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Régulation de la sécrétion des phosphatases acidedes champignons
ectomycorhiziens et mobilisation de phosphore orgaaue dans la rhizosphere des
arbres forestiers : approches biochimiques et molétaires

Résumé

En culture pure, certains champignons ectomycarhizsont capables de sécréter de grandes
guantités de phosphatase acide (AcPase). L’hypothéatrale de ce travail est que ces
enzymes joueraient un réle déterminant dans la lmation de P organique (Po) des sols
forestiers. Pour étudier cette hypothése nous aublise le basidiomycéte ectomycorhizien
modeleHebeloma cylindrosporunreconnu pour sa forte capacité de sécrétion cdae
vitro. La séparation des protéines seécrétées dans leunde culture par une résine
échangeuse de cations a permis l'identificationaitre fractions d’activité phosphatase. Les
AcPases contenues dans ces fractions ont libéf idorganique (Pi) a partir de Po extrait
d’'un podzol acide. Les vitesses d’hydrolyse somghrées quand le sol est préalablement
autoclavé, suggérant que les pools de Po microbibéses par l'autoclavage seraient un
meilleur substrat pour les AcPasesHiecylindrosporumUn géne codant pour une AcPase,
nommé HcPhoA a été identifié dans une banque d’ADNc #ke cylindrosporum
L’expression deHcPhoA est fortement augmentée dans le mycélium en eulpwre en
réponse a la déficience en Pi, indiquant que laystion de HcPhoA est régulée au niveau
transcriptionnel. Cependant, la transcriptionHt#?hoA survient apres celle ddcPT1, qui
code un transporteur "HPi. La mycorhization du Pin maritime pé&t. cylindrosporuma
augmenté la croissance et le prélevement net desPpldintes a partir d’'un podzol acide
pauvre en Pi. L'augmentation de I'expressionHi#’hoAdans les ectomycorhizes pourrait
indiquer un rdle de HcPhoA dans la minéralisationRl organique du sol au profit de la
plante hote.

Mots clés: Phosphatase acide, Ectomycorhitésheloma cylindrosporun®inus pinaster
Nutrition phosphatée, Régulation transcriptionneleticorps.



Regulation of the secretion of acid phosphatase actomycorrhizal fungi and
mobilization of organic phosphorus in the rhizosphee of forest trees:
biochemical and molecular approaches

Abstract

Some ectomycorrhizal fungi are able to release esggnle amounts of acid phosphatase
(AcPase) when grown in pure culture. The main hypsis of this work is that these enzymes
would play an important role in organic P (Po) nishtion of forest soils. To study this
hypothesis, we used the model ectomycorrhizal fangebeloma cylindrosporumalready
known for its great capability to release AcPaseitin. The separation of secreted proteins in
the culture medium with a cation exchange resinanagossible to identify four AcPase
fractions. AcPases from each fraction releasedgaric P (Pi) from Po extracted in acidic
podzol. The rates of Pi release were increased vihensoil was previously autoclaved,
suggesting that pools of microbial Po releasedr adtil autoclaving could be a better
substrate foH. cylindrosporumAcPases. A gene coding for an AcPase, nade®hoA was
identified from a cDNA library ofH. cylindrosporum Expression level oHcPhoA was
strongly increased in the mycelium grown in puréwe as a response to Pi deficiency,
indicating that the regulation HcPhoA productionswaanscriptional. HowevelticPhoA
expression level increased after thaHoPT1coding for a H:Pi transporter. The mycorrhizal
association betweeH. cylindrosporumand maritime pine increased plant growth and net P
accumulation from an acidic podzol low in Pi. Timerease oHcPhoAin ectomycorrhizae
could indicate a role of HcPhoA in the mineralisatof soil Po for the host plant.

Key words: Acid phosphatase, Ectomycorrhizétebeloma cylindrosporuniPinus pinaster
Phosphorus nutrition, Transcriptional regulationfiBody.
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INTRODUCTION GENERALE

La majorité du phosphore (P) contenu dans les solgsouve sous des formes minérales et
organigues complexes qui ne sont pas directemiistbtes par les végétaux (Barber, 1984 ;
Turneret al, 2005). Seul 'orthophosphate (PizR@D, ou HPQ?), forme soluble, est absorbé
par les plantes. La faible mobilité du Pi dansdmison du sol, estimée de 1ba 10" mz.s*
(Schachtmaret al, 1998), résulte de sa forte réactivité avec lestitmants du sol. Seule une
faible proportion de P est alors présente sousdatmPi en solution et sa concentration est
estimée pour la majorité des sols entre 0,1 etM@Hlinsinger, 2001). Cette concentration est
insuffisante face aux besoins nutritifs en P degtaux et la biodisponibilité en Pi devient
alors rapidement un facteur limitant pour la prdduc de biomasse dans les écosystemes
naturels ou anthropiques.

En réponse a la déficience en P, les plantesoanéfpis développé de nombreuses
stratégies afin de répondre a leur besoin en Rrhigsance et la configuration spatiale du
systeme racinaire permettent I'exploration contirdee nouveaux horizons du sol. Une
augmentation significative du nombre de racinesdfia été observée dans les sols pauvres en
P chez le pin maritime (Achat al, 2008). La formation de structures racinaires igiéées
tels que les poils racinaires (Gahoonia & Nield&97)ou les racines en « cluster » (Lamont,
1983) permet d’augmenter considérablement la seid&g&change et le volume de sol exploré.
Les plantes sont également capables de mobilis&i dupartir des formes de P complexées
par la sécrétion d’acides organiques (Jones, 18098¢ phosphatases acides (AcPases) (Duff
et al, 1994) dans la rhizosphere.

Dans les écosystemes forestiers, les racines nessasont pratiqguement toujours
associées a des symbiotes fongiques au travees fdentation d’'organes mixtes qui sont les
ectomycorhizes (Marmeisset al, 2004). Les associations ectomycorhiziennes coeogr
presque exclusivement des plantes ligneuses etldmspignons supérieurs. Seul 3% des
especes végétales sont concernées par cette #issogiais elles constituent la majorité des
especes de nos foréts tempérées et boréales (&Ritad, 2008). De nombreuses études ont
démontré I'effet bénéfiqgue de I'association ectoanfizienne sur la croissance de la plante
héte, notamment grace a une amélioration de lationtrminérale et plus particulierement
phosphatée (Cumming, 1996 ; Colpastrial. 1999 ; Wallandeet al. 2005). Cette symbiose
mycorhizienne est considérée comme la stratégukarépandue pour accroitre I'acquisition

du P par les plantes surtout dans les sols apgaenrcet élément (Smitt al, 2000). Cette
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amélioration du statut P de la plante peut étrébat en partie aux hyphes extramatriciels qui
vont coloniser le sol augmentant fortement la s@rfd'absorption des racines mycorhizées
comparé aux racines non mycorhizées (Rousséal, 1994 ; Torres Aquino & Plassard,
2004). Les travaux de Roussestual. (1994) ont montré que les hyphes extramatriciels d
champignons ectomycorhizierRisolithus tinctoriuset Cenococum geophilunpouvaient
représenter jusqu’a 75% de la surface totale diptism de jeunes plantes &nus taedaEn
plus de I'exploration du sol, les ectomycorhizegraanteraient la disponibilité de Pi a partir
des formes de P organiques par la sécrétion deas&sRlans la rhizosphere. La capacité des
champignons ectomycorhiziens a sécréter des AcRasaéponse a la déficience en Pi a
largement été établie en culture pure (Tibbetl, 1998 ; Quiguampoix & Mousain, 2005).
Dans les sols pauvres en P et riches en P orggraysécrétion des AcPases apparait
donc déterminante pour permettre I'acces au P igygaet I'amélioration de la nutrition P des
plantes ectomycorhizées. Cependant les mécanismaggiilation de la synthese de ces
enzymes restent encore tres mal définis. Dans oiexie, I'objectif de ma these a été de
caractériser les mécanismes biochimiques et maliesl responsables de la sécrétion des
AcPases chez un champignon ectomycorhizien basydiei® modele Hebeloma
cylindrosporumen culture pure ou en association avec une pladteePinus pinaster Cette
espéece fongique a été sélectionnée pour sa fopacitd de sécrétion des AcPases dans son
milieu de culture (Leprince & Quiquampoix, 1996) kravail de these a permis dans un
premier temps de séparer plusieurs isoformes deages® chez cette espece fongique et
d’étudier leurs propriétés biochimiques dont lefficacité a mobiliser du Pi a partir de
I'hydrolyse de composés organiques extrait de satdeux acides. Nos travaux ont également
permis d’identifier un géne de phosphatase aciae ltexpression est fortement induite par la
carence en Pi dans le milieu de culture. L’idecdifion de ce gene a permis d’envisager
l'utilisation d'outils moléculaires chead. cylindrosporumpour étudier la régulation de la

synthése des phosphatases fongiques en condidéprésentatives de celles de la rhizosphére.
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CHAPITRE 1
Synthese bibliographique

Le phosphore (P) est le cinquieme élément compdaantatiere vivante. Quelque soit sa
forme, I'atome de P est toujours associé a desestaiioxygéne pour former le groupement
phosphate P§. La formation d'une liaison anhydride d'acide entleux groupements
phosphate (ex ATP) riche en énergi&¢ de -7,3 kcal mal) lui confére un réle central dans
le stockage de I'énergie cellulaire. Le groupenmmisphate entre aussi dans la composition
de nombreuses molécules telles que les acidesiquess(ADN, ARN) et les phospholipides,
ce qui Ilui confere un role structurel fondamentdEnfin, le processus de
phosphorylation/déphosphorylation des protéines wstdes principaux mécanismes de
régulation du métabolisme cellulaire, ce qui comfewu groupement phosphate un réle
supplémentaire dans le bon fonctionnement de lehmege cellulaire. Cependant, malgré
cette importance fondamentale dans le cycle duntj&approvisionnement en P est une

contrainte majeure pour de nombreux organismestswdu sol.

1. Le phosphore dans le sol

1.1. Le cycle global de P dans le sol

La Figure 1.1 (Walbridge, 1991) montre la complexité et la déi€r des mécanismes
géochimiques et biologiques responsables du cycle dans les sols naturels. L'ensemble du
cycle de P est centré autour de la seule formeud@igable par les organismes vivants qui est
le P en solution (Solution Fjgure 1.1). L'approvisionnement de ce pool de P en soluéisin
sous l'influence de deux sous-cycles : un cycléogigue dans lequel les pools de P sont des
formes organiques de P dont les transferts sontegonés par des réactions biologiques, et un
cycle géochimique dans lequel les pools de P semtdmposés chimiques et minéralogiques
dont les transferts sont gouvernés par des mécasiabiotiques. Le P du cycle géochimique
provient majoritairement de l'altération des rochméres (Larsen, 1967). Les principales
réserves naturelles mondiales de P (estimée ensirbiv 18 tonnes) sont constituées de

phosphorite, roche phosphatée constituée essentwiit de fluoroapatite.
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Figure 1.1.Représentation schématique du cycle du phosplam®ld sol (d’aprés Walbridge, 1991).

Les formes minérales (Pm) et organiques (Po) denPtees variées dans le sol mais
leur adsorption sur la phase solide du sol limieiment leur diffusion dans la solution du
sol. La précipitation de P avec les cations métadls Al, Ca ou Fe conduit & la formation de
minéraux phosphatés insolubles et peu mobiles. ef@st un ensemble de processus
chimiques et physiques de désorption et adsorptiorh contribuer au réapprovisionnement
de la solution en P a partir de la phase minéralesal. Les organismes vivants (plantes,
champignons, bactéries) participent activementraogssus de recyclage du P du sol. Malgré
une forte immobilisation de P, ils sont capabledilierer P par solubilisation du Pm et par
minéralisation du Pd<jgure 1.1). Des pertes importantes de P peuvent égalemgmodaire
par lessivage. Les phénomenes climatiques commprésspitations peuvent augmenter la
solubilisation du P. Des mesures sur la quantitB @nésente dans une prairie du Canada ont
démontré que les précipitations en fin de saistimads conduisaient a une augmentation de

la concentration en P de 0,08 g/m2 a 0,25 g/m2n(Hdlal., 1972). Toutefois, il est important
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de noter que les processus géochimiques et bialegigont étroitement liés et permettent
conjointement le recyclage du P dans la rhizosphére

1.2. Les principales formes de P dans le sol et fedevenir

1.2.1 Le phosphore minéral

Les ions orthophosphates ou Pi constituent la deuiee de P directement assimilable par les
plantes. La faible mobilité du Pi dans la solutidm sol, estimée de 6 a 10° m2s?
(Schachtmaret al, 1998), résulte de sa forte réactivité avec lestitmants du sol. Seule une
faible proportion de P est présente sous forme idenPsolution et sa concentration se
maintient pour la majorité des sols entre 0,1 et (Mengel & Kirkby, 1987 ; Hinsinger,
2001).

Les formes ioniques du Pi en solution provienneatla dissociation de l'acide
orthophosphorique. En fonction du pH de la solytimm note trois réactions de dissociation
de l'acide orthophosphorique dont les valeurs da gknt présentées danstaddleau 1.1
Dans la gamme de pH mesurée dans la plupart degpdl4-8), HPG et PO, sont les
deux principales formes de Pi présentes en solutiarforme HPO, domine dans les sols
acides tandis que la forme trivalente /£#ne se forme que pour des valeurs de pH trés

alcalines supérieures a Jidure 1.2).

