batata (Tong et al. 
2013). Others metabolites are not affected or diminished 
in response to mycorrhization, e.g. ferulic acid in straw-
berries (Castellanos-Morales et al. 2010). The richness 
of secondary metabolites is plant-family-dependent; the 
overall content of phenolic compounds does not seem 
to be affected by AM symbiosis in strawberries, while 
AMF increases phenolic production by artichoke, which 
is naturally rich in phenolic compounds (Ceccarelli et al. 
2010).

Anthocyanins and flavonoids are important and desired 
bioactive compounds in grape berries. AMF inoculation 
resulted in an increased amount of anthocyanins and 
flavonoids in Vitis vinifera berries (Torres et al. 2018; 
Torres 2019). Carotenoids and derived products includ-
ing pigments, volatile compounds and regulatory mol-
ecules or other molecules with an unknown function to 
date (Walter et al. 2010) play a key role in the prevention 
of human diseases and in maintaining good health (Rao 
and Rao 2007). AMF modify the carotenoid biosynthesis 
pathways, as demonstrated in Nicotiana tabacum, Zea 

mays and Medicago truncatula (Fester et al. 2002).
The food industry is not the only economic sector inter-

ested in the strong potential of the plant kingdom and pos-
sible contribution of AM symbiosis. As mentioned above, 
plants produce a wide range of chemical compounds that 
are beneficial to human health through direct consumption 
or after chemical extraction of very specific compounds 
used in pharmacology. An emerging path for the “myc-
orrhizal industry” is the production of AM plants with 
increased contents of bioactive substances for extraction 
and use.

AM symbiosis: a tool for producing 
compounds of industrial interest

The use of medicinal plants to treat or mitigate illnesses 
is as old as humanity itself. Over time, natural substances 
extracted from plants have brought about great advances 
due to their added value in the preparation of many prod-
ucts, especially in fields of nutraceuticals, pharmaceu-
ticals, cosmetics and perfume (Sharmeen et  al. 2021) 
(Fig. 1). Volatile organic compounds (VOCs) are specific 
chemical substances synthesized by all living organisms 
including plants (Dudareva et al. 2006; Dormont et al. 
2013; Lemfack et al. 2018). Plant VOCs fulfil several key 
functions related to the adaptation of plants to their envi-
ronment. They are notably involved in communication 
with other organisms through the emission of perfume by 
flowers and fruit aromas, and in plant attractiveness for 
pollinators (Forney 2001). Additional roles exist, such as 
communication between neighbouring plants (Effah et al. 
2019; Kigathi et al. 2019) or defence against herbivores 
(Kessler 2001). Moreover, due to their antimicrobial activ-
ities, some of these molecules have been identified for 
potential therapeutic uses (Hammer et al. 2003; Huang 
et al. 2012). For example, geraniol, thymol or cinnamal-
dehyde present in diverse plant essential oils have proved 
effective against Escherichia coli O157:H7 or cancer cell 
proliferation (Burt and Reinders 2003; Solórzano-Santos 
and Miranda-Novales 2012; Blowman et al. 2018).

Regarding the role of plant VOCs as signalling com-
pounds in plant interactions with their abiotic and biotic 
environments, it is obvious that presence of soil micro-
organisms influences plant VOC production. The use of 
symbiotic microorganisms such as AMF could be inter-
esting for plant-derived drug production. For example, 
inoculation of Artemisia annua with different AMF 
isolates increased the concentration of terpenes such 
as artemisinin, a known anti-malarial compound (Binet 
et al. 2011; Chaudhary et al. 2008; Kapoor et al. 2017; 
Mandal et al. 2015 and references therein). Similarly, the 
production of phenolic acid by Arnica montana and ses-
quiterpenic acid by Valeriana officinalis increased in AM 
plants (Nell et al. 2010; Jurkiewicz et al. 2010). Inocula-
tion of Ocimum basilicum with different AMF isolates (F. 

mosseae, Gigaspora margarita, Gigaspora rosea) greatly 
increased the production of essential oils enriched in ter-
penoids such as alpha-terpineol (Copetta et al. 2006). Such 
metabolic modifications were found in many crops such 
as sorghum, where F. mosseae modified the VOC profiles 
(Sun and Tang 2013). Inoculation of yellow passion fruit 
(Passiflora edulis f. flavicarpa) with Acaulospora lon-

gula generated raw material enriched in flavonoids (espe-
cially vitexin) of interest as anxiolytic and antidepressant 
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Table 1  Main effects of arbuscular mycorrhiza on the composition of tomato and strawberry fruits, two of the most consumed fruits, as reported 
in the literature

References Cultivars AMF inoculation Effect on plant parameters

Fragaria x ananassa

Castellanos-Morales et al. 2010 Aroma Rhizophagus irregularis Increased cyanidine-3-glucoside, 
p-coumaric acid, quercetin, kaempferol 
concentrations

Irregular impact on nutrient contents in 
fruit

No effect on fruit acidity, glucose and 
sucrose concentrations, Brix grade and 
total phenolic content

Decreased fructose concentration

Sinclair et al. 2014 Albion, Charlotte, 
Seascape

Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae, Glomus caledonium

Increased Brix grade and titratable acidity 
with AMF at low salinity level (F. mosseae 
is greater)

Mitigation the negative impact of high salinity 
level on Brix grade and titratable acidity (R. 

irregularis is greater)

Cecatto et al. 2016 Fortuna, Sabrina, 
Splendor

Mycogrowth® inoculum: Glomus iranicum 
var. tenuihypharum

No effect on titratable acidity, ascorbic acid, 
Brix grade and total phenolic content

Total anthocyanins:

Increased in cv. Fortuna

No effect in cv. Sabrina

Decreased in cv. Splendor

Parada et al. 2019 Camarosa Claroideoglomus claroideum Increased total anthocyanins

Decreased individuals’ anthocyanins

No effect on ascorbic acid

Solanum lycopersicum

Subramanian et al. 2006 PKM-1 Rhizophagus irregularis Increased P and N content, acidity and 
ascorbic acid concentration

(Ulrichs et al. 2008) Vitella F1 Amykor (Glomus sp.) Increased lycopene, b-carotene concentration

No effect on total phenolic content

Copetta et al. 2011 Guadalete Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae, Glomus caledonium, Glomus 

viscosum, Glomus coronatum

No effect on sugar and organic acid 
concentrations, lycopene, b-carotene and 
lutein content

Decreased ascorbic acid concentration

Asensio et al. 2012 ACE 55 VF Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae, Glomus sp.

Increased isoprenoids production

Giovannetti et al. 2012 Money-Maker Rhizophagus irregularis Increased lycopene concentration

No effect on total phenols and ascorbic acid 
concentration

Salvioli et al. 2012 Micro-Tom Funneliformis mosseae Changes in amino acid profile

Increased asparagine and glutamine content 
at green stage

Increased alanine, serine, threonine and 
glutamine content at turning

Increased total amino acid content at red 
stage

Hart et al. 2015 Money-maker Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae

Increased lycopene and total carotenoids 
concentration

No effect on β-carotene, sugars and organic 
acids concentrations

Modification of volatiles profile
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ingredients in the pharmaceutical industry (Can et  al. 
2013; de Oliveira et al. 2019). Recently, the volatilome 
of Fragaria ananassa and Vitis vinifera was modulated 
by inoculation with F. mosseae (Todeschini et al. 2018; 
Velásquez et al. 2020).

A cultivar effect was observed following AMF inocula-
tion for most of metabolic changes mentioned above, rein-
forcing the idea that plant identity has a substantial effect 
on the outcome of AM symbiosis (Khaosaad et al. 2006). 
Although mechanisms involved in AM symbiosis which 
lead to either increased or reduced production of certain 
compounds are not clearly established, the intimate asso-
ciation of a plant and AMF remains interesting to exploit 
for bio-engineering, fragrance industry or pharmacology 
(Dudareva et al. 2013). Besides AMF, plants are in contact 
with a plethora of other soil microorganisms of which the 
presence and interactions also affect plant health and yield.

Impact of co‑inoculation of AMF 
and plant‑associated microbes on crop yield 
and fruit quality

AMF and their host plants interact with a wide range of other 
soil organisms, in roots, rhizosphere and bulk soil. Plant 
growth–promoting bacteria (PGPB) affect plant develop-
ment and health (Hartmann et al. 2009). One of their major 
roles is improvement of plant nutrition by degrading inor-
ganic or organic sources of nutrients such as insoluble phos-
phate complexes (e.g. phytate) (Richardson and Simpson 
2011) or inorganic nitrogen by fixing atmospheric nitrogen 
(Shridhar 2012; Agnolucci et al. 2015). PGPB inoculated 
alone influence plant growth and yield (Bhattacharyya and 
Jha 2012; Nadeem et al. 2014). Some PGPB strains induce 
early flowering and fruiting in banana (Mia et al. 2010), 
while others increase protein and oil content of sunflower 
seeds (Ekin 2010; Arif et al. 2017) or improve strawberry 
yield, nutrient concentrations, vitamins and sugars (Esitken 

et al. 2010; Todeschini et al. 2018). The combination of sev-
eral bacterial strains can increase the fitness of T. aestivum° 
as well as yield and grain quality (Kumar et al. 2014).

Considering specific beneficial effects of AMF and 
PGPB, their concomitant use is expected to allow for 
reduced chemical inputs in farming practices (Adesemoye 
et al. 2009; Gianinazzi et al. 2010). AMF and PGPB can 
positively affect quality of many crop products (Todeschini 
et al. 2018). However, research was only recently focused on 
the effect of their co-inoculation on fruit quality (Table 2, 
reviewed by Agnolucci et al. 2020). Several studies have 
shown that co-inoculation of PGPB and AMF was correlated 
with increased growth of aerial parts and increased root bio-
mass and yield of strawberry plants, suggesting beneficial 
effects of these microorganisms on mineral nutrients, carbo-
hydrates and secondary metabolite availability (see Table 2, 
Bona et al. 2015). S. lycopersicum and Pogostemon cablin 
growth and mineral nutrient content have been improved 
in the same way (Singh et al. 2012). Similar conclusions 
were established after dual inoculation of Cicer arietinum 
(Tavasolee et al. 2011) and Lens culinaris (Amirnia et al. 
2019) with PGPB and AMF. Furthermore, in legumes grow-
ing under P-limited conditions, the establishment of AM 
symbiosis has been shown to be a necessary precursor to 
nodulation by rhizobia, thus contributing to an important 
host plant strategy to maintain symbiotic N2-fixation with 
improved nitrogen status and yield compared to P-fertilized 
plants that only are nodulated (Erman et al. 2011).

The impact of dual inoculation was strongest on plant 
physiology and metabolite production (Vafadar et al. 2014). 
Antioxidant and carotenoid concentrations were positively 
regulated in tomato fruit (Ordookhani and Zare 2011), and 
so was the starch content in corn (Z. mays) (Berta et al. 
2014). The application of a mixture of several AMF and 
PGPB, including Pseudomonas fluorescens (strain PF4) or 
Pseudomonas sp., increased anthocyanin production and 
quantity in strawberry fruit (Lingua et al. 2013). A modula-
tion of volatile/aromatic compound production in response 

Table 1  (continued)

References Cultivars AMF inoculation Effect on plant parameters

Castañeda et al. 2020 Cerasiforme Natural diversity composed of Rhizophagus, 
Acaulospora, Gigaspora and Archaeospora 
genera

No effect on Brix grade

Increased polyphenol concentrations

Carillo et al. 2020 Giagiù,
Lucariello

Aegis Migrogranule® (Rhizophagus 

irregularis, Funneliformis mosseae)
Increased nutrient concentrations (phosphate, 

calcium, magnesium, sodium, copper, zinc)