Tableau 1.1.Constantes de dissociation (pKa) des réactiondismciation de I'acide
orthophosphorique (Lindsay, 1979)

Dissociation Réaction d’équilibre pKa
1 HsPO,4 <> H,PO, + HY 2,15
2 H,PO, <> HPO,” + H* 7,20
3 HPO” < PO,* + H* 12,35

Du fait de leur charge négative, les ions phospkaht capables de se combiner avec
de nombreux éléments du sol pour former des miréphwsphatés avec des cations libres
dans le sol comme le calcium, I'aluminium et ledent quelques exemples sont donnés dans

le tableau 1.2En sols neutres ou légérement alcalins, I'intévactles ions Pi avec les ions
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C&”* conduit & la formation de différents phosphatesaleium {Tableau 1.9. Parmi ceux-ci,

la formation des apatites peut étre définie parfanaule chimique de base MPOy)sX2 OU

le minéral (M) est du Ga et I'anion (X) peut étre F(fluoroapatite), Cl(chloroapatite), OH
(hydroxyapatite) ou C§ (Paul & Clark, 1989). Le calcium peut étre remplgzar le
magnésium, le manganeése, le césium ou d’autresneaties travaux d’Arvieu (1974) ont
démontré que dans un sol calcaire représentasifpfmsphates monocalciques précipitent
rapidement avec le carbonate de calciunf{C@:;*) pour donner des phosphates dicalciques
dihydratés évoluant ensuite en apatites (Samipé, 1980). En sols a pH tres élevé (pH> 8)
les phosphates mono- et dicalciques se transformenphosphates tricalciques, puis en
phosphates cristallisés de type apatite.

Espéce chimique, en % du P total

pH de la solution

Figure 1.2. Distribution des différentes formes ioniques decile orthophosphorique en solution en
fonction du pH (Redessiné d'aprés Brady & Weil, @99

Par contre, dans les sols acides et réducteubsnigance des ions libresFet AP
provoque la précipitation du P sous forme de phaigshde Fer et d’Aluminiumrableau
1.2) qui sont tres peu solubles (Lindsstyal, 1989 ; Morel, 1996).

Les ions phosphates peuvent étre complexés afkcswde solides qui sont composés
par exemple de silice, d'argile, d’hydroxydes mié&aks, de carbonates ou de sulphides
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(Behraet al, 1999). Ces solides peuvent se comporter commeentie métallique pour le
ligand négatif () et I'’échange de ligands entre ions @Hanions avec une ou deux charges
négatives aura pour résultat la complexation dadiaconsidéré (par exemple le phosphate)

a la surface du solide selon I'équation suivanthfBet al, 1999) :

n(= S OH) +L <> E=S)n LY+ nOH

Tableau 1.2.Quelques minéraux phosphatés communs dans leglsgises Barber, 1984)

Phosphates de calcium Phosphates d’aluminium  Phosates de fer
Ca(POy)sF AIPQ,, 2 HO FePQ2 HO
Fluoroapatite Variscite Strengite
Ca(PQ,)s0H HeKsAls(PQy )s, 18 HO
Hydroxyapatite Taranakite de potassium
Ca(POy):. AIPO,
Phosphate tricalcique Berlinite

CaH(PQy)3, 2,5 HO
Phosphate octocalcique
CaHPQ
Phosphate dicalcique
CaHPQ 2 H,O

Phosphate dicalcique
dihydraté

1.2.2. Le phosphore organique

On peut définir le phosphore organique (Po) conmeresémble des composés comportant un
ou plusieurs groupements phosphate et qui sonupsogiar le métabolisme des étres vivants.
De ce fait, le Po dérive principalement des résidégétaux, des cellules microbiennes et
fongiques et des métabolites cellulaires. Le Pd pgarésenter jusqu’a 80% du P total présent
dans un sol (Richardson, 1994 ; Condron & Tiesge5). Il est essentiellement présent sous
forme de phosphates d’inositol (phytate) et secoenent sous forme de sucres, acides
nucléiques, et phospholipides (Mengel & Kirby, 1P8Figure 1.3). Les phosphates
d’inositol constituent des réserves phosphoréess@ardet al, 1995) provenant en majorité
des plantes et stockées dans les graines. Lesedifés formes de Po peuvent étre classées

selon le nombre de liaison ester reliant le growgren® et le C. Une seule liaison définit les
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phosphates monoesters R-OsPiQet deux liaisons les phosphates diesters R-QHRO-
R’. On distingue également le groupe des phosphahiales organiques caractérisés par la
liaison P-O-P comme 'ADP, I'ATP et les polyphospts{Tableau 1.3.

H—&—G—CHE
H—G—O—?H (I? H
o H,CO— F’—O—CHE (?—NH;;
(a) Inositol CoOo™
hexaphosphate ; ;
{b) Phosphatidyl serine
T
H.C—O—C—R
HO OH
O HC—O—C—R' F“&‘O—CH
HO bo-tn, & ‘@‘O‘?H
o- Hzro—lg—o—CH—‘,—-::H ~N*(CHy)a
H H
{b) Phosphatidyl inositol (k) Phusphaudyl choline
CH OH H-OH
'U_k’ He i “ H
o ? OH H ? (P
n}-o o —p—0—P—0
DH OH H OH H OH © ©

(c) Ribose 5-phosphate (c) Galactose1-phosphate {c) UDP galactose

2 £
'}Jﬁ\% ~N o HN ""(ITI:—CH:,
-, ~CH
o HCe;\N,-C ] M
_D—I'-Il’O Ho G—Z«:_:;CHE HL.i,. N“{:H
o~ ’
H H Ribose-P
OH OH OH OH
(d) Adenosine 5'-phosphate (d) Thymidine 5"-phosphate (d) Aminoimidazole
{AMP) (TMP) ribonucleoctide

Figure 1.3. Exemples de composés de P organique. (a) Hexdpdesp'inositol. Quand les charges
négatives portées par les groupements phosphateassociées a Hil s’agit de I'acide phytique. (b)
Phosphoglycérides (c) Sucres phosphatés. (d) Canfsodes acides nucléiques (adapté a partir déeePlan
2007).
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Tableau 1.3.Tableau récapitulatif des principaux composésraltue P organiques pouvant étre présents
dans I'environnement (d’aprés Turretral, 2005)

Composé Formule chimique Classe Commentaires

Acide désoxyribonucléique HBsNO,P diester

Acide ribonucléique diester

myacinositol hexakisphosphate ¢ H,,0,,Ps monoester Principal source de Po

(acide phytique) chez les plantes

D-chiro-inositol hexakisphosphate 6ld;50,4Ps monoester Origine microbienne

a-Glucose 1-phosphate CeH130P monoester Sucre répandu chez les
plantes

Adénosine 5'-monophosphate 10814.NsO,P monoester

Adénosine 5'-diphosphate 1dB15N50410P polyphosphate

Adénosine 5'-triphosphate 18E116N5045P5 phosphoanhydride

B-Glycérophosphate CsHgO6P monoester Synthétise par le clivage
enzymatique de la choline

Phosphoénolpyruvate 38506P monoester Commun chez les plantes

L-a-phosphatidyl ethanolamine  C;H;,NOgP(2R) diester Phospholip!de chez les
microorganismes

L-a-phosphatidyl-L-sérine CgH1,NO1oP(2R) diester Phosphqlipides chez les
mammiféres

Polyphosphate (linéaire) HD3n+1Pn phosphoanhydride Origine microbienne

Pyrophosphate 0P, phosphoanhydride

Phosphocreatine 8:0N;05P monoester Commun chez les muscles

des vertébrés

La présence d'un ou plusieurs groupements phosplfeate les composés de Po

entraine une faible mobilité dans la solution du &m effet, ils peuvent étre fortement

adsorbés par les minéraux argileux et peuvent foavec la matiére organique des composés

difficilement dégradables ou précipiter avec legdms de Fe ou d’Al dans les sols acides ou

de Ca et Mg dans les sols alcalins. Le taux d’adgor du Po dans les sols est fonction de sa

structure, notamment du nombre de résidus P, deasge mais aussi de sa taille moléculaire.
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Ainsi, les phosphates d’inositol s’adsorbent plasilement a la surface des argiles que les
acides nucléiques, les phospholipides ou les susireples (Leytemet al, 2002). La

difficulté d’accessibilité aux formes de Po en iatdion avec les argiles et la matiere
organique du sol impligue qu’'une grande proportienPo du sol reste encore chimiquement

non déterminée (Turnet al, 2005).

1.2.3. Les mécanismes de la mobilisation de P

1.2.3.1. Les mécanismes physico-chimiques

Les mécanismes physico-chimiques responsables deolalisation de P sont l'altération
(weathering) des minéraux primaires, la destructies agrégats qui libere des minéraux P
secondaires suivie de la désorption des ions pldspiontenus dans ces minéraux et enfin
les échanges ioniques qui permettent la mise arnti@olde Pi a partir du pool labile de P
inorganique Figure 1.1). Cependant, le mécanisme majeur qui détermin@da en solution
de Pi a partir des minéraux phosphatés ou descesridiechanges du sol est la variation de
pH de la solution du sol (Hinsinger, 2001). Coneetnla dynamique de dissolution des
minéraux phosphatés, les isothermes de dissolptiécripitation de ces minéraux peuvent étre
établis en fonction du pH et de la concentratiorHgiRO, de la solution Kigure 1.4). Pour
chaque minéral, les points situés au-dessus d#serstes indiquent une précipitation du
minéral. Il est ainsi possible de voir qu'a pH a&Gides minéraux de fer et d’aluminium
précipitent pour de tres faibles concentration®iernnversement, 'augmentation du pH de la
solution du sol augmente leur solubilitgdure 1.4). La précipitation des minéraux calciques
requiert des valeurs de concentration en Pi etHlplps élevées que les phosphates de fer et
d’aluminium. Par conséquent, une acidification ¢igun sol riche en minéraux calciques
pourra facilement libérer du Pi a partir de ceséranx, en patrticulier le phosphate dicalcique
dihydraté Figure 1.4).

De la méme facon, le pH de la solution détermeecharge nette de surface de
nombreuses phases solides, en particulier les exdeléer et d’aluminium, qui présentent une
valeur de pH pour laquelle elles ne sont pas clear{EHpzc) (Behrat al, 1999). Letableau
1.4 donne les valeurs de pHpzc de quelques solidesodet montre qu'il existe une trés
grande variabilité de ces valeurs de pH. LorsqueHeest inférieur a la valeur de pHpzc, les
surfaces sont chargées positivement et peuventlégeanions comme le phosphate. Lorsque
le pH est supérieur a la valeur de pHpzc, les sasf@&ont chargées négativement et peuvent
libérer les anions comme le phosphate. Toutefegsahions phosphate retenus a la surface de
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ces composés solides peuvent étre échangés pangéchie ligands avec des anions

organiques comme le citrate ou 'oxalate.

1.2.3.2. Les mécanismes biologiques

Le sol contient une tres grande diversité dorgaess (bactéries, champignons, plantes)
capable de libérer du Pi a partir des formes deirfénales et organiques (Cosgrove, 1977).
Les organismes vivants du sol sont capables deelibdu Pi a partir de P minéral et
notamment des minéraux phosphatés dulsokolubilisation de P minéral s’effectue par la
sécrétion de ligands ou acides organiques qui sentomplexer avec le calcium, le fer ou
I'aluminium, libérant ainsi du Pi dans la solutida sol (Hinsinger, 1998 ; Jones, 1998). Le Pi
libéré dans la solution du sol par minéralisatiensolubilisation peut étre absorbé par les
plantes et les champignons, immobilisé par la i bactérienne, adsorbé sur les surfaces
minérales ou perdu par lessivage et ruissellentegtife 1.1).

La minéralisation des composés de P organique s’effectue grace sedeetion
d’enzymes qui ont la propriété de catalyser I'hnjybe des liaisons esters phosphoriques et
d’anhydrides d’acides en libérant du Pi (Figure).1(es enzymes appartiennent a un groupe
tres diversifie appelé phosphatases (Burns, 1982kmi les phosphatases, on peut
différencier les phosphomonoestérases, les phog#térhses, les phytases et les nucléases
qui vont respectivement libérer du Pi a partir demoesters, des diesters, du phytate (acide
phytigue ou phytine) et des acides nucléiques (Eigli3). Ces enzymes peuvent étre
adsorbées sur la phase solide du sol, notammermt lageargiles, modifiant ainsi leurs
propriétés catalytiques (Leprince & Quiquampoix989 Quiguampoix & Mousain, 2005). Il
est estimé que 70 a 80% des phosphatases sécdétéeda rhizosphéere sont d’origine
bactérienne (Plante, 2007).
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log [H,PO,]

Figure 1.4.Isothermes de solubilisation des minéraux phogshadiqués. L'activité ionique du calcium
est fixée arbitrairement a 3,2 mM. Les activitéd'a@eminium et du fer sont contrdlées par la sdltéode
leurs oxydes (redessiné d’aprés Olsen & Khasawt@®8() dans Barber, 1984)

Tableau 1.4.Valeurs de pH pour le point de charge zéro (pHplec)juelques phases solides (d’'aprés
Stumm, 1992 dans Behehal,, 1999)

Matériel pHpzc Matériel pHpzc
a-Al 05 (corundium) 9,1 B-MnO, (birnessite) 7,2
a-Al(OH); (gibbsite) 5,0 SiQ (quartz) 2,0-3,0
y-AlIOOH(boehmite) 8,2 TiG, (anatase, rutile) 6,3
BeO 10,2 ZrQ 6,4
CuO (tenorite) 9,5 ZrSip 5,0
Fe;0, (Mmagnetite) 6,5 Albite 2,0
0a-FeOOH (goethite) 7,8 Chrysolithe >10
a-Fe0; (hematite) 8,5 Feldspars 2-2,4
FeOOH (amorphe) 8,1 Kaolinite 4.6
MgO 12,4 Latex 8,0
o-MnO, (vernadite) 2,8 Montmorillonite 2,5

Note des auteurs (Behet al, 1999) : les valeurs ne sont pas des valeurs @wssachr elles dépendent du
modele utilisé pour les estimer.
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2. La nutrition phosphatée chez la plante

Comme indiqué précédemment, le P est présent sonsrdbreuses formes dans le sol mais
seul Iion orthophosphate ou Pi POy, HPQ?) peut étre directement absorbé par les
plantes. Sa faible concentration dans les soksl€Bki, 1973 ; Hinsinger, 2001) et sa faible
diffusion (Schachtmaret al, 1998) font que la biodisponibilité de cet ion est facteur
limitant pour la production des écosystémes. Le®ips importants en Pi chez la plante font
gue sa vitesse d’absorption par les racines sog m@pide que celle de sa diffusion dans le
sol. La principale conséquence de ces vitessesctnésastées est la formation d’'une zone
d’épuisement en Pi autour de la racine appelée derggplétion. Cependant, les plantes ont
développé de nombreuses stratégies leur permett@asdimiler le Pi avec une plus grande
efficacité dans des sols appauvris en cet élén@ad.stratégies consistent tout d’abord a (i)
une augmentation de la croissance racinaire, diimise en place d’organes spécialisés
(Skene, 1998), (iii) I'expression de transportedes Pi a haute affinité (Raghothama &
Karthikeyan, 2005), (iv) la sécrétion d’exsudatsimaires et d’enzymes spécialisées (Driff
al., 1994 ; Jones, 1998) et (v) I'association symbisi avec des champignons du sol (Smith
& Read, 2008).