Increased ascorbic acid and lycopene 
concentration

Increased Brix grade

Decreased sucrose concentration

Increased total amino acid content

661Mycorrhiza (2021) 31:655–669



1
 3

Table 2  Effects of co-inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi and plant growth-promoting rhizobacteria on the secondary metabolite content of fruits, as reported in the literature. Mybasol 
s.r.l inoculum contains Rhizophagus irregularis, Glomus aggregatum, Septoglomus viscosum, Claroideoglomus etunicatum and Claroideoglomus claroideum. Rizotech plus and Myco Apply 
inocula contain R. irregularis, Funeliformis mosseae, G. aggregatum and C. etunicatum 

Reference Cultivars AMF inoculation Co-inoculation Effect on plant parameters

Fragaria × ananassa

Lingua et al. 2013 Selva Mybasol s.r.l Pseudomonas fluorescens (5Vm1K; Pf4) Increased anthocyanins concentrations in + AMF 
or + AMF/ + bacteria conditions compared 
to − AMF/ − bacteria conditions

Bona et al. 2015 Selva Mybasol s.r.l Pseudomonas fluorescens (5Vm1K; Pf4) AMF Mix inoculation:

Increased sucrose and ascorbic acid concentrations

No effect on glucose, fructose, total sugar, folic acid 
concentration and titratable acidity

Co-inoculation:

Increased sucrose, ascorbic acid, folic acid concentrations 
and titratable acidity

No effect on glucose, fructose and total sugar 
concentrations

Todeschini et al. 2018 Elyana F1 Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae, Septoglomus viscosum

Pseudomonas fluorescens (19Fv1t; 5Vm1K; Pf4) Shoot and root biomass, flowers per plant, fruit size 
are affected by AMF and AMF + bacteria

No effect on total sugars

pH, titratable acidity and organic acid production are 
affected by AMF and bacteria

Anthocyanidins production is affected by co-inoculation 
AMF + bacteria

Fruit mineral composition and volatiles production: 
affected by both organisms

Solanum lycopersicum

Ordookhani et al. 2010 F1 Hybrid, GS-15 Rhizophagus irregularis, Funneliformis 

mosseae, Glomus etunicatum

Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum, 
Azosprillum lipoferum

Increased lycopene concentration, antioxidant 
activity, potassium content in fruits in AMF and 
co-inoculation conditions

Nzanza et al. 2012 Nemo-Netta Funneliformis mosseae Trichoderma harzianum Increased fruit size and yield

No effect on fruit P content, flavonoids, vitamins, 
antioxidant activity

Bona et al. 2017 TC2000 Mybasol s.r.l Pseudomonas fluorescens bv. C7, Pseudomonas 

sp. 19Fv1T
Increased yield parameters (fruit size and weight), 

sugars concentrations

No effect on total carotenoids content

Decreased ascorbic acid and nitrate concentration
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to AMF-PGPB inoculation was observed in several other 
plants of economic interest (Bona et al. 2015; Hart et al. 
2015 and references therein). In strawberry, VOCs produc-
tion was impacted by dual inoculation, suggesting a role 
of the AMF-PGPB combination in the determination of 
the sweet-fruity note in taste and flavour (Bona et al. 2015; 
Todeschini et al. 2018).

Metabolic analyses showed that concentrations of sug-
ars, acids and various secondary metabolites increased upon 
AMF-PGPB co-inoculation. However, it is important to 
note that AMF-PGPB combinations do not all produce the 
same effects, and the combined presence of the two types of 
microorganisms differentially influences plant metabolism 
and nutritional quality of fruits (Table 2). The F. mosseae-P. 

fluorescens Pf4 association resulted in sweeter fruit, while 
R. irregularis-P. sp. 5Vm1K resulted in less acid fruits 
(Todeschini et al. 2018). The AMF strain (which principally 
affected the phenological parameters of strawberry plants) 
and the PGPB strain (which was most relevant for fruit yield 
and quality) were both important (Todeschini et al. 2018). 
This led to the idea of the right strain(s) for the right plant 
(i.e. plant breeding for responsiveness of fruit quality to 
AMF and PGPB) (Plouznikoff et al. 2019), which will be 
crucial for integrating beneficial microorganisms in sustain-
able agriculture (Turrini et al. 2018).

The impact of the simultaneous presence of AMF and 
PGPB is notable additionally for plant quality in ornamental 
horticulture. The simultaneous use of two AMF isolates — 
F. mosseae and Acaulospora laevis — and a bacterial strain 
— P. fluorescens — improved Gazania rigens growth while 
specifically improving flowering and pigment concentrations 
which are important parameters for ornamental plants (Saini 
et al. 2019). In Dracocephalum moldavica, improved growth 
and increased essential oil content have been reported in the 
presence of Claroideoglomus etunicatum (AMF) and Mic-

rococcus yunnanensis (PGPB) (Ghanbarzadeh et al. 2019).
A prerequisite to large-scale use of combined AMF-PGPB 

is the identification of species compatible with one another 
for suitable host plants, in other words, specification of inocu-
lum property and compatibility fingerprints. The next steps 
in this direction will be a better understanding of the mecha-
nisms underlying the tripartite interaction (Emmanuel and 
Babalola 2020), to avoid any detrimental changes from an 
ecological perspective (Guerrieri et al. 2004).

Concluding remarks and further prospects

Taken together, AMF-crop symbiosis can significantly 
improve plant fitness and the overall metabolism of plants. 
Despite an effect of the selected cultivar and the inoculated 
AMF strain, AM symbiosis positively influences the quantity 
and quality of crop production, and production of metabolite Ta
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valuable for different economic activities (Fig. 1). This inter-
action often results in increased enzymatic activities of bio-
synthesis pathways and an elevated production of secondary 
metabolites in the plant host. However, there still is a signifi-
cant knowledge gap about the regulation of key metabolic 
pathways likely to explain responses of different cultivars 
and effects of AMF. The availability of studies on AMF-
plant genome regulation allows the screening of upregulated 
versus downregulated genes, which might be a direct way of 
relatively quickly gaining information on effects of AMF on 
plant metabolic pathways (e.g. Zouari et al. 2014; Vangelisti 
et al. 2018). For instance, it is generally reported that the 
phenylpropanoid, terpenoid and apocarotenoid pathways are 
stimulated by AMF. This leads to increased production of 
different classes of metabolites, but the detailed influence 
of AM symbiosis on these metabolic changes remains to be 
deciphered (Adolfsson et al. 2017; Avio et al. 2018). The 
role of phytohormones should be considered because these 
molecules are differentially produced by plants in response 
to different environmental stresses (Javid et al. 2011) and to 
plant–microbe interactions, especially during AM symbiosis 
(Ludwig-Müller 2000; Hause et al. 2007; Egamberdieva et al. 
2017). Phytohormones can serve as stress signals throughout 
the plant to induce secondary metabolite production and a 
strong physiological response (Jogawat et al. 2021). Thus, 
physiological changes reported in this review may find an 
explanation in the control of AMF colonization by plants. All 
these considerations clearly are a target for future research 
if we want to optimise the use of AMF in sustainable agri-
culture (Fig. 1), not only to reduce chemical inputs but also 
to enhance the quality of production which could offset a 
quantitative loss.

A previous review (Bona et al. 2017) has recorded stud-
ies based on the use of AMF to improve crop quality. In 
comparison to that review, we did not observe any marked 
change in species of AMF and plants studied. The major-
ity of studies were performed with the Glomeraceae family, 
while species of other mycorrhizal families have been poorly 
studied in this respect. Also, the number of considered plant 
species was limited (about 45) — although it is true that a 
relatively small number of plants are the basis for human 
and livestock nutrition. Nevertheless, it could be of interest 
to broaden the range of AMF and plant species studied. One 
perspective could be to have a bottom-up and not a top-
down approach, meaning that plant selection initially could 
be based on responsiveness to AMF isolates and species, and 
then to organoleptic features.

Despite considerable progress in this area, a lot of 
research is tending towards precision farming. Its pros-
pects are to optimise multi-trophic interactions such as 
the use of AMF -PGPB consortia chosen from efficient 
and functionally complementary associations. Future 
research should not only accumulate data but also analyse 

regulatory mechanisms at different scales and for differ-
ent plant-microorganisms associations with an “open-
minded” approach. It will be essential to disentangle the 
complex networks of interactions between AMF, PGPB 
and plants to highlight potential synergistic and comple-
mentary effects. It will be necessary to improve knowl-
edge on the management of combined inoculation with 
several beneficial microorganisms for crop yield and qual-
ity. Broadly, we should keep in mind that plants inter-
act not only with one bacterium or one fungus but with 
diverse communities of microorganisms that are clustered 
in different plant microbiota (Turrini et al. 2018). Studies 
highlight a positive role of other endophytes than those 
discussed here, not only on protective effects but also on 
plant performance and crop quality (Andrade-Linares et al. 
2011; Rho et al. 2020). However, it seems likely that co-
inoculation of beneficial organisms will not be the sole 
option. Different lines of research are being developed to 
understand plant-microorganism relationships as well as 
farming practices and their influence on crop quality, so 
as to optimise these multitrophic interactions. Notwith-
standing, AMF are most active and act most beneficially 
in agricultural systems when farming practices preserve 
their development and ecosystem services (e.g. reduced 
fertiliser inputs, suppression of deep tillage, preservation 
of plant diversity). Significant work is being done to assess 
the role of farmers in the management of the communities 
of microbiota naturally present in crops. The objective is 
to define and promote current and new farming practices 
that will enhance the ecosystem services rendered by ben-
eficial microorganisms.
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Les couverts végétaux
Un atout majeur pour réduire les intrants de synthèse

et augmenter les services écosystémiques au vignoble
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D
e manière générale, un couvert végétal se définit par une es

pèce ou une communauté d'espèces végétales recouvrant le

sol de manière permanente ou temporaire. L'agriculteur a la pos

sibilité de semer ces couverts, selon un choix raisonné, ou bien de

laisser la végétation spontanée se développer.

Il existe 3 types de couverts semés avec des objectifs différents

pour l'exploitant:

- le couvert hivernal, installé pour faire face au phénomène d'éro

sion du sol important pendant cette période de repos végétatif;

- les engrais verts, installés avec l'objectif d'amender naturellement la

parcelle, en détruisant et en en

fouissant les résidus du couvert

qui libèrent ainsi de la matière

organique plus ou moins rapi

dement, qui servira à alimenter

la plante au cycle suivant, après

des étapes de minéralisation;

- les cultures intermédiaires

pièges à nitrate (CIPAN), instal

lées au tout début de l'automne

■ Figure 1 : Comparaison du fonctionnement de l'écosystème vignoble en © absence ou

© présence d'un couvert. La présence d'un couvert permet: (i) de réduire l'érosion du sol,

les lessivages des particules, la lixiviation des nitrates et les pertes d'eau par évaporation;

(ii) de stimuler la croissance des champignons mycorhiziens à arbuscules et du réseau mycélien commun

(RMC) (figure 2); (iii) de diminuer l'apport d'engrais de synthèse par une meilleure circulation/mobilisation

des nutriments via le RMC, et par une augmentation de l'apport de matière organique;

(iiii) de diminuer l'apport de pesticides par l'effet répulsif sur certains parasites de la vigne (par les exsudats

du couvert ou via le RMC et les mycorhizes à arbuscules), et l'attraction d'insectes bénéfiques (pollinisateurs,

prédateurs de ravageurs, ...).

Évaporation
d'eau

Lessivage/

lixiviation

Apport de matières
organiques

Apport d'intrants

♦ de synthèse

Flux de

carbone

Exsudats racinaires

de carbone

4
Érosion

Insectes

bénéfiques

Nématodes

pour capter dans le sol les ni

trates en excès et des quantités

d'eau importantes dans le but de

limiter la lixiviation et la conta

mination des eaux souterraines

et de surfaces par les nitrates.

Les couverts et leurs

intérêts en production

végétale

Les espèces végétales les plus

couramment utilisées dans ces

couverts font essentiellement

partie de trois familles présen

tant chacune différents avantages

quant à leur utilisation. Nous

retrouvons:

- les graminées (avoine, seigle,

ray grass, brome,fétuque, orge...),

avantageuses avec un rapport C/N

élevé, produisent une biomasse

(figure 1) importante bénéfique

lors de la destruction.