2.1.Une stratégie individuelle
2.1.1. La morphologie et le dynamisme du systeri@aae

2.1.1.1. Architecture racinaire

Brievement, l'architecture du systéme racinaireltésle la croissance de la racine primaire,
de la vitesse d'émission des racines secondais leur vitesse d'allongement, ainsi que de
la durée de ces différentes phases (Beemster &ifBasR98). Etant donné l'immobilité
relative de P dans le sol, la configuration spatied la vitesse de croissance du systeme
racinaire sont essentielles pour avoir accés coellieEment a des nouveaux pools de P
disséminés dans les différents horizons du sols@arcontexte, de nombreuses études ont pu
mettre en évidence des changements nets a lauiola sroissance et I'architecture racinaire
en réponse a une déficience en Pi (Lynch, 19953. ttavaux de Jacksoet al. (1990)
reportent les effets d'une répartition localisée Rludans le sol sur la prolifération et la
croissance du systeme racinaire au niveau de dats e nutrition chez plusieurs espéces
pérennes d’Amérique du Nord. De la méme facon,étiedes ont été réalisées sur le haricot
commun afin de sélectionner des génotypes dontrd@s architecturaux permettaient une

meilleure adaptation aux sols appauvris en P (Ly&cBrown, 2001). Parmi ces traits
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architecturaux, la trajectoire gravitropique desinas basales, I'enracinement accidentel, la
dispersion des racines latérales et la plasti@téad processus en réponse aux variations de
disponibilité en P contribuent a I'efficacité d’aption de P chez cette espéece. Similairement
a Jacksoret al. (1990), ces auteurs ont montré une forte croissales racines dans les
horizons du sol riches en matiére organique.

La disponibilité de P exerce un effet tres margue fois sur I'évolution architecturale
et la dynamique de croissance du systeme racirtaireeffet, Williamsonet al. (2001) ont
démontré que cheArabidospsis thalianda croissance en conditions de déficience en P
induisait un ralentissement de I'élongation dedeaine primaire et une augmentation de la
densité des poils racinaires et de I'élongation idesnes latérales ou secondaires. Un tel
profil de croissance permet une meilleure exploratar les racines latérales des couches
superficielles du sol. Toutefois, une forte biodisipilité du P dans le milieu extérieur induit
également des modifications de l'architecture r@icin Ainsi, dans les parcelles naturelles ou
des pratiques de fertilisation annuelle et répétise mettent en place, on peut observer des
changements significatifs de la biomasse racinagivediamétre racinaire et de la taille des

racines fines comparés a des parcelles non fédgigBakkeet al, 2009).

2.1.1.2. Production de poils racinaires

Les poils racinaires sont des cellules différerxideine assise cellulaire de la racine appelée
zone pilifere localisée au dessus de la zone dj@lbon racinaire. Ces poils racinaires,
appelées aussi trichoblastes, ont une forme tukutiE quelques millimetres de longueur et
de 12 a 15 microns de diamétre (Gilroy & Jones 0205 sont spécialisés dans I'absorption
de l'eau et des nutriments a partir de la solutihn sol. Leur forme allongée permet
'augmentation de l'aire de surface d’absorptionlaleacine et I'exploration d’un plus grand
volume de sol. Leur durée de vie est de quelques jmais ils sont sans cesse renouvelés au
fur et & mesure de la croissance racinaire. Oatrefbnction dans la nutrition minérale de la
plante, les poils racinaires sont impliqués dasl®cessus de mise en place de la symbiose
mycorhizienne (Harley & Smith, 1983) et nodulaireez les |égumineuses (Torrey &
Callaham, 1978).

L'importance des poils racinaires dans l'acquisitide P a été démontrée par
I'observation d’'une zone de déplétion ¥®@ autour de la zone pilifére des racines de blés
(Lewis & Quirk, 1967) et d’oignons (Bhat & Nye, 147 De nombreuses études ont montré
une augmentation de la densité et de la longuesr padls racinaires en réponse a la
déficience en Pi chez certaines légumineuses étledr (Reid, 1981 ; Jungk al, 1990).
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Chez Aabidopsis thalianda densité des poils racinaires en condition dicidace en Pi (1
mmol m®) était 5 fois plus élevée comparée a celle enitondde suffisance en Pi (1000
mmol m® (Maet al, 2001). Cette augmentation de la densité en répanes déficience en Pi
pouvait s’expliquer par une plus grande stimulataiun nombre de cellules de I'assise
cellulaire pouvant se différencier en trichoblastea résumé I'ensemble de ces résultats
démontre clairement que le développement des pexisaires ainsi que I'augmentation de
leur longueur permet d’acquérir plus efficacemeri®ldans des sols appauvris en cet élément
(Gahoonia & Nielsen, 1997).

Figure 1.5.(a) Formation de poils racinaires sur des radei@sales d€inus pinasteen croissance sur un
sol sableux (podzol) déficient en P (Photo Louche(d) Développement de poils racinaires sur une
radicelles mature delakea prostateen culture hydroponique sous conditions de défageen P (Ri 1
mM) (d’aprés Shane & Lambers, 2005).

2.1.1.3. Formation de “Cluster roots”

Apres la symbiose mycorhizienne, la formation deluster roots » est considérée comme
'une des adaptations majeures pour I'assimilatior® dans les sols appauvris (Skene, 1998).
Les « cluster roots » sont des structures racimaparticulieres que l'on retrouve
majoritairement chez les plantes de la famille Blegéacées. Ces structures sont constituées
d’'un regroupement trés compact de plusieurs rddgdhtérales de quelgues millimétres de
longueur sur une section de la racine (Purnell,0L9fermettant ainsi d’augmenter
considérablement la surface d’absorption de laneackEn effet, les valeurs de surface
d’absorption et de volume d’exploration du sol pae racine présentant une structure en
cluster roots chez eucadendron laureolungétaient respectivement 140 et 300 fois plus

élevées comparées a celles d’'une méme longueuranacine présentant pas cette structure
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(Lamont, 1983). Des niveaux faibles de concentngtien P stimulent la formation de cluster
roots (Skeneet al, 1996). Plusieurs auteurs ont démontré qu’'en t¢ondi naturelles les
structures en cluster roots se formaient préfestbetnent dans les horizons du sol riches en
matiere organique (Lamont, 1973 ; Gould 1998). D&part, les cluster roots constituent des
zones privilégiées pour la sécrétion d’exsudatmaires (Dinkelakeet al, 1989 ; Shiet al,
2007) et de phosphatases acides (Gileedl, 1999 ; Wasaket al, 2003) qui permettent la

libération a partir des formes de P qui ne sontlipess dans la solution du sol.

-2 45 738 12-13  20-21

Figure 1.6. Présentation des différentes étapes de la formatione cluster root chedakea prostatd_es
racines sont classées, de gauche a droite, pareomhronologique de développement du début du
gonflement de 'axe (jour 0) jusqu’a la sénescetieda cluster root (jours 20 a 21). La racine pnétse

sur I'extrémité gauche de l'image est une racinasstormation de cluster (d’aprés Shane & Lambers,
2005).

2.1.2. Les exsudats racinaires
Les exsudats racinaires constituent un mélange odep@sés organiques et inorganiques

complexes résultant du métabolisme cellulaire entdocertains peuvent agir sur la
disponibilité des éléments minéraux en solutiomngéitiger, 1998). Les exsudats racinaires
sont majoritairement des acides organiques ou dgjades enzymes, des ions inorganiques
(OH, H', HCOy), des molécules gazeuses (C®) et minoritairement des métabolites
comme les sucres, les vitamines, ou les acideséan(ifones, 1998 ; Dakora & Phillips,

2002). En fonction de la nature des exsudats reeman distingue deux types d’actions :
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ceux qui arrachent directement des éléments mirésayartir des constituants du sol
(enzymes, anions organiques) et ceux qui vont rievdé pH de la rhizosphére au voisinage
de la racine (ions inorganiques) et par conségaegrinenter la mobilité chimique de certains
éléments comme le P (Dakora & Phillips, 2002).

Il existe de nombreuses formes d’acides organiqadsque, malonique, oxalique,
formique...) et les formes sécrétées sont fonctiansaspéce de la plante, de son age mais
aussi des conditions physicochimiques de I'enviesnent (Curl & Trueglove, 1986 ; Jones,
1998). Ces acides jouent un rdle crucial pour Iitité et I'acquisition du P chez les plantes
dans les sols appauvris en cet élément. lls sqabtas d’augmenter la biodisponibilité du P
en libérant du P a partir des phosphates solutde$ed d’aluminium et de calcium par
échanges anioniques (Marschner, 1995). Il a aussi poposé qu’ils favorisent la
solubilisation du Pi en saturant les sites poténtie fixation du Pi sur la matiere organique
(Dinkelakeret al, 1989). Ainsi, de nombreuses études montrent arte torrélation entre
'augmentation de la concentration en acides ogas sécrétée dans le milieu extérieur et
I'amélioration de la nutrition en P chez la plamte présence de P minéral (Neumann &
Romheld, 1999 ; Shet al, 2007). Dans des conditions de culture hydropa@idtioffland
(1992) a montré chez le colza que la sécrétionitlate et de malate s’accompagne de la
solubilisation d'un phosphate naturel, la phosghkori

2.1.3. Les phosphatases acides racinaires

La sécrétion des phosphatases acides constituenggal une réponse adaptative majeure
chez les plantes pour faire face a la faible didgplité en P des sols (Dufft al, 1994). Les
phosphatases acides sont des enzymes qui catalibgdtolyse des liaisons esters
phosphoriques et d’anhydrides des composées ortgnigigure 1.3 Tableau 1.3 libérant
ainsi du Pi au voisinage de la racine. Elles smaleiment synthétisées par les bactéries
(Boyce & Walsh, 2007) et les champignons (Tastkal, 2006). La classification ainsi que
les différents parameétres régulant l'activité ogtqlie de ces enzymes seront discutés en
détails par la suite. L’'augmentation des activifResphatases en réponse a la déficience en Pi
est tres bien documenté chez les plantes (Doetnas 1983 ; Goldsteiet al, 1988 ; Coello,
2002). Plusieurs études ont démontré que l'augrtientde l'activité phosphatase autour de
la racine entrainait la formation d’'une zone deléé&m en P organique traduisant ainsi
I'efficacité de ces enzymes a libérer du Pi a patti P organique au profit de la racine
(Tarafdar & Jungk, 1987 ; Georgs al, 2006). Toutefois, Tarafdar & Jungk (1987) ont

montré que cette zone de déplétion s’effectuaiteadistance proche de la racine, soit 0,8 mm
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pour le tréfle et 1,5 mm pour le blé, impliguaniede volume de sol exploré autour de la
racine par les enzymes reste limité.

D’autre part, 'augmentation de I'activité phospse sous déficience en Pi apparait
étre corrélée avec une augmentation de I'expressesngenes codant pour des phosphatases
acides (Wasaket al, 1999 ; Baldwinet al, 2001 ; Milleret al, 2001). Cependant, peu
d’études quantifient la contribution effective qdssphatases acides dans la nutrition P des
plantes. Toutefois, les études biochimiques et oubddres suggerent fortement que la
sécrétion des phosphatases acides constitue ume ipgggrante des mécanismes de réponse

des plantes a la faible disponibilité en P des. sols

2.1.4. Les transporteurs de Pi au niveau de ITatersol/racine chez les plantes

Les transporteurs de Pi sont des protéines loeslisgans la membrane plasmique
responsables de I'absorption du Pi circulant dansolution du sol. Les transporteurs de Pi
identifiés chez les plantes sont tous des symptrBi appartenant a la famillehtl (Daram

et al, 1999).lls sont constitués de 12 domaines transmembrangdpartis en deux groupes
de six séparés par une longue boucle centrale plydeo(Smithet al., 2000). A ce jour, ils
ont été identifiés chez de nombreuses espéces alE&gétommeArabidospis thaliana
(Muchhalet al, 1996 ; Smitket al, 1997 ; Luet al, 1997),Solanum tuberosuitbeggewieet
al., 1997 ; Rausclet al, 2001), Lycopersicon esculenturfiu et al, 1998a),Medicago
truncatula(Liu et al, 1998b),0Oryza sativalPaszkowsket al, 2002) etCatharanthus roseus
(Kai et al, 1997). Il est admis que la majorité des transpwst de Pi impliqués dans
I'absorption du P au niveau de l'interface raciok/sont & haute affinité tandis que ceux
responsables de la mobilisation du Pi interne dadate sont a basse affinité (Daramal,
1999).

De nombreuses études ont montré que la carencphesphate provoque une
augmentation de la capacité de prélevement de €i tds plantes. Cette augmentation
apparait étre corrélée avec une augmentation ceanid’expression des genes codant pour
des transporteurs de Pi au niveau des racines €leggt al, 1997 ; Paszkowsldt al, 2002
; Liu et al, 1998b). En effet, une extraction des ARN totabgzcdes plantes cultivées en
milieu pauvre (0 uM) et riche (250 uM) en Pi a détn® une augmentation rapide du niveau
de transcription des transportelwesPT1et LePT2dans la racine en conditions de déficience
en Pi (Liuet al, 1998a). D’autre part, ces auteurs ont détecté hausse du niveau de
transcrits deLePT1dans les feuilles. L'expression simultanéeld®T1a la fois dans la

partie racinaire et la partie aérienne est en dcawec les travaux décrits par Daramal.
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(1998) et Rosewarnet al. (1999). De plus, ce profil d’expression a été wapp pour
plusieurs autres génes codant pour un transpotdeiri a haute affinité comnf@T1 chez
Catharanthus roseufai et al, 1997) etStPT1chezSolanum tuberosurfLeggewieet al,
1997) indiquant leur implication potentielle daagranslocation du Pi interne.