- les brassicacées (anciennement

« crucifères ») (moutarde, navette

fourragère, radis chinois, colza

fourrager...) servent couramment

de « pompe à azote » mais aussi

de biofumigateur (figure 1), ce

qui peut avoir un impact négatif

sur certains champignons bé

néfiques du sol (champignons

mycorhiziens) si la proportion

est trop importante. Elles pré

sentent l'avantage de s'implan

ter rapidement, empêchant le

développement important des

adventices (appelées également

fréquemment mauvaises herbes).

- les légumineuses (vesce, féve-

role, trèfle, luzerne...) sont de

plus en plus utilisées, seules ou

en mélange, pour leur capacité à

réaliser une symbiose avec des
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bactéries du sol, leur permettant

ainsi de fixer le diazote atmos

phérique. Avec un rapport C/N

alors très faible, le relargage de

l'azote assimilé et des nutriments

se fait très rapidement, et ceux-

ci deviennent donc disponibles

pour la culture.

Les plantes de couvert sont for

tement plébiscitées en polycul

ture pour couvrir les parcelles

lorsqu'elles ne sont pas utili

sées par une culture d'intérêt.

L'utilisation de ces couverts

d'interculture s'est dévelop

pée notamment pour contrer

des phénomènes de battance

et d'érosion des sols, qualifiés

d'anthropogènes car liés à l'ex

ploitation, parfois intensive, des

milieux agricoles et à la destruc

tion de la couverture végétale

naturelle.

L'installation d'une couverture vé

gétale apporte d'autres bénéfices

à une parcelle (figure 1). En pre

mier lieu, le couvert, par l'action

mécanique de ses racines, amé

liore la structure du sol (figure 1).

De plus, par l'agrégation des

particules du sol, il permet la ré

tention de l'eau et des éléments

minéraux nécessaires à la crois

sance de la culture d'intérêt et

des plantes du couvert (figure 2).

On observe une augmentation du

taux de matière organique par la

séquestration du carbone dans

le sol et l'apport de biomasse du

couvert à sa destruction entraî

nant une réduction des besoins

en engrais de synthèse. La pré

sence d'un couvert et d'une di

versité végétale importante crée

un meilleur équilibre dans les

relations trophiques au sein de

l'agroécosystème par l'attraction

d'une micro et d'une macrofaune

diverses (figure 72qui influencent

directement et indirectement les

parasites et ravageurs potentiels

des cultures. De ce fait, le cou

vert joue un rôle prépondérant

dans le biocontrôle par l'attrac

tion et la protection d'insectes

pollinisateurs ou de prédateurs

de ravageurs. La sélection des

plantes composant un couvert

permet, via des actions répul

sives ou promotrices, la gestion

■ Figure 2: Le réseau mycélien commun (RMC) est formé entre les pieds de vigne et les plantes

du couvert, connectés par les hyphes des champignons mycorhiziens à arbuscules associés. Ce

réseau permet l'échange (flèches) de nutriments et de signaux (ex.: composés organiques volatils) entre

plantes de même espèce ou d'espèces différentes.
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des micro-organismes du sol

(bénéfiques et/ou pathogènes).

Le couvert participe notamment

au développement des cham

pignons mycorhiziens, à la for

mation et au maintien d'un ré

seau mycélien commun (RMC)

entre les plantes de services et la

culture d'intérêt (figure 2).

Quelles stratégies

de couverture sont

adaptées à la

viticulture?

Dans les vignobles français, la

pratique d'un enherbement des

parcelles même temporaire, est

moins répandue qu'en grandes

cultures.Toutefois, en 2010, près

de 50 % des surfaces viticoles

étaient enherbées (source:

Agreste), ce qui révèle l'inté

rêt grandissant des viticulteurs

pour cette pratique. LAIsace et

le Sud-Ouest sont les deux vi

gnobles français où l'enherbe-

ment est courant (plus de 80 %

des surfaces plantées sont

enherbées). En revanche, les

vignes de Champagne et du Sud-

Est de la France (Provence et

Languedoc-Roussillon) sont les

moins concernées avec moins de

1A des parcelles enherbées. Les

vignobles convertis en agricul

ture biologique prennent une

part importante des exploitations

utilisant les plantes de couvert.

La couverture végétale d'une

parcelle peut être permanente ou temporaire, totale ou partielle

(sous le rang uniquement, un interrang sur deux ou bien tous les

interrangs). Dans tous les cas, la clé de voûte d'un bon enherbement

est sa composition spécifique. Il n'existe pas d'espèce miracle mais

plutôt une multitude d'associations d'espèces végétales adaptées

aux objectifs des viticulteurs, avec des avantages et des inconvé

nients. Pour cause, les services écosystémiques rendus par le cou

vert à la vigne sont directement dépendants de la présence et de

l'abondance des différentes espèces de plantes appartenant aux

trois familles précédemment citées dans cet article. De plus, les

caractéristiques de la parcelle et les objectifs du viticulteur (lutte

contre l'érosion, impact sur la structure du sol, apport de matière

organique, concurrence avec les adventices, stimulation de la myco-

rhization de la vigne...) doivent être pris en compte dans la sélection

des espèces de couverture.

Outre les nombreuses possibilités d'un couvert semé, laisser la

végétation naturelle se développer est une solution d'enherbement

qui peut paraître intéressante et peu coûteuse pour le viticulteur.

Cette méthode est par ailleurs fortement utilisée en arboriculture.

Les espèces végétales composant ce type d'enherbement sont en

général adaptées aux conditions pédoclimatiques de la parcelle

mais elles ne sont pas toujours compatibles ou bénéfiques à la

production viticole.