Ainsi l'adaptation d'une plante a un sol présenhtale fortes variabilités de
concentrations en Pi nécessite obligatoirement capacité a réguler I'expression et la
fonctionnalité des genes codant pour des transpsride Pi a haute affinité au niveau de la
racine. La hausse de I'expression de ces géenespema optimisation de I'absorption du Pi
dans la solution du sol en conditions de déficiezied?i (Daranet al, 1998 ; Raghothama,
1999, 2000). A l'inverse, la répression de I'expies de ces genes permet d'éviter une

exposition a la toxicité dans des sols riches éBManeet al, 2004 ; Lamberst al, 2008).

2.2.Une stratégie collective : la symbiose mycorhiziemn

Le phénomene de mycorhization a été observé dartaitions naturelles les plus diverses
et concerne 90% des taxons veégetaux. Les plantesgoorhizées appartiennent a quelques
familles végétales dont les Brassicacees, les Qlugliacées, Saxifragacées, Caryophyllacées
et Joncacées. La symbiose mycorhizienne peut éfneielcomme l'association intime entre
les racines fines d’'une plante et les hyphes dhampignon. Cette association va conduire a
la formation d’un organe mixte appelé mycorhizenareau duquel des échanges bénéfiques
vont s’opérer entre les deux partenaires. La plaioiernira au champignon du C
essentiellement sous forme de sucres élaborésapandtosynthése (photosynthétats) et en
retour le champignon fournira a la plante de I'eades éléments minéraux, et notamment le
P (Smith & Read, 2008). Les mycorhizes peuvent dirisées en plusieurs groupes mais on
en distingue essentiellement deux qui sont imptstde part leurs intéréts agronomiques et
forestiers : les endomycorhizes et les ectomyceghizespectivement. Léableau 1.5
rapporte quelques études qui ont pu démontrer etfetbénéfigue de la symbiose
mycorhizienne sur I'amélioration de la nutritiondB la plante hote. Cette amélioration de la
nutrition phosphatée peut souvent s’accompagner up& stimulation de la croissance
comparee aux plantes non mycorhizées dans les n@mdgions de culture (Mousaet al,
1979, Jentschket al, 2001).
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Tableau 1. 5.Exemples d’association symbiotique montrant le dilechampignon dans I'amélioration de
la nutrition P de la plante hote.

Plantes hotes Champignons Typ(? de. Références
mycorhization
Cenococcum
Pinus radiata graniforme, Suillus  Ectomycorhize Mejstrik & Krause, 1973
luteus
Cenococcum
Pinus taeda geophilum, Pisolithus Ectomycorhize Rousseat al. 1994
tinctorius

Laccaria bicolor,
_ o Pisolithus _ _
Pinus rigida _ _ _ Ectomycorhize Cumming, 1996
tinctorius, Paxillus
involutus
Paxillus involutus,
Suillus luteus, Suillus

Pinus sylvestris , Ectomycorhize Colpaedt al. 1999
bovinus, Thelephora

terrestris

Daucus carota Glomus intraradices Endomycorhize Koide & Kabir, 2000

Pinus sylvestris Suillus. variegatus  Ectomycorhize Wallander, 2000

Betula pendula Paxillus involutus  Ectomycorhize  Perez-Moreno & Read, 2000

Picea abies Paxillus involutus  Ectomycorhize Jentschlat al, 2001
Salix sp Hebeloma syrjense Ectomycorhize Tibbett & Sanders, 2002

Linum usitatissimum, Glomus caledonium, _ _
Medicago truncatula  Glomus intraradices Endomycorhize Smithet al, 2003

Pinus pinaster Rhizopogon roseolus Ectomycorhize Casariet al, 2004

Pinus sylvestris Especes indigenes Ectomycorhize Wallaredexl. 2005
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3. La symbiose mycorhizienne

Les champignons mycorhiziens ont une fonction dsdkn dans le fonctionnement des
écosystemes forestiers et influencent fortemertiarsité et la productivité des foréts. La
symbiose mycorhizienne constitue une réponse éveluajeure pour les plantes face a la
faible disponibilité en P dans les sols. Outre Efioration de la nutrition minérale, la

mycorhization induit d’autres bénéfices comme larance au stress hydrique (Lamhanetdi

al., 1992), la tolérance aux métaux (Read, 1999)aeprbtection contre les pathogénes
(Azcon-Aguilar & Barea, 1996). La classificationsddifférents types de mycorhizes ainsi que
les connaissances relatives aux mécanismes impldags la mobilisation et le transfert du P

vers la plante vont étre présentées ci-apres.

3.1. Classification

3.1.1. Les ectomycorhizes

Les champignons ectomycorhiziens représentent ples 5000 especes fongiques,
majoritairement des basidiomycétes et quelgquesnagies et zygomycetes (Castellano &
Bougher, 1994 ; Barkest al, 1998). Les ectomycorhizes constituent le deuxignoepe de
mycorhizes le plus frequemment rencontrés apresrnidemycorhizes. Les familles végétales
formant des ectomycorhizes sont des espéces viaesulau ligneuses et représentent
seulement 3% des especes veégétales, mais constituemajorité des especes des foréts
tempérées et boréales (Fagacees, Bétulacées, édnddgrtacées...) et de certaines foréts
tropicales. Dans les foréts boréales et tempém@esstime que plus de 90% des racines
courtes forment des ectomycorhizes (Smith & Re@a8p

Lors de la formation d’ectomycorhizes, les hypkdeschampignon s’associent avec
des racines latérales a croissance réedtigufe 1.7a,0. Les filaments mycéliens viennent
s’agglomérer autour de la racine pour former un chan mycélien appelénanteau
fongique (Figure 1.79. Du c6té interne du manteau, des filaments ve@meper entre les
cellules corticales pour former l'interface symijoe ouréseau de Hartig(Figure 1.7d) au
niveau duquel s’effectuent les échanges entre éex ¢bartenaires (Peterson & Bonfante,
1994). Du c6té externe du manteau, des hyphes expibrer le sol jusqu'a plusieurs
centimétres de la racine et prélever I'eau et [éménts minéraux du sol. L'établissement
d’ectomycorhizes provoque une modification tresblés de la morphologie racinaire qui
devient alors hypertrophiée et de forme variabl@gke, dichotome, noduleuse...) (Smith &
Read, 2008).
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Figure 1.7.(a) Racine de pin maritimd®inus pinaster mycorhizée par un champignon ectomycorhizien
Hebeloma cylindrosporur(Photo Louche J). (b) EctomycorhizesRiaus radiatainoculées ave&uillus
brevipes(dans http://mycorrhizas.info/fecmf.html). Coupansversale d’une ectomycorhize de pin blanc
(Pinus strobul montrant la formation d’'un manteau fongique égaijsfleche jaune) autour de la racine
courte et d’hyphes intercellulaires pénétrant eletsecellules du cortex racinaire (d, fleches jaynée, d)
Les racines ont été colorées au noir de Chloraail\Bsualisées au microscope a contraste d'iramdes
(Brundrettet al., 1990 dans http://mycorrhizas.info/ecmf.html).

3.1.2. Les endomycorhizes

Morphologiquement, les endomycorhizes se diffémmcdes ectomycorhizes par I'absence
d'un manteau fongique autour de la racine. Lesmiats mycéliens pénetrent plus
profondément dans les cellules du cortex en tram¢ta paroi des cellules et en repoussant le
plasmalemme. Cependant, les membranes plasmiqueshampignon et de la cellule
végeétales restent intactes, sans aucune commuamaditiecte entre elles comme celle établie
au travers de la formation de plasmodesmes. Commedtomycorhizes, il y a formation
d’'un réseau d’hyphes extramatriciels explorantle Selon la différenciation morphologique
des hyphes intercellulaires, on peut distinguexdgpes d’endomycorhizes :

» Les endomycorhizes arbusculessont les plus répandues car elles se forment avec

80% des especes végétales (Allenh al.,, 2003). Les champignons concernés

appartiennent a l'ordre des Glomales (Zygomycetiess. plantes endomycorhizées
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peuvent étre des végétaux herbacés ou ligneuxhymses intercellulaires peuvent se
ramifier en arbuscule (réle d’échanges) ou se dfilaeh vésicule (réle de réserve)
(Smith & Read, 2008)Higure 1.9).

* Les endomycorhizes gelotonssont essentiellement formées par des Ascomyceétes et
des Basidiomyceétes. Le filament mycélien pénetrasdkies cellules actives et
s’enroule sur lui-méme pour former un peloton icgédulaire. Ce sont les mycorhizes

des orchidéegrfycorhizes orchidoidg ou des Ericaceaenfycorhizes éricoidek

1§
Appressorlum_.--—;'ﬁrl_
at entry point -
Intracellular l @]’ —=
hyphae -H_""Eitf'ﬁh ™
vesinlaw

Intarcellular
hypha in air
channel

Arbuscules

1

Figure 1.8.(a) Représentation schématique de la formationedemdomycorhize a arbuscules et de ses
différentes structures. (b) Observation microscopid’'une coupe longitudinale de racine endomycéghiz
par Glomus sp avec formation de vésicules V et d'arbusculeqd).Développement d'un arbuscule de
Glomus mossae&lans une cellule racinaire. Le tronc T de l'arllescprend naissance sur un hyphe
intercellulaire pour donner des ramifications adulaires (http://mycorrhizas.info/vam.html). (b, c)
Images obtenues au microscope d'interféreiecomarski.

3.1.3. Les ectendomycorhizes

Les ectendomycorhizes forment un groupe particpiiésentant a la fois des caractéristiques
des ectomycorhizes et des endomycorhizes. Les bypkeéliens forment autour de la racine

un manteau fongique généralement plus réduit gle des ectomycorhizes et les hyphes
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franchissent les parois des cellules végétales. aaendomycorhizes ont d’abord été

considérées comme des infections d'importance ménebiez les coniferes, apparaissant en
I'absence de champignons ectomycorhiziens. En daittype d’interaction est mutualiste et

correspond souvent a une colonisation mycorhizigmméeoce des plantules (Smith & Read,

1997).

Parmi les ectendomycorhizes, on différencie megcorhizes arbutoides qui se
forment entre des végétaux appartenant a la faméke Arbutacées et des basidiomycetes
exclusivement. Ces champignons peuvent égalemenefades ectomycorhizes sur d’autres
plantes. Ces ectomycorhizes forment des complegesed d’hyphes dans certaines cellules
épidermiques (Smith & Read, 2008). On distingudedgant lesnycorhizes monotropoides
qui se forment avec des vegeétaux appartenant auwnotvipacées (plante non
chlorophyllienne) et un sous-ensemble spécifiquecdampignons dans la famille des
Russulacées et des Boletacées. Pendant longtdnapété pensé que seuls les champignons
basidiomycetes formaient des mycorhizes monotrgsoidl y a pénétration des hyphes
intracellulaires dans les cellules racinaires dbtenation a la fois du manteau fongique et du

réseau de Hartig reste tres limitée.

3.2. Formation de la symbiose ectomycorhizienne

Malgré une trés grande diversité d’espéeces végétalefongiques dans la rhizosphere,
I'association entre les deux partenaires ne s'efeepas au hasard. Bien au contraire, elle
nécessite une reconnaissance spécifique des surtatlalaires entre les deux partenaires
(Martin et al, 2001). Le processus de formation de la symbiagene/corhizienne est
caractérisé par des modifications morphologiquespé&ant pendant la colonisation de
I'hyphe par la racine (Tagat al, 2002). Selon Matrtiret al. (1997) ce processus peut étre
divisé essentiellement en 3 étapes jusqu’a la immcalité de 'organe symbiotique qui sont

la pré-infection, l'initiation et la différenciatio

3.2.1. Pré-infection

La pré-infection correspond a I'étape de reconaaiss mutuelle entre le champignon et la
racine. L’hyphe colonisateur peut étre issu dedangnation d’'une spore a faible réserve de
métabolites et d’énergie ou bien provenir d’'une onljize déja existante (Tagt al, 2002).

Le processus de communication d’une cellule aféapeut étre différent selon que I'hyphe
colonisateur provient de la germination d’'une sparel’'une ectomycorhize.
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Il est probable que I'étape de pré-infection réséth la reconnaissance de molécules
sécrétées dans la rhizosphere par chacun des giegterCes molécules sont regroupées sous
le nom de molécules rhizosphériques signal et peldtee des flavonoides, des terpenes, des
hormones et autres composés (Maginal, 2001). En effet, certaines molécules sécrétées
parmi les exsudats racinaires sont connues ponnulsti la germination des spores ou la
croissance des hyphes chez plusieurs especes ecitnaienne (Martin et Hilbert, 1991 ;
Duplessiset al, 2001). Parmi les composés actifs présents danexsudats racinaires de
Pinus densiflorall flavonoides (hespéridine, rutine, chrysine.n) été identifies comme
des composeés stimulateurs de la germination degidssores cheSuillus bovinugKikuchi
et al, 2007). Similairement, les champignons sécretenk @ussi des molécules
rhizosphériques signal pouvant modifier la croissanu I'architecture racinaire (Barker &
Tagu, 2000). Gat al (1994) ont reporté que le champignon ectomycaehitiebeloma
cylindrosporumpouvait sécrété une phytohormone (auxine) cap#blkgimuler la croissance
des racines latérales de sa plante héte et parégoest d’augmenter son activité de

mycorhization.

3.2.2. Initiation

L’étape d’initiation correspond a [I'établissemenurd contact physique entre les deux
partenaires aboutissant a de profonds changememghaoiogiques de la cellule fongique. En
effet, au contact de la racine, la cellule fongigeegonfle et adhere solidement a la cellule
corticale. Cette adhésion peut résulter de la ggattd’un voile fibrillaire extensif formé de
glycoprotéines et de polysaccharides, rayonnanbuautes hyphes et permettant leur
amarrage a la racine (Guillot, 1997). Ce voile & ébservé pour plusieurs types de
mycorhizes et il est également formé par des chgmopis pathogénes et des bactéries
symbiotiques. Dans le modele d’associatiisolithus/Eucalyptuslei et al. (1990) ont
reporté la synthese de nombreuses fibrilles entbdes hyphes et les cellules de la paroi
racinaire apres seulement deux jours d’inoculatioOm. peut toutefois noter qu’avant la
formation du voile fibrillaire, un premier contas® met en place entre les hyphes et les poils
racinaires qui vont dégénérer par la suite @teil, 1990).

Apres adhésion, les filaments mycéliens se midmpla la périphérie de la racine
(Figure 1.99. Comme pour |'étape de pré-infection, il est @edp que la croissance et la
ramification des hyphes sont sous le contrle d&cntes rhizosphériques signal sécrétées
par les deux partenaires. Lagrange al. (2001) ont reporté l'effet de la rutine (sucre

glucosidique) sécrétée par de jeunes plants dypiced sur la stimulation de la croissante
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vitro des hyphes dPisolithussp. D’autres composés indoliques sécrétés pandmpignon
jouent aussi un role dans le développement dedimrgsymbiotique. Parmi ces composés,
I'hypaphorine fongique diminue le taux d’élongatidas poils absorbants (Ditenget al,
2000).

Apres avoir colonisé la surface des racines sedm®] les hyphes vont ensuite
proliférer pour entourer I'extrémité racinaire etrher un manchon dense autour de la racine,
le manteau fongiqueF{gure 1.9b). Les hyphes du manteau interne sont tres raméiés
agglutinés dans une structure composée de polymadeh et de glycoprotéines (Massicotte
et al, 1987).

Figure 1.9. Etapes de formation d’'une ectomycorhize entre @mgignonPisolithus tinctoriuset une
racine latérale (racine courte) de pin (Microscagéxtronique a balayage) (Picbigal, 1983). (a) Début de
croissance des hyphes (fleches) autour de I'apeiraige. (b) Formation d'un manteau fongique dense
(fleche) recouvrant I'apex racinaire.

3.2.3. Différenciation

L’étape de différenciation correspond a la pénénatles hyphes dans le cortex racinaire et a
la mise en place de la structure d’échange appékEau de Hartig. Ce réseau peut, suivant
les partenaires en présence, étre trés dévelopgétendre jusqu’au cylindre central ou au
contraire resté limité aux premieres assises ed@lkd (Dexheimer, 1997).

Des études cytologiques utilisant des anticorpgél contre des enzymes et des
lectines ont montré que le compartiment symbiotiquerfacial entre partenaires contient une

matrice formée de polysaccharides et de protéifmiguhe a la fois fongique et végétale
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(Dexheimer & Pargney, 1991). Les principaux compa$e cette interface sont la chitine et
les3-1,3 glucanes (Martiet al, 1999). Des études biochimiques et moléculairesae® sur
des ectomycorhizes deisolithus tinctoriusassocié aEucalyptusont montré I'expression
différentielle de protéines pariétales (hydrophebinadhésines et mannoprotéines) pendant
I'élaboration de la symbiose (Martet al, 1999).

Enfin, aprés la formation de I'ectomycorhize tout ensemble de molécules, encore
mal identifiées, vont faciliter la pérennité desjanbiose face aux réactions d’autodéfenses de
la plante (Salzeet al, 1996). La mise en place de I'association mycaehize requiert un
échange continu de signaux entre les deux paresnpiovoquant une cascade d’événements
conduisant a l'expression ou a la répression ddaiosr genes en accord avec le

fonctionnement de la symbiose.

3.3. Fonctionnement des mycorhizes et nutrition Pella plante hote

La mycorhization des plantes conduit & une améimrale la nutrition minérale des plantes,
en particulier phosphatée (cf § 2.2). Plusieursanistes ont été avanceés pour expliquer cet
effet bénéfique sur la nutrition P de la plante lpgrartenaire fongique : (i) 'augmentation de
la surface d’absorption et de volume de sol exploaé les racines mycorhizées, (ii) la
mobilisation supplémentaire de sources de P intduimaccessibles aux plantes, (iii) une
meilleure efficacité a absorber le Pi en solutior(ie la capacité a stocker le P sous des
formes facilement mobilisables. Le second mécanismplique I'exsudation d'acides
organiques et la sécrétion de phosphatases acates ld rhizosphére par le champignon
mycorhizien (Smith & Read, 2008).

3.3.1. Exploration du sol : le mycélium extramasic

L’absorption du Pi par les racines mycorhizéestnfis limitée seulement a la zone sub-
apicale de la racine. En effet, les plantes myeéds peuvent recevoir du Pi provenant d’une
distance trés éloignée de la racine grace a uneeg@mn avec un réseau d’hyphes externes
(appelés aussi extramatriciels) colonisant le Banfling & Read, 1995). Cette connexion
implique que les plantes mycorhizées ont une serfdiabsorption et un volume de sol
exploité beaucoup plus élevés que celui des plardesnycorhizées (Rousseaual, 1994 ;
Ekblad et al, 1995). Les travaux de Rousseatial. (1994) ont montré que les hyphes
externes des champignons ectomycorhizieiselithus tinctoriuset Cenococum geophilum
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pouvaient représenter jusqu'a 75% de la surfacaletad’absorption de jeunes plantes de
Pinus taeda

Malgré I'importance du mycélium extramatriciel ddfamélioration de la nutrition P
de la plante, tres peu d’études ont tenté de diearia relation entre la vitesse d’exploration
du sol par les hyphes externes et les effets soutidion P de la plante en fonction de la
disponibilit¢é du P dans un sol. Dans un modéle saistion symbiotigueHebeloma
cylindrosporunPinus pinaster Torres Aquino & Plassard (2004) ont démontré toree
corrélation entre la quantité totale de P accumdéées la plante et la surface de sol exploré
par les hyphes externes. Les valeurs de trangdegmP du champignon vers la plante ont été
estimées & 0,36 et 0,66 pmol de P paf denmycélium dans des sols pauvre et riche en P
assimilable, respectivement.

L’augmentation du volume de sol exploré est rexderpar le faible diamétre des
hyphes qui peuvent ainsi coloniser des zones dunsctessibles aux racines des plantes.
Smith et al. (2003) ont mis en place un dispositif expérimerttahs lequel une source
d’orthophosphate marquée &tP, mélangée avec du sol et un inoculum fongiquait ét
contenue dans une membrane de nylon dont le diardes pores (25 um) ne permettait que
le passage des filaments mycéliens. Ces auteumnesré le transfert &P vers la plante

héte a partir d'un compartiment du sol non expldégpar les racines.

3.3.2. Mobilisation de P complexé dans la rhizosphé

3.3.2.1. Les acides organiques

Tout comme les bactéries et les plantes (cf. 3,1les champignons mycorhiziens sont
capables de produire et de sécréter différentesoulgls d’acides organiques dans la
rhizosphére (acide oxalique, acide malique, acitlégqee...). Ces acides organiques sont
connus pour jouer un réle significatif dans I'augntation de la disponibilité du Pi a partir des
formes minérales peu solubles de P (Jones, 1988m®t al, 2005). Cette augmentation de
la biodisponibilit¢ en Pi est due a la diminution gH (Zou et al., 1995) et/ou a la
solubilisation des minéraux phosphatés présensolemion (Fox & Comerford, 1990 ; Jones
& Darrah, 1994). Wallandegt al. (1997) ont rapporté la capacité de nombreusexesyue
champignons ectomycorhiziens a améliorer la natrien P de jeunes pins sylvestre a partir
d’apatites comme seule source en P. Ainsi danadeleSuillus variegatu$accumulation en

P dans la plante était fortement corrélée aveci@ndtion de pH du sol et la sécrétion
d’acide oxalique par les racines mycorhizées. g,pls ont démontré que I'augmentation de
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la concentration en acide oxalique était en rataéieec une augmentation de la concentration
en P disponible dans le sol au voisinage de laeatiycorhizée (Wallander, 2000).
L'identification de cristaux d’'oxalate a été madren conditions naturelles dans la
litiere des sols forestiers colonisée par des cligmops ectomycorhiziens comme
Hysterangium crassurfCromacket al, 1979) etGautiera monticolgGriffiths et al, 1994).
Il convient de noter que la capacité a produird’aldde oxalique peut fortement varier en
fonction des espéces ectomycorhiziennes. En cultureitro, Arvieu et al. (2003) ont
rapporté une forte production d’acide oxalique pBhizopogon roseolusomparée a celle
d’Hebeloma cylindrosporuntCes capacités contrastées a libérer de I'aciddique ont été
maintenues dans la rhizosphére formée autour desesde pins maritime mycorhizées par
les deux especes fongiques citées précédemmerdriiCas al, 2003, 2004). De plus, ces
auteurs ont suggeéré que I'amélioration de la noitrien P des plantes mycorhizées pouvait
étre interprétée par une augmentation de la dibpip@ien P due a la sécrétion de fortes
quantités d’acide oxalique pBrt roseolugCasariret al, 2004).

3.3.2.2. Les phosphatases acides fongiques

Les phosphatases acides (AcPases) ont, en théomapacité de minéraliser les substrats
organiques (esters, polyphosphates organiquesjbéramt du Pi dans la solution du sol
(Turner & Haygarth 2005 ; Smith & Read, 2008). Gafant, cette action catalytique présente
un avantage incontestable uniquement dans la mesuedle s'effectue en périphérie des
hyphes ou des racines mycorhizées (Burns, 1982eréoal, 1995).

La sécretion des AcPases est fonction de la disjitd en P mais aussi des besoins
en P du champignon ou de la plante (Mousaial, 1997). En réponse a la déficience en Pi,
'augmentation de I'activité phosphatase sécrés¥dgs champignons ectomycorhiziens a été
démontrée a la fois en culture pure (Calleja & DZAq, 1982 ; Tibbettt al, 1998) et dans
les sols (Chemt al, 2002). Toutefois, I'activité catalytique de I'gmze est sujette a de fortes
variations en fonction de la nature des composésepts en solution et de son interaction
avec la phase solide du sol (Quiquampetal, 1995 ; Quiquampoix & Mousain, 2005). La
capacité des AcPases a hydrolyser différentesdrectie Po extraites de différents sols a été
testée par de nombreux auteurs (Hagteal, 2000 ; Turneet al, 2003 ; Heet al, 2004).
Ces auteurs ont rapporté des capacités tres cidasasn fonction du type d’enzyme, du type
de sol (forestier, agricole), de la méthode d'ecticen et des conditions expérimentales
utilisées (Bunemann, 2008). Cependant, il est itapbrde noter que la quasi-totalité des
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enzymes utilisées dans ces expériences sont dess@s®u des phytases purifiées chez des
champignons saprophytes.

Les racines mycorhizées peuvent ou non présem®eradtivites phosphatases plus
élevée que les racines non mycorhizées (Ma@ftall, 1991 ; Perez-Moreno & Read, 2000).
L'utilisation de jeunes plants de bouleau cultie@ésmicrocosme en présence du champignon
ectomycorhizierPaxillus involutusa permis de mesurer des pertes en P & partirfféecdis
horizons de sols forestiers (Perez-Moreno & Red&f0P La capacité chez les plantes a
obtenir du P a partir de la minéralisation du Poteoue dans la litiere a été attribuée a la
production de AcPases par les hyphes extramatricmbnisant les horizons des différentes
litieres (Bending & Read, 1995). Similairement, daitt & Sanders (2002) ont reporté la
capacité ddebelomasyrjensea améliorer la nutrition P de la plante au trawkr$acces a des
ressources limitées en Po. Enfin, I'implication mycélium racinaire dans la production de
AcPases a été suggérée par la forte corrélatior émtlongueur des hyphes et l'activité
phosphatase mesurée dans le sol (Halssling & Maxsch989).

3.3.3. Absorption du P au niveau de I'interfacéct@mpignon

Il est estimé que la concentration en Pi dansyphés peut étre plus de 1000 fois supérieure
a celle du sol (Bolan, 1991 ; Smith & Read, 20Q8pn phosphate ou Pi est donc absorbé
activement, contre son gradient électrochimiqueacgr a la présence de systemes
membranaires spécialisés qui sont les transporteuRi. Les transporteurs de Pi identifiés a
ce jour chez les champignons mycorhiziens sont ttmsssymports H: Pi appartenant a la
famille Pht1 (Daramet al, 1999). Comme les symports:Ri identifiés chez les végétaux (cf
§ 2.1.3.), les transporteurs de Pi fongiques sonstitués de 12 domaines transmembranaires
divisés en deux groupes de 6 séparés par une hmartiale hydrophile.

D’'un point de vue cinétique, les transporteursRilgpeuvent étre divisés en deux
grands groupes selon leur valeur d’affinité pouPidKy). En effet, les analyses cinétiques
montrent une absorption biphasique, impliquant ystésne de transport a haute affinitg,(K
compris entre 1 et 10 uM) et un systéme de trahspoasse affinité (ft compris entre 100 et
1000 uM) qui s’expriment lorsque les concentratiemsPi dans le milieu extérieur sont
respectivement faibles (UM) et élevees (mM). Ceitétique biphasiquede transport de Pi a
éte identifiée chez les plantes mais plus parécaitnent chez les champignons
endomycorhiziens (Thomsaat al, 1990) et ectomycorhiziens (Cairney & Alexandé€&932).

En effet, I'étude cinétique de l'absorption du Parpdes racines déicea sitchensis

ectomycorhizées avekylospora fibrillosaa montré une absorption en deux phases pouvant
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témoigner de l'implication de deux systémes diffésede transporteurs de Pi (Cairney &
Alexander, 1992). Cependant il faut noter qu’ilst&ide fortes différences inter spécifiques
de vitesse d’absorption du Pi, comme cela a étéodén pour plusieurs champignons
ectomycorhiziens en culture pure (Dightenal, 1993). De plus, Van tichelen & Colpaert
(2000) ont démontré que les racines de pins sylvesttomycorhizées avec 3 especes
différentes de champignons ectomycorhizierBax{llus involutus Suillus bovinus et
Thelephora terrestrisprésentaient toutes des capacités d’absorptlativement plus élevées
que celles des racines non mycorhizées.