Après le choix des espèces végétales vient l'étape de semis, qui

est réalisé de préférence à l'automne juste après les vendanges

et avant une période de pluie afin d'améliorer la germination des

graines. Le semis à la volée est envisageable mais il est le plus

souvent réalisé avec des semoirs adaptés des grandes cultures,

même si de plus en plus de matériels spécifiques à la vigne arrivent

sur le marché. La présence d'un couvert oblige les viticulteurs à

procéder à un entretien régulier et un désherbage du rang et de

l'interrang, mécaniquement ou chimiquement. Lorsque le couvert

n'est pas entretenu, la végétation peut devenir trop importante et

engendrer une concurrence pour l'eau et les nutriments vis-à-vis

de la vigne, pouvant affecter la vigueur et les rendements de la

vigne. La gestion de l'enherbement passe généralement soit par

des tontes régulières soit par la destruction de celui-ci, notam

ment par un couchage ou un roulage de la végétation additionné

d'un labour pour enfouir les résidus. Dans certaines régions, le

gel permet une destruction efficace du couvert, laissant alors à
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l'exploitant uniquement le soin de l'enfouissement des résidus.

Pour un enherbement temporaire, la destruction de la couverture

végétale est réalisée fin avril pour les couverts hivernaux jusqu'au

début de l'été pour des couverts plus tardifs. L'utilisation d'herbi

cides pour le désherbage sous le rang et la destruction du couvert

dans l'interrang est parfois préférée.

Biovine un projet multidisciplinaire pour

l'optimisation des couverts au vignoble en Europe

Le projet européen CORE Organic Cofund Biovine (2018-2021, https://

www.biovine.eu , figure 3) vise à augmenter certains services éco

systémiques, que les couverts pourraient rendre en les intégrants

dans de nouveaux systèmes viticoles. Les objectifs sont d'augmenter

la diversité végétale au sein et autour des vignobles (cultures de

couverture, haies...) en plantant des espèces végétales sélection

nées pour lutter naturellement contre les pathogènes telluriques

et foliaires, et ainsi, réduire la dépendance aux pesticides. En effet,

la capacité des plantes à accroître la résistance de l'écosystème

aux ravageurs et aux espèces envahissantes est un service éco

systémique bien connu. Cependant, les vignobles n'exploitent pas

encore (ou pas suffisamment) le potentiel de la diversité végétale.

De nouveaux systèmes viticoles végétaux seront conçus, suivant

un cycle de conception-évaluation-ajustement, et testés en France,

mais aussi en Espagne, en Italie, en Roumanie et en Suisse. Ces

systèmes viticoles innovants devraient améliorer la lutte contre

■ Encadré 1 : Les services rendus par la mycorhize au vignoble.

La mycorhization de la vigne est un atout majeur pour la vigueur et

la santé du cep. La symbiose avec les champignons mycorhiziens à

arbuscules permet:

- d'améliorer l'accessibilité de la vigne aux nutriments (azote, phos

phore...) et à l'eau du sol par l'augmentation du volume de sol exploré

(au moins 40 fois);

- d'augmenter la tolérance aux stress abiotiques tels que la sécheresse,

la salinité, la chlorose ferreuse et à la toxicité des métaux lourds;

- de protéger la vigne contre des pathogènes, notamment racinaires,

comme le champignon Armillaria responsable du pourridié ou le néma

tode Xiphinema indexvecteur du virus du court noué, via des phénomènes

de compétition et d'induction des défenses systémiques de la plante.

Cette symbiose est également bénéfique pour le vignoble dans son

ensemble, la présence de champignons mycorhiziens permettant:

- d'accroître la stabilité du sol via la production de glycoprotéines et le

développement d'un réseau d'hyphes très dense;

-de réduire l'utilisation d'intrants de synthèse (fertilisants et pesticides).

(pour plus d'informations: cf. Courty et al., Revue des Œnologues n° 169

Spécial, p. 25-27). ■

les ravageurs, tout en influen

çant positivement la biodiversité

fonctionnelle et les services éco

systémiques. La qualité des ser

vices rendus par ces systèmes

innovants offrira des itinéraires

technico-économiques plus fa

vorables aux viticulteurs (ex.

réduction de leur dépendance

aux pesticides).
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■ Encadré 2: Actions et partenaires du projet Biovine (figure 3).

Pour conduire à bien ce projet, un partenariat international trans

disciplinaire a été défini. Ce consortium est constitué de spécialistes

scientifiques:

- de la mycorhize à arbuscules et des services écosystémiques rendus

par celles-ci, de l'UMR Agroécologie, INRAE Dijon;

- de la conception et de la modélisation de nouveaux itinéraires

de cultures, de l'Università Cattolica del Sacro Cuore, Piacenza,

Italie ;

- du contrôle des pathogènes telluriques, et notamment des nématodes,

du Plant Protection Department, Ljubljana, Slovénie;

- du test et de la validation au vignoble de nouveaux itinéraires de

culture, Constanta, Roumanie;

- de la lutte contre les arthropodes de l'Agroscope, Nyon, Suisse;

- des pathogènes foliaires de la vigne, de l'Instituto Agroforestal Medi-

terrâneo de Valence, Espagne.

Il s'appuie sur un partenariat fort avec des viticulteurs d'Espagne,

France, Italie, Roumanie, Slovénie et Suisse, qui mettent leurs parcelles

à disposition du projet. ■

Approches et impacts

attendus

Le contrôle des parasites de

la vigne est un des défis les

plus importants, notamment

pour la viticulture biologique.

Un contrôle insuffisant peut

conduire à l'abandon de ce type

de pratique (biologique), empê

chant ainsi l'accès à un mar

ché en pleine expansion. Les

recherches effectuées durant le

projet Biovine visent à:

- fournir aux viticulteurs des

stratégies basées sur la di

versité des plantes de cou

vert qui permettent le contrôle

du développement des patho

gènes et la réduction de l'uti

lisation de pesticides dans les

vignobles;

- identifier et étudier les plantes

candidates conduisant à une

amélioration de la diversité fonc

tionnelle dans les vignobles;

- développer de nouvelles straté

gies pour le contrôle des patho

gènes de la vigne;

-tester de nouveaux itinéraires

de cultures dans des vignobles

européens (Espagne, France,

Italie, Roumanie, Slovénie et

Suisse);

- estimer l'effet des nouveaux

itinéraires viticoles sur les ser

vices écosystémiques.