D’un point de vue moléculaire, le premier transpor de Pi nommé GvPT a été
identifié chez un champignon endomycorhiz@lomus versifoméHarrison & Van Buuren,
1995). Des expériences de complémentation fonatiBrdans une levure ont permis de
I'identifier comme étant un transporteur a haufené€ avec une valeur apparente dg #e
18 pM. La localisation de I'expression du gene aeau des hyphes externes pendant
I'association mycorhizienne était en accord avec@m dans I'absorption du Pi au niveau de
l'interface sol/champignon (Harrison & Van Buureh995). Ces mémes auteurs ont
également démontré une augmentation du niveawadsciiption du gen€vPTen réponse a
de faibles concentrations en P dans le sol. Il ism\d’ajouter que deux autres transporteurs
de Pi nommésGIiPT et GmPT ont été identifiés respectivement chez les espéces
endomycorhizienness. intraradices (Maldonado-Mendozaet al, 2001) etG. mosseae
(Benedettoet al, 2005). Tout commé&vPT, ces génes codent putativement des protéines
appartenant a la famille des transporteursPHa haute affinité dont I'expression est
significativement augmentée dans les hyphes extramets en réponse a de faibles
concentrations en Pi. Par contre, aucune expressiogeneGiPT n'a été observée en
présence d'une concentration élevée en Pi (3,5 ratM)de facon plus surprenante, en
I'absence totale de Pi (Maldonado-Mendezaal, 2001). Ces auteurs ont montré aussi que
I'expression désiPT était fonction des besoins en P de la plante.driession du gen@mPT
a été mesurée dans les hyphes internes mais ssaunikexpression n’était pas dépendant des
concentrations externes en Pi (Benedettal, 2005). En résumé, les profils d’expression de
ces deux genes sont en faveur d’'un réle importants d’acquisition de Pi au niveau de
I'interface sol/champignon.

Récemment, Tatrgt al. (2009) ont rapporté pour la premiere fois une eétdeétaillée
des propriétés moléculaires de deux transporteaRi dHcPTL et HCPT2 identifiées chez un
champignon ectomycorhizien basidiomycétebeloma cylindrosporumExprimés dans la

levure, HCPT1 et HCPT2 sont capables de rétabliralesport de Pi qui est dépendant du pH
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du milieu. L'ensemble des données obtenues indigue HcPT1 et HCcPT2 sont deux
systéemes de symports Ri présentant des valeurs dg He 55 et 4 uM, respectivement. Une
analyse par RT-gPCR a montré que le niveau dedratisn de HcPT1 était fortement
augmenté en réponse a la déficience en Pi a ladfois le mycélium en culture pure et au
niveau des hyphes extramatriciels lorsétiecylindrosporumétait associé a une plante hote
Pinus pinaster Par contre, le niveau de transcriptionHigP T2 était moins dépendant de la
disponibilité¢ en Pi dans le mycélium en culture gpunais son expression était fortement
maintenue dans les hyphes mycorhiziens en présenéedans le sol. Ainsi, ces auteurs ont
suggéré gque le transporteur HCPT2 pourrait jouer@lm majeur dans I'amélioration de la
nutrition P de la plante hote dans des conditianbiddisponibilité suffisantes en P tandis que
HcPTL1 serait principalement impliqué dans le préhegnt de P lorsque la biodisponibilité en

cet élément deviendrait limitée.

3.3.4. Accumulation et transfert du P vers la ¢elhdte

3.3.4.1. Synthese et réle des polyphosphates

Le Pi absorbé par les cellules fongiques est tdalbaldd incorporé dans le pool de Pi
cytoplasmique pour maintenir les fonctions celidaicomme la production d’énergie et la
biosynthese des acides nucléiques ou des phosppleslipl outefois, lorsque la concentration
en Pi cytoplasmique est suffisante pour le mainie’homéostasie cellulaire, I'excés de Pi
absorbé peut étre transféré dans la vacuole dtéstmus forme de polyphosphates (polyP)
(Ezawaet al, 2002). Chez les plantes, il a été démontré queuhsfert du Pi cytoplasmique
dans la vacuole dépendait d’un gradient de poieéletrique créé par le fonctionnement
d’'une pompe vacuolaire'tfATPase (Massonneat al, 2000).

Les polyP sont des polymeres linéaires dont Iguenr, donnée par le nombre de
résidus orthophosphate, peut varier de trois a ghus millier (Wood & Clark, 1988). Les
polyP ont été identifies chez de nombreux champignendomycorhiziens (Ezaved al,
2001 ; Solaiman & Saito, 2001 ; Viereck et al., 206t ectomycorhiziens (Martet al, 1983
; Grellier et al, 1989 ; Martins et al., 1999 ; Torres Aquino, 20(REgure 1.10 ; Tableau
1.6). Le métabolisme des polyP a trés bien été éttié les procaryotes et de nombreuses
enzymes impliquées dans la synthese de ces polyPéténidentifiées et caractérisées
(Kornberg et al, 1999). Parmi ces enzymes, on distingue la polgphate kinase qui
synthétise des polyP en utilisant 'ATP comme damné’énergie. La polyphosphate
glucokinase (PPGK) transfére un résidu terminaPid& une molécule de glucose pour former
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du glucose-6 P. Puis on distingue également deuestyde phosphatases, des
exopolyphosphatases (PPX) et des endopolyphospkat@®N), qui hydrolysent les liaisons
terminale et centrale, respectivement. Les réagtmzymatiques sont décrites dans Capaccio
& Callow, (1982). Chez les eucaryotes, ces enzyomspu étre identifiées mais leur role
reste encore tres mal définie (Capaccio & Calld®g2L; Ogawaet al, 2000).

Les fonctions de ces PolyP ne sont pas encoréerotat comprises, mais il est
proposé qu'’ils jouent un role essentiel dans lentr@i de la concentration en Pi dans la
cellule fongique, agissant comme un puit pour teaiedu Pi. Ainsi, lorsque des excés en Pi
intracellulaire existent, la synthese de polyP darompartiment vacuolaire apparait comme
une solution pour I'enlévement et le stockage deyRplasmique. En conditions limitantes
en P, les polyP sont hydrolysés permettant ainslib@ration de Pi et le maintien de
I’'hnoméostasie cellulaire (Martiet al, 1985 ; MacFalkt al, 1992).

Figure 1.10. Révélation au bleu de Toluidine O de la synthése gtanules de polyphosphate chez le
champignon ectomycorhizieHebeloma cylindrosporunfObservation microscopique, Olympus BX61).
Aprés 7 jours de culture sur un milieu nutritif qaiet (1 mM Pi), les thalles ont été cultivés peridan
jours sur un milieu déficient en Pi (a) puis tr&méf a nouveau pendant 40 minutes sur un milieteicant

1 mM de Pi (b) (d'aprés Torres Aquino, 2003).
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Tableau 1.6.Détection des polyphosphates chez différentes espgée champignons mycorhiziens en
association ou non avec une plante héte.

Champignons Tissus Méthodes de détection Références
Champignons indigénes Ectomycorhize Cytochimie fhét al, 1975
Hebeloma crustuliniforme, . )
_ Mycélium en culture pure RMRIP Martinet al, 1985
Cenococcum graniforme
Hebeloma arenosa Ectomycorhize RMNP MacFallet al, 1992

Pisolithus tinctorius

Suillus bovinus

Suillus bovinus

Suillus bovinus, Paxillus

involutus, Pisolithus

tinctorius, Laccaria laccata

Pisolithus tinctorius

Glomus intraradices

Mycélium en culture pure

Ectomycorhize, mycélium

en culture pure

Ectomycorhize, mycélium

en culture pure

Mycélium en culture pure

Ectomycorhize

Endomycorhize, hyphes

extraracinaires

Glomus coronatum, Glomus Hyphes intraracinaires et

etunicatum

Hebeloma cylindrosporum

Glomus intraradices

Gigaspora margatrita

Glomus sp

extraracinaires

Ectomycorhize, mycélium

en culture pure

Endomycorhize, hyphes

extraracinaires

Endomycorhize

Endomycorhize

Cytochimie, RMRP

RMN 3p

RMN 3p

Spectrométrie dispersive

aux rayons X

RMN'P

RMN 3p

Dosage enzymatique

Cytochimie, RMN*'P

RMN 3p

Cytochimie

Dosage enzymatique

Ashfordet al, 1994

Gerlitz & Werk, 1994

Gerlitz & Gerlitz, 1997

Biicking & Heyser, 1999

Martinset al, 1999

Rasmusseet al, 2000

Ezawhal, 2001

Torres Aquino, 2003

Vierecket al, 2004

Ohtomo & Saito, 2005

Takargshal, 2009
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3.3.4.2. Dégradation des polyP et transfert verplente héte

L'effet bénéfigue de la mycorhization sur la nubrt P de la plante nécessite que le Pi
accumulé dans les cellules fongiques puisse étierfiaent mobilisable et transférable vers la
plante héte. L'action d’hydrolyse des enzymes désrprécédemment, PPX et PPN, permet
respectivement de libérer du Pi et de former detesuchaines de polyP plus facilement
mobilisables. Ezawat al. (2001) ont pu démontrer ch&omus coronatumue la différence
de métabolisme des polyP entre les hyphes intrextedracinaires impliquait au moins deux
activités PPX différentes. Une activité PPX a pB 8ans les hyphes intraracinaires et une
activité PPX a pH neutre fortement inhibée pargédmne dans les hyphes extraracinaires.

Il est reconnu que les polyP joueraient un rékeersel dans le transfert de Pi vers la
plante héte. En effet, les polyP synthétisés aueanivdes hyphes extraracinaires et
intraracinaires seraient transportés jusqu’au mivdas structures d’échanges (réseau de
Hartig et arbuscules) ou ils seraient hydrolysésPemuis libérés ensuite dans I'espace
apoplasmique commun. Ce transport des polyP steHeait grace a un systeme de vacuoles
tubulaires mobiles identifié a la fois chez les mpagnons ectomycorhiziens (Reet al,
1994) et endomycorhiziens (Ueta&eal, 2002). Dans ce systeme, des groupes de vacuoles
sont interconnectés par un réseau de tubules tg douel les vacuoles seraient mobiles
(Hydeet al, 1997).

Le transfert bidirectionnel des nutriments a travées interfaces symbiotiques
implique un efflux passif de solutés de I'organisdenneur dans I'apoplasme interfacial,
suivi d'une absorption active par I'organisme remnav(Ezaweet al, 2002). Concernant le
transfert de Pi vers la cellule héte, un effluxgifade P permettrait d’expliquer la libération
du Pi par la cellule fongique dans I'espace apopigse commun. La concentration élevée en
Pi dans le compartiment intracellulaire de la delldongique permettrait de limiter
considérablement la réabsorption du Pi a partif’espace apoplasmique interfacial. Par
contre, I'absorption par le donneur impliqueraitraécanisme actif. Hahn & Mendgen (2001)
ont montré que les membranes plasmiques des datengies étaient riches en activité
ATPases. lls ont proposé que le transport de P raibuétre énergisé par une force
protomotrice résultant de lactivité des pompes mmemaires FATPase couplée a la
présence de transporteurs induits spécifiguemeantapsymbiose. De nombreux auteurs ont
rapporté l'identification des transporteurs de Piaaite affinité s’exprimant uniguement dans
des cellules racinaires endomycorhizées suggéiasitum réle dans I'absorption active du Pi
libéré par le champignon dans I'espace péri-ardaseu(Rosewarnet al, 1999 ; Harrisoret
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al., 2002 ; Paszkowslet al, 2002 ; Glassopt al, 2005 ; Karandashov & Bucher, 2005 ;
Javotet al, 2007).

4. Les phosphatases acides extracellulaires

Les AcPases extracellulaires sont des enzymes aeyoigitent d’améliorer la mobilité et la
biodisponibilité du P par la minéralisation des pogés organiques phosphatés présents dans
les sols (cf. § 2.1.3. et 3.3.2). Lidentificatiade ces enzymes chez les plantes et les
microorganismes montre I'importance fonctionnelle ces enzymes. La régulation de la
sécrétion des AcPases peut apparaitre ainsi commeéponse adaptative majeure pour faire
face aux variations de disponibilité en P dansslels. Toutefois, une fois sécrétées dans
I'environnement, l'efficacité catalytique de ceszymes va étre régulée par de nombreux

mécanismes chimiques, physiques et biologiques.

4.1. Classification

Par convention, les phosphatases sont classéesnetioh de leurs propriétés catalytiques
(Burns, 1982 ; Dufet al, 1994). On distingue lgghosphomonoestérasegui hydrolysent les
liaisons esters avec libération de Paljleau 1.3). Parmi celles-ci, lephytasesconstituent
une famille particuliere de phosphatases hydrolysacide phytique en Pi et inositol.
L’acide phytique constitue la principale forme ésarve en P chez les plantes (Raboy, 2003)
et peut donc étre présent en grande quantité éarsols (Turneet al, 2003). Ces phytases
ont été majoritairement identifiees chez les badé(Yoon et al, 1996) et chez les
champignons pathogenes et saprophytes (Pasaneinds1997 ; Lassemrt al, 2001). On
distingue également lggosphodiestérasegui libérent du Pi & partir des phosphates disster
(Tableau 1.3). Dans la majorité des cas, chague phosphatageutecatalyser I'hydrolyse
qgue d’'un seul type d’ester. Toutefois, certainePases font exception a la regle dont celles
sécrétées paPenicillium funiculosum(Yoshidaet al, 1989) et parAspergillus fumigatus
(Bernard et al, 2002) qui catalyse a la fois I'hydrolyse de phHusponoesters et de
phosphodiesters.

4.2. ldentification des genes et mécanismes de régfion

La capacité des champignons mycorhiziens a séaléerAcPases extracellulaires dans le
milieu extérieur est veérifiee principalemeantvitro par I'hydrolyse de substrats phosphatés

dont le plus couramment utilisé est para-nitrophénylphosphate (pNPP). De par cette
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méthode, de nombreuses espéces mycorhiziennesrésgngé la capacité a exprimer et
synthétiser des activités phosphatases et par&sisadtivités phytases (Mousain & Salsac,
1982 ; Antibuset al, 1986, 1992 ; Tibbett, 2002). Toutefois, les génedant pour ces
enzymes restent encore inconnus chez les chamgignororhiziens. Le seul gene de
phosphatase acide disponible a ce jour est cepartgnant au premier champignon forestier
ectomycorhizien dont le génome ait été séquenaégaria bicolor Ce géene code pour une
protéine native estimée a 43 kDa présentant 9 gatsitiels de glycosylatiom ébleau 1.7).

On observe que le poids moléculaire prédit de gatéeine est proche de celui des autres
AcPases extracellulaires identifié chez des changuig non mycorhiziens. Le nombre élevé
de sites potentiels de glycosylation suggere lasipoisé de fortes modifications post-
transcriptionnelle de la protéine (Bernatdal, 2002).

Tasakiet al. (2006) ont rapporté l'identification de deux gewedant pour différentes
AcPases PNAP1 (40 kDa) et PNAP2 (43 kDa) chez Emghgnon saprophyt@holiota
nameko PNAP1 et PNAP2 présentent 68% d’homologie de esdégpien acide aminés. Ces
auteurs ont étudié I'expression des deux genedaptachnique du Northern blot dans des
thalles cultivés jusqu’a 30 jours sur un milieusé&) et avec (+P) P inorganique soluble. lls
ont montré une forte accumulation de transcritsr p®ms deux génes en milieu -P aprés 10
jours de culture. En milieu +P, le niveau de traipsion reste tres faible voire indétectable
pour PNAP1 apres 20 jours de culture. Ces résudtaggerent fortement que la régulation de
la production de AcPases en réponse a la déficieswePi s’effectue au niveau

transcriptionnel au moins chez les champignonsmyeorhiziens.

4.3. Propriétés enzymatiques

4.3.1. pH et température

Les phosphatases sécrétées dans la rhizosphere dgest acides car leur fonction
enzymatique n’est maintenue que pour des valeuEd&. Pour la plupart des enzymes, le
pH optimal d’activité est situé entre 4-6 (Antibu886 ; Kroehleret al, 1988 ; Yoshidat al,
1989). Certaines AcPases peuvent présenter plasi@leurs de pH optimal d’activité. La
phosphatase acide identifiée chextariussp. possede deux pics d’activité phosphatase pour
des valeurs de pH proche de 4,5 et 5,5 (Antibual, 1992). Les phytases sécrétées par
Aspergillus nigeret Aspergillus ficuunont également deux valeurs de pH optimal d’aéisit

2,5 et 5,0 (Wysst al, 1999).
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La température joue également un réle dans l'efficacité catalyigles AcPases. Des
activités phosphatases maximales ont été mesurées ges températures de 60-70°C
(Antibus, 1986 ; Wannett al, 2000). Cependant ces températures sont bienétoignéees
des conditions réelles rencontrées dans les sdeseictivités phosphatases mesurées sont
inappropriées pour estimer leur réelle efficadii®.température joue également un role dans
la production des AcPases. Ainsi Tibbetttal (1998) ont démontré que pour une température
<12°C les thallesd’Hebeloma sppprovenant des régions arctiques produisaient pkis

AcPases extracellulaires que ceux des régions té@Ré

Tableau 1.7. Séquences protéiques de phosphatases acides kximaes identifiées chez des
champignons mycorhiziens et non mycorhiziennes.

Poids
. , . Nombre de sites
Champignons Type moléculaire Références
glycosylation**

(kDa)*
Penicillium moisissure 45,6 7 Haast al, 1992
chrysogenum
Aspergillus niger saprophyte 46,7 6 Ehrlichet al, 1994
Aspergillus ficuum saprophyte 67,2 13 Mulla?ggset a.,
Pholiota nameko
PNAP1 saprophyte 40,4 7 ,
PNAP?2 42.4 6 Tasaki et al, 2006
Aspergillus fumigatus saprophyte 53,0 12 Bernarckt al, 2002
Aspergillus clavatus saprophyte 48,9 9 Federovaetal.,
2008
Laccaria bicolor mycorhizien 42,5 9 Martinet al., 2008

*Poids moléculaire natif estimé a partir de la gfmqe en ADNc
*Nombre potentiel de sites de N-glycosylation

4.3.2. Les inhibiteurs

Dans un sol, lesomposés phénoliquetels que lesanins sont connus pour inhiber I'activité
phosphatase. Joanisseal. (2007) ont démontré que 'addition de 0,2 fde tanins extraits
d’'une litiere forestiere pouvait diminuer de 40%ctivité phosphatase mesurée dans un sol.
De nombrewéléments chimiquesdu sol peuvent également interagir avec les praiaphs.
Les cations divalents (M§ Mn?*, C&*, CU*, H™") ont un effet inhibiteur sur I'activité
catalytique des phosphatases (Yoslatial, 1989). Cette inhibition s’accompagne par une

capacité des ions métalliques a fixer le Pi likaagla solution du sol.
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D’autres composés comme le molybdate, le vanadd&eflioride ont également un
effet d’inhibiteur sur l'activité phosphatase. Lia@é de la phosphatase acide sécrétée par
Aspergillus fumigatusest inhibée a 60 et 85% par 10 mM de NaF et deybdate,
respectivement (Bernaret al, 2002). Son activité est totalement inhibée parnid de
vanadate. Certains composés chimiques ont la &aldt se lier au site catalytique des
phosphatases. Le phénylglyoxal et le 1,2-cyclohexed inhibent l'activité phytase en
modifiant la conformation de la protéine au nivelausite actif par interaction avec l'arginine
(Ullah et al, 2000).

4.3.3. Influence du phosphore inorganique

La disponibilité en Pi dans le milieu extérieur gofortement sur la régulation des activités
phosphatases. En effet, I'activité phosphatase fegement inhibée par I'ajout de
concentrations élevées en Pi dans le milieu dereuttes champignons (Yoshieiaal, 1989 ;
Tibbettet al, 1998 ; Wanneét al, 2000 ; Bernareet al, 2002). Par contre, tous ces auteurs
ont rapporté que la déficience en Pi induisait fone augmentation de I'activité phosphatase
mesurée dans le milieu de culture soulignant ainsi activation de la production et de la
sécrétion de ces enzymes en réponse a la failperdislité en Pi. Ces AcPAses sont dites
alors « inductibles » car leur niveau d’expressaogmente en réponse a la déficience en P
dans le milieu extérieur. A l'inverse, certainesPases sont dites « constitutives » car elles
sont exprimées et sécrétées continuellement quslgjiéga concentration en P dans le milieu
extérieur, comme celle identifiée chez le champigrphytopathogeneBotrytis cinerea
(Weber & Pitt, 1997).

4.4. Interaction des phosphatases acides avec lagsk solide du sol

Les AcPases sécrétées dans la solution du soldmdséne structure tridimensionnelle leur

conférant une stabilité maximale et qui correspawhéralement a leur conformation

biologique active. Cependant, ces enzymes peuventf@tement adsorbées sur la phase
solide du sol modifiant ainsi leur mobilité et Isysropriétés catalytiques (Quiquampoix &

Mousain, 2005 ; Quiquampoix & Burns, 2007). L’agd@n des enzymes a la surface des
argiles s’effectue majoritairement par des intéoast hydrophobes et électrostatiques. La part
de chacune de ces interactions est fonction de$acsgr mises en jeu (charges,

hydrophobicité) du pH et de la force ionique dui@il réactionnel (Quiquampoigt al,

1989 ; Quiquampobet al, 1995). Linteraction de I'enzyme avec les surfaeelsorbantes

Chapitre 1 41



dépend également du point isoélectrique (pl) dedééine : pour un pH<pl la charge nette de
la protéine est positive tandis que pour un pHefleeci est négative.

L’adsorption des enzymes a la surface des argies entrainer une diminution de
leur activité catalytique (Sandwick & Schray, 198Bkux mécanismes ont été avancés pour
expliquer cette perte d'activité : un effet de ple durface et une modification de
conformation de la protéine (Gelek al, 1992). Les effets du pH et de la force ionique su
I'activité de deux AcPases identifiées chézcylindrosporumont été étudiés en présence de
montmorillonite (Leprince & Quiquampoix, 1996). Cesiteurs ont pu démontrer que
I'adsorption des enzymes a la surface de la morllordte conduisait a une augmentation du
pH optimal de l'activité catalytigue. Ce phénomenété interprété par une modification pH
dépendante de la conformation des enzymes essemielt due aux interactions
électrostatiques mises en place avec la surfadeusg.

Ainsi les activités phosphatases d'un sol regrotipelles des enzymes libres en
solution et celles qui sont immobilisées sur lefotdes du sol. Bien que le sol soit un
environnement défavorable au maintient de [l'adivitnzymatique (variation de pH,
adsorption, dégradation par les protéases), pregtosé que certains complexes permettent de
protéger les activités enzymatiques. D’apres Bui@80) la formation de complexes
enzyme-humus est favorable au maintien de l'aétighzymatique. En accord avec cette
hypothese, Rao & Gianfreda (2000) ont démontrélgsidcPases adsorbées a la surface des

argiles présentaient une meilleure stabilité faceataques protéolytiques.

5. Hypothése et stratégie de recherche

La revue de la littérature montre clairement quéalble disponibilité en Pi est un facteur
limitant pour la croissance des plantes dans lessy&temes forestiers. Or parmi les
mécanismes susceptibles d’améliorer la disporgbiéh Pi dans la solution du sol, la
production de phosphate a partir de composés apgesiapparait comme particulierement
importante dans les écosystemes forestiers paaar&s et riches en P organique. D’'un autre
cOté, en conditions naturelles, les racines degadont toujours associées aux champignons
ectomycorhiziens et notre hypothese centrale estlgs phosphatases produites par ces
partenaires fongiques sont de trés bons candiaats gméliorer la nutrition P de la plante-
héte a partir de composés de P organique du sper@ant, le réle réel joué par la sécrétion
de AcPases par les champignons ectomycorhiziensneste mal connu. Le séquencage du
génome delaccaria bicolor a permis l'identification du premier gene codamiup une

phosphatase acide chez un champignon ectomycarhiziés aucune étude fonctionnelle n'a
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encore été publiée sur ce géne. Finalement, léssseonnaissances concernant les propriétés
biochimiques et moléculaires des AcPases fongiquegté obtenues chez des champignons
saprophytes.

Dans ce contexte, I'objectif des travaux de madhése a mieux comprendre le role
joué par la sécrétion de AcPases par les champsgactomycorhiziens sur la mobilisation de
Po des sols forestiers. Nous avons choisi commetlaate sol forestier celui de la forét de
Pin maritime Pinus pinasterSolandin Ait.) des Landes de Gascogne qui se développe sur
des sols sableux, acides, pauvres en Pi. Toutefess,sols sont caractérisés par une forte
proportion de P total sous forme de P organiquén&fc2009). Les travaux de these ont été
effectués sur une espéce fongique modidbeloma cylindrosporunchoisie pour sa forte
capacité de seécrétion d’activité phosphatase dansnslieu de culture (Matumoto-Pintro,
1996). De plus, ce champignon a été isolé de Et fandaise et s’associe tres facilement au
Pin maritime en conditions contrblées. Pour épromegére hypothése, nous avons adressé les
guestions suivantes :

1) Quelles sont les propriétés catalytiques despitatases produites par le mycélium

en culture pure, en particulier sur des solutioassdl extraites des sols forestiers

landais ?

2) Est-il possible d’identifier le(s) géne(s) qode(nt) pour ces enzymes ?

3) Comment la disponibilité en Pi régule-t-elle &ivités et I'expression du ou des

genes de phosphatase(s), que le champignons soiilteine pure ou en association

avec la plante ?

4) L’inoculation des plantes de Pin maritime plarcylindrosporumaugmente-t-elle le

prélevement net de P des plantes cultivées surédbantillons de sol landais

présentant des disponibilités contrastées en Pi ?

Les résultats obtenus au cours de la thése serés¢miés sous la forme de quatre projets
d'article:
1) Separation of acid phosphatases secreted fraen etttomycorrhizal fungus
Hebeloma cylindrosporurand their effectiveness in hydrolyzing organic pitasus
in a sandy soil after different fertilisation regim
2) Identification ofHcPhoA a gene encoding an acid phosphatase releasedtsanto

external medium by the ectomycorrhizal funglebeloma cylindrosporum
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3) Identification of physiological and molecular chanisms used by the
ectomycorrhizal fungusHebeloma cylindrosporunto cope with orthophosphate
starvation

4) Differential expressions of the phosphorus-ragpd fungal genes, two P
transporters and one acid phosphatase, withgbeloma cylindrosporufRinus
pinasterectomycorrhizae grown in acidic podzols.

Finalement, le manuscrit de thése se terminera yve conclusion générale et des

perspectives.
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CHAPITRE 2

Séparation des phosphatases acides sécrétées patHampignon ectomycorhizien
Hebeloma cylindrosporum et leur efficacité a hydrolyser du phosphore orgaique

extrait d’'un sol sableux avec différents régimes deertilisation

Il est reconnu que la faible disponibilité du phos@ (P) dans les sols constitue un probleme
majeur pour la production de biomasse dans lesygwses forestiers (Bieleski, 1973 ;
Frossarcket al, 1995). Cependant, les organismes du sol (bast@i@mpignons, plantes) ont
développé de nombreuses stratégies pour I'amébarde la disponibilité en P. La sécrétion
de phosphatases acides (AcPases) est une deatégist (Burns, 1982).

La production des AcPases en réponse a des vasalie concentration en P dans le
milieu extérieur a largement été démontrée en wuituvitro pour de nombreuses espéces de
champignons ectomycorhiziens (Mousain & Salsac2198ntibuset al, 1992). Les travaux
ont montré la forte capacité des AcPases a libdvePi a partir d'une large variété de
composeés phosphatés naturels ou artifici€lependant, malgré le réle potentiel de ces
enzymes dans le fonctionnement des écosystemeslisiaties peu d’études ont porté sur
I'efficacité réelle de ces enzymes a mobiliser diuaPpartir de différentes sources de P

organique extraites de sols forestiers.