Pour développer ces approches,

le projet Biovine est structuré en

-T1 : gestion du projet et dissé

mination des résultats;

-T2: contrôle des arthropodes

nuisibles;

-T3: contrôle des pathogènes

d'origine tellurique;

-T4: augmentation de la résis

tance des plantes par l'intermé

diaire des champignons myco

rhiziens à arbuscules.

—T5: contrôle des pathogènes

foliaires;

-T6: approche innovante des

systèmes viticoles;

-T7 : essai des itinéraires viticoles

innovants.

Les couverts végétaux

utilisés dans le projet

Biovine

Dans le projet Biovine, les par

tenaires identifieront et sélec

tionneront des plantes poten

tiellement intéressantes pour

leurs capacités à contrôler les

arthropodes nuisibles, à limiter

les pathogènes d'origine tellu

rique (Oomycètes, champignons,

nématodes), et à promouvoir

le développement des champi

gnons mycorhiziens à arbuscules

et valoriser leurs services rendus

au vignoble (Courty et al., Revue

des Œnologues n° 169 spécial,

p. 25-27). L'ensemble des espèces

sélectionnées (sur la base des cri

tères mentionnés dans cet article

et des mélanges commerciaux

existants) fera l'objet d'essais

Tous droits de reproduction réservés

PAYS : France 

PAGE(S) : 14-17

SURFACE : 266 %

PERIODICITE : Trimestriel

1 avril 2020 - N°175

















I n f o r m a t i o n  t e c h n i q u e

Les couverts végétaux dans le vignoble: un atout pour augmenter 
les services écosystémiques et réduire les intrants

Introduction

Un couvert végétal se définit par une espèce ou une 

communauté d’espèces végétales recouvrant le sol de 

manière permanente ou temporaire. L’agriculteur a la 

possibilité de semer ces couverts selon un choix raison-

né ou de laisser la végétation spontanée se développer 

(cet article résume l’article de Noceto et al., 2020, ré-

cemment publié dans la Revue des œnologues).  

En Europe, on distingue trois types de couverts se-

més avec des objectifs différents pour l’exploitant: 

– le couvert hivernal, installé pour pallier l’érosion 

du sol, importante pendant cette période de repos 

végétatif;

– les engrais verts, installés dans l’objectif d’amender 

naturellement la parcelle; en détruisant les résidus 

du couvert, la matière organique est libérée puis 

minéralisée, permettant ainsi d’alimenter la culture 

au cycle suivant;

– les cultures intermédiaires pièges à nitrates, 

installées en automne pour capter dans le sol 

les nitrates en excès afin de limiter la contamination 

des eaux par ceux-ci. 

L’intérêt des couverts en agriculture

Les espèces végétales les plus couramment utilisées 

dans ces couverts font essentiellement partie de trois 

familles présentant chacune différents avantages quant 

à leur utilisation. Nous retrouvons: 

– les Fabacées (féverole, luzernes, trèfles, vesces, 

etc.), qui sont fréquemment utilisées, seules ou 

en mélange, pour leur capacité à réaliser une 

symbiose avec certaines bactéries du sol. Celles-ci 

sont capables de fixer l’azote atmosphérique et 

de le rendre assimilable par la plante. L’azote 

ainsi assimilé est alors redistribué dans le sol lors 

de la destruction de ces plantes; 

– les Brassicacées (colza fourrager, moutardes, 

navette fourragère, radis chinois, etc.), qui servent 

couramment à retenir les nitrates en excès 

dans le sol («piège à nitrates») et qui présentent 

l’avantage de s’implanter rapidement, empêchant 

le développement des adventices. En proportion 

importante, elles peuvent cependant agir comme 

bio-fumigateur (fig. 1) en libérant certains 

composés volatils et ainsi nuire à certains champi-

gnons mycorhiziens bénéfiques pour le sol;

– les Poacées (avoines, bromes, fétuques, orges, 

ray-grass, seigle, etc.), avantageuses par leur rapport 

C/N élevé, qui produisent une biomasse (fig. 1) 

importante, bénéfique lors de sa destruction. 

Les couverts sont fréquemment utilisés entre deux 

cultures d’intérêt. Ceux-ci se sont développés notam-
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Essai d’enherbement en conditions sèches.
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ment pour contrer les phénomènes de battance et d’éro-

sion des sols liés à l’exploitation des milieux agricoles 

et à la destruction de la couverture végétale naturelle. 

De manière générale, l’installation d’une couver-

ture végétale améliore la structure du sol (fig. 1). La pré-

sence de racines contribue à l’agrégation des particules 

du sol, ce qui permet une meilleure rétention de l’eau 

et des éléments minéraux nécessaires à la croissance 

de la culture d’intérêt et des plantes du couvert (fig. 2). 

On observe aussi que l’apport de biomasse du couvert 

à sa destruction entraîne une augmentation du taux 

de matière organique et donc une réduction des be-

soins en engrais. 

De plus, un couvert diversifié abrite une micro- et 

une macrofaune diverses (fig. 1) impliquées dans diffé-

rents services écosystémiques comme la décomposi-

tion, le contrôle des maladies et ravageurs et la pollini-

sation. Un choix de plantes spécifiques, selon leurs ca-

ractéristiques répulsives ou attractives, peut permettre 

de gérer certains organismes ou groupes d’organismes 



(bénéfiques et/ou pathogènes) en les attirant ou les 

éloignant de la culture. Le couvert participe également 

au développement des champignons mycorhiziens ain-

si qu’au maintien d’un réseau mycélien commun entre 

les plantes du couvert et de la culture d’intérêt (fig. 2), 

favorisant l’accessibilité aux nutriments du sol.

 

Les couvertures dans le vignoble 

La couverture végétale d’une parcelle peut être per-

manente ou temporaire, totale ou partielle (sous le 

rang uniquement, un inter-rang sur deux ou couvrant 

tous les inter-rangs). Il existe de nombreuses associa-

tions d’espèces végétales avec leurs avantages et in-

convénients. En effet, les services écosystémiques ren-

dus par le couvert à la vigne sont directement dépen-

dant de la présence et de l’abondance des différentes 

espèces de plantes appartenant aux trois familles pré-

cédemment citées. Les caractéristiques de la parcelle 

et les objectifs du viticulteur (lutte contre l’érosion, 

impact sur la structure du sol, apport de matière orga-

Figure 1  |  Comparaison du fonctionnement de l’écosystème vignoble en absence (A) ou présence (B) d’un couvert. La présence d’un couvert 

permet: 1) de réduire l’érosion du sol, le lessivages des particules, la lixiviation des nitrates et les pertes d’eau par évaporation; 2) de stimuler 

la croissance des champignons mycorhiziens à arbuscules et du réseau mycélien commun (RMC; figure 2); 3) de diminuer l’apport d’engrais 

de synthèse par une meilleure circulation/mobilisation des nutriments via le RMC et par une augmentation de l’apport de matière organique; 

4) de diminuer l’apport de pesticides par l’effet répulsif sur certains parasites de la vigne (par les exsudats du couvert ou via le RMC et les 

mycorhizes à arbuscules) et l’attraction d’insectes bénéfiques (pollinisateurs, prédateurs de ravageurs, etc.). 
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récolte. L’enherbement est généralement géré soit par 

la destruction du couvert, soit par des tontes régu-

lières, ou alors un roulage ou couchage de la végéta-

tion. Dans certaines régions, le gel permet une destruc-

tion efficace du couvert, laissant alors uniquement à 

l’exploitant le soin de l’enfouissement des résidus. 

Dans le cas d’un enherbement temporaire, la destruc-

tion de la couverture végétale est réalisée fin avril pour 

nique, concurrence avec les adventices, stimulation de 

la mycorhization de la vigne…) doivent donc être pris 

en compte dans la sélection des espèces végétales pour 

un couvert adapté. 

En plus des nombreuses possibilités de couverts se-

més, laisser la végétation spontanée se développer est 

une solution d’enherbement qui peut paraître intéres-

sante et peu coûteuse pour le viticulteur. Cette mé-

thode est par ailleurs fortement utilisée en arboricul-

ture. Les espèces végétales composant ce type d’enher-

bement sont en général adaptées aux conditions pédo-

climatiques de la parcelle, mais elles ne sont pas tou-

jours avantageuses pour la production du raisin. 

Une fois le choix des espèces végétales effectué, le 

semis se réalise de préférence à l’automne juste après 

les vendanges et avant une période de pluie afin 

d’améliorer la germination des graines. La présence 

d’un couvert ne dispense pas les viticulteurs de procé-

der à un entretien régulier du rang et de l’inter-rang. 

Lorsque le couvert n’est pas entretenu, la végétation 

peut devenir trop importante et engendrer une 

concurrence pour l’eau et les nutriments vis-à-vis de la 

vigne, pouvant par conséquent affecter la vigueur et la 

Figure 3  |  Présentation schématique des actions, tâches et partenaires du projet Biovine. 

T2: biocontrôle 
de la macrofaune
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telluriques

T6: conception 
d’itinéaires 
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en viticulture
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et validation 

des itinéraires 
innovants
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Figure 2  |  Le réseau mycélien commun (RMC) est formé entre 

les pieds de vigne et les plantes du couvert, connectés par les hyphes 

des champignons mycorhiziens à arbuscules. Ce réseau permet 

l’échange (flèches) de nutriments et de signaux (par exemple, 

composés organiques volatils) entre les plantes d’une même espèce 

ou d’espèces différentes. 

Exploit biodiversity in viticultural systems to reduce pest damage 
and pesticide use, and increase ecosystems services provision. 
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les couverts hivernaux ou jusqu’au début de l’été pour 

des couverts plus tardifs. L’utilisation d’herbicides pour 

le désherbage sous le rang et dans l’inter-rang est par-

fois préférée. 

 

Biovine, un projet multidisciplinaire pour l’optimisation 

des couverts viticoles en production biologique 

Le projet européen CORE Organic Cofund Biovine 

(2018–2021, www.biovine.eu, fig. 3) vise à contrôler 

naturellement les pathogènes du sol et foliaires ainsi 

que les principaux ravageurs en plantant des espèces 

végétales sélectionnées au sein et autour des vignobles 

(par exemple, couverts, haies) afin de réduire la dé-

pendance aux produits phytosanitaires. Les vignobles 

européens n'exploitent en effet pas encore suffisam-

ment le potentiel de la diversité végétale. De nou-

veaux systèmes viticoles seront conçus suivant un cycle 

de conception-évaluation-ajustement, et testés en 

Suisse, en France, en Italie, en Espagne et en Rouma-

nie. Ces systèmes viticoles innovants devraient amélio-

rer la gestion des maladies et ravageurs viticoles, tout 

en influençant positivement la biodiversité fonction-

nelle et d’autres services écosystémiques. La qualité 

des services rendus par ces systèmes innovants offrira 

des itinéraires technico-économiques plus favorables 

aux viticulteurs européens, car le contrôle des mala-

dies et ravageurs est un des défis les plus importants, 

notamment pour la viticulture biologique. Un contrôle 

insuffisant peut conduire à l’abandon de la produc-

tion biologique, empêchant ainsi l’accès à un marché 

en pleine expansion. 

Pour favoriser le potentiel de la diversité végétale, 

le projet Biovine est structuré en différentes tâches 

(fig. 3). Les partenaires du projet Biovine identifieront 

et sélectionneront donc des plantes potentiellement 

intéressantes pour leurs capacités à contrôler les 

arthropodes nuisibles (T2), à limiter les pathogènes 

du sol ou foliaire (oomycètes, champignons, néma-

todes) (T3), à promouvoir le développement des cham-

pignons mycorhiziens à arbuscules et valoriser leurs 

services rendus au vignoble (T4), et à réduire les dégâts 

liés aux pathogènes foliaires (T5). L’ensemble des es-

pèces sélectionnées (sur la base des critères mention-

nés dans cet article et des mélanges commerciaux exis-

tants) fera l’objet d’essais au vignoble (T6 et T7). �
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