Les objectifs de ce deuxieme chapitre sont donsuasants :
1) Séparer les différentes AcPases extracellslaggsthétisées par le champignon
ectomycorhizierH. cylindrosporumen culture pure sous conditions de déficience en
Pi.
2) Evaluer les propriétés catalytigues de cesrapgyet notamment leur efficacité a
libérer du Pi par I'hydrolyse de composés orgarsqpbosphatés extraits d'un sol

sableux de I'écosysteme Landais présentant diff@irégimes de fertilisation.

Pour répondre a notre premier objectif, les myoédiwdeH. cylindrosporunont tout d’abord
étée cultivés a la surface d’'un milieu nutritif lige (N6, 3 mM NaHPQO,) (Annexe 1) a l'aide
d’un dispositif élaboré au sein de notre unité (@& 2). Les thalles sont ensuite transférés
pendant plusieurs jours sur un nouveau milieu dinafin de stimuler la sécrétion des

AcPases. A la fin de la culture, les AcPases sé&esgtaH. cylindrosporundans le milieu de
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culture sont séparées par sur résine échangeusatides et identifiées par I'hydrolyse d’'un
substrat artificiel lgpara-nitrophénylphosphatePP).

Pour répondre a notre second objectif, nous awtifisé des sols sableux (podzol)
acides échantillonnés dans une forét de pin magitiens le sud-ouest de la France (station
expérimentale de Pierroton). Les sols ont été @hpisur leurs concentrations contrastées en
P inorganique et en P organique. De plus, I'esgeogique étudiée est naturellement
présente sur ces sols.

L’ensemble des résultats obtenus fait I'objet dwemier article intitulé : «Separation
of acid phosphatases secreted from the ectomyeafrfungusHebeloma cylindrosporum
and their effectiveness in hydrolyzing organic gitasus in a sandy soil after different

fertilisation regimes » qui a été soumis en 200®ravueFEMS Microbiology & Ecology
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Abstract

It has been suggested that ectomycorrhizal fungi irmgrove phosphate nutrition of their
host plants by secreting, into the soil solutioridahosphatases (AcPases) which are able to
release orthophosphate (Pi) from soil organic phosgs (Po). We studied the AcPases
secreted by the basidiomycete ectomycorrhizal fargebeloma cylindrosporurand their
efficiency to exploit NaHC@extractable Po fraction from sandy podzol. Foactions with
AcPase activity, secreted from mycelia grown inepaulture under P-starved conditions,
were separated by cation-exchange chromatograpldynambered P1 to P4. Each AcPase
active fraction displayed strong ability to hydretya wide range of phosphate monoesters but
none of them hydrolysed phytate. Up to 11% of tteHRNGs-extractable Po was enzyme
reactive and this percentage reached 45% in awextlsoils. Each fraction of activity showed
different abilities to hydrolyse Po according te ®oil treatment and the fertilization regime.
Soil autoclaving showed that incomplete hydrolggi®o in fresh soils resulted from both the
lack of available substrates and the inhibitiorihef added enzymes by soil compounds. This
work suggests that AcPases secreted frbnaylindrosporumcould be efficient in recycling

Po pools from soil microorganisms that may be @eéd by soil autoclaving.

Keywords: chromatography; substrate specificity; sodium Hioaate extractable organic
phosphorus; enzyme inhibition; soil sterilizatigdzol.
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1. Introduction

Phosphorus (P) is an essential macronutrient redjdor growth and development of living
organisms. In soil, P occurs under various orgaamc inorganic forms not directly
assimilable by plants or soil microorganisms. Opthmsphate (Pi) is the only form of P
directly available to plants. Its low concentrationsoil and its low mobility (Hinsinger,
2001; Vance, 2003) make P bioavailability a lingtifactor for ecosystem production.
However, organisms have developed various mechanisnenhance Pi availability in soil
including the secretion of extracellular acid pHuspses (AcPases) (Burns, 1982).

AcPases (EC 3.1.3.2) form a key group of enzyrhatdre able to mobilize Pi from
organic P (Po) compounds as they catalyze the tygiscof phosphate esters to release Pi in
acidic environment. AcPase activity in rhizospheray originate from plant roots (Goldstein
et al, 1988; Coello, 2002), bacteria (Palacaisal, 2005; Boyce & Walsh, 2007) and fungi
(Yoshidaet al, 1989; Weber & Pitt, 1997; Bernaed al, 2002). The secretion of AcPases is
induced by Pi deficient conditions in all the orgams studied so far (Goldsteat al, 1988;
Bernardet al, 2002). Laboratory experiments with known subssahowed that AcPases are
generally not substrate dependent, excepted falaply (Wys®t al, 1999), and are able to
release Pi from various phosphorylated substrétesiever, soil is not an ideal environment
for enzyme activity, which can be highly modifieg il compounds (Joaniss¢ al, 2007)
and by interactions with the solid phase of sollif@@ampoix, 1987a, b; Quiquampax al,
1995; Quiguampoix & Burns, 2007).

Trees from boreal or temperate regions live in @ssion with symbiotic fungi (Smith
& Read, 2008). The mycorrhizal fungus is intimatalsociated with the root through the
formation of ectomycorrhiza and various exchangssvéen fungal and root cells take place
in this new organ. It also produces extraradicghae that are able to explore the soil distant
from the mycorrhizal roots. Ectomycorrhizal fungivie been reported to enhance P nutrition
of host plant (Jentschket al, 2001; Chaloet al, 2002; Torres Aquino & Plassard, 2004),
and this beneficial effect has been attributed tpdamthe growth of external hyphae into the
soil, thus considerably increasing the soil voluexploited compared to non mycorrhizal
roots. It has also been suggested that ectomyeatrfingi could contribute to organic P
mobilization from soil solution through the prodoct of extracellular AcPases
(Quiquampoix & Mousain, 2005).

Despite the potential role of ectomycorrhizal syosis on Po mobilization, there is

little information about the actual role played AgPases released by ectomycorrhizal fungi.
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As indicated by Binemann (2008a), addition of ereyan be used as a tool to assess the
potential bioavailability of Po extracted from soiHowever, most of the enzymes currently
used in experiments are AcPases or phytases pufifien saprophytic fungi (Hayest al,
2000; Turneret al, 2003) or plants (Hens & Merckx, 2001; e al, 2004). To improve
knowledge about the contribution of symbiotic futmithe cycling of soil P, we have focused
our work on the AcPases secreted by the basidiamy®eomycorrhizal funguslebeloma
cylindrosporum It is a model species extensively used to studipgical processes involved
in the establishment of the mycorrhizal symbiodiarmeisseet al, 2004). Recently, two
EST libraries (Wipfet al, 2003; Lambilliotteet al, 2004) have been constructed from this
fungal species giving useful tools for the idewafion of the molecular processes involved in
the uptake of P from soil (Tatt al, 2009). However, no sequence presenting homologies
with extracellular AcPase genes were found in tleesdable resources.

There is considerable variation in the expressioAaPase activityin vitro between
ectomycorrhizal fungi (Calleja & D’Auzac, 1982; Dett et al, 1998). Of the species
previously studied, the ectomycorrhizal spediescylindrosporumdisplayed large AcPase
activities released in its culture medium (LeprinkeQuiquampoix, 1996; Tibbetet al,
1998) and is therefore a good candidate to impPweitrition of the host plant grown in P
deficient soils. A preliminary study of this speciseparated two AcPase isoforms from broth
medium (Deransartt al, 1990). These isoforms have been used to studgfteets of pH
and ionic strength on the interaction with clays te isolated fractions (Leprince &
Quiquampoix, 1996). However, the efficiency of #emnzymes to release Pi from soil Po
fractions was not evaluated.

The aim of this work was to evaluate the contritmutof H. cylindrosporumAcPases
on soil biological processes involved in Po transfations. In this paper, we present the
substrate specificity of several fractions showidgPase activity secreted byH.
cylindrosporumin its culture medium under Pi-starved conditiode also measured the
ability of these AcPases to release Pi from soilff@otions extracted from sandy podzols
collected in a maritime pine forest in whiéh cylindrosporumis naturally present. We
compared the effect of soil extracts from frestaotoclaved soils on Pi release, either from
soil Po or glucose 6-phosphate (G6P), in ordeetargsights about the low rate of Pi released

by H. cylindrosporumAcPases from fresh soil.
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2. Material and Methods

2.1. Strain and Growth conditions

A dikaryotic strain (D2) of the ectomycorrhizal iemyceteH. cylindrosporunRomagnesi,
resulting from the plasmogamy of two compatible b&aryotic strains (h1 and h7) (Debaud
& Gay, 1987) was used. A dikaryotic strain was usedause this fungal stage is much more
frequent in natural conditions than the homokacyotne resulting from spore germination.
Fungal stock cultures were grown in Petri dishe4fiC in the dark, on solid standard
medium (agar, 14 gY) (pH 5.5) containing KN@(6 mM), NaBPO, (3 mM), MgSQ 7H,0

(2 mM), KCI (4 mM), CaCl (0.5 mM), ferric citrate 1%o, thiamine HCI (0.3 uMlorizet &
Mingeau (1996) micronutrients solution (0.2 M) &nd glucose (5 ¢Y).

AcPases were obtained from P-starved mycelia gioviquid medium. Mycelia were
first grown in liquid standard solution (same cormsifion as above, without agar). Agar plugs
(8 mm diameter) of 1 month-old stock cultures wased to inoculate glass flasks containing
80 ml of liquid medium. A nichrome wire was useditaintain the agar plugs on the solution
surface. Mycelia were grown for 15 d, at 24°C, withshaking. Pi starvation was achieved
by transferring mycelia into 25 ml of new liquidlgtion of the same composition with no
phosphate supply (-P treatment) for 10 additioraisd To avoid Pi contamination during
transfer, mycelia were rinsed few minutes in —P iomad All operations were carried out
under sterile conditions. At the end of the cultureedia containing extracellular enzymes
from 24 mycelia were pooled and filtered throughyon cloth. This solution was then used

for AcPase separation.

2.2. Separation dfl. cylindrosporumAcPases

The solution was first brought to 50% saturatiothvammonium sulfate (29.1 g per 100 ml
of culture medium), incubated at 4°C for 1 h andtafiged (15,000y, 40 min, 4°C). As
preliminary experiments showed that the pelletrtl contain detectable AcPase activity, it
was discarded. The supernatant was collected aoteips were precipitated as described
above using 90% saturation with ammonium sulfa®82) per 100 ml of used culture
medium). The pellet was dissolved in 10 ml of sadiacetate buffer 0.1 M pH 5.0. The
resulting concentrated protein extract was desaltadg dialysis membrane (MWCO 12-
14,000 Da) against deionized water, overnight aC.4Sodium azide (0.02%) and
phenylmethylsulphonyl fluoride (1 mM) were addedthe protein extract. Separation of

AcPases from the concentrated, desalted proteracxtas then carried out at 4°C, by using
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a cation exchange (CM-Trisacryl M from IBF Bioteats) column (2.5 x 20 cm) equilibrated
at pH 5.0 with sodium acetate buffer (0.1 M). Ardu#0 mg of total protein were loaded into
the column that was first washed with 200 ml of theéfer used for column equilibration to
remove the unbound proteins. Bound proteins weze guted from the column with a NaCl
gradient (0-0.5 M). The flow rate for both stepssvta5 ml mft. During washing and elution,
the solution dripping out of the column was colsetby fractions of 3 ml that were assayed

for protein and AcPase activity.

2.3. Analysis of collected fractions

Protein concentration was estimated by measurirgpraance at 280 nm and was then
calculated by using BSA (0-1mg Mlas standard.

Phosphomonoesterase activity of eluted fractionss waeasured by usingoara
nitrophenylphosphatglPP) as substrate. 50 pul of each fraction was eteabwith 200 pl
of 0.1 M acetate buffer (pH 5.0) containing 10 mMpbdIPP. After incubation for 30 min at
30°C, the reaction was stopped by adding 1 ml dN&.5M and theara-nitrophenolate
(pPNP) produced was determined by colorimetry at 410 AcPase activity was expressed in
nkat mI* of pNP released. Fractions with AcPase activity weltected separately and kept

at 4°C for further analysis.

2.4. Substrate specificity

The substrate specificity was determined by indagaénzyme with various phosphorylated
substrates at 10 mM. All the substrates were fragm& (www.sigmaaldrich.com) and are
detailed in Table 1. Enzyme was incubated (30°Gh acetate buffer 0.1 M for 30 min with
the exception of sodium phytate which was incubdtedl hr at 37°C. Enzymatic reaction
was stopped by adding 1 ml of HCI 2 N. Substra@rdlysis was measured by the release of
Pi in the solution and AcPase activity was exprégsenkat mt* of Pi released. Concentration
of orthophosphate (Pi) was determined using theachite green method as described by
Ohno & Zilbiske (1991) and KHPO, (0-10 uM) as standard. In order to compare re$udta

the four phosphatase activity fractions adequatdbta were transformed to a relative

percentage activity value takipiNPPase activity as 100%.
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2.5. Soils and total P, Pi and Po determinations

The soil used to study the abilies l8f cylindrosporumAcPases to hydrolyse soil Po was a
sandy podzol collected in three different plotsadf5 year-oldPinus pinasteirforest stand in
Pierroton, south-west of France. One plot was titigmd (control) and two plots were
fertilized either with phosphorus (P) or with coreel fertilizers (NPK). Frequency and forms
of fertilizers applied in soil are summarized inkBer et al. (2009). Soils core (8 x 15 cm)
were taken in autumn 2008. Samples were sievethmaand stored at 4°C.

Extractions of labile P were carried out eitherfiash or twice autoclaved (110°C for
60 min) soils according to Olsex al. (1954) method. Four g of soil were shaken for 30 m
in 40 ml sodium bicarbonate solution (0.5 M, pH)8b room temperature. After shaking,
samples were allowed to settle for few minutes suqgernatant was filtered through a 0.2 um
cellulose membrane filter (VWR International). Selution was used immediately for
determining labile P forms Pi and Pt and consertetfC prior to enzyme analyses.

Phosphate was measured before (Pi) and after [tat) mineralization of soil
extracts using malachite green method. Minerabratwas carried out in acidified soil
extracts with HCI 12N (1/1, v/v) at 110°C for 16shPreliminary experiments showed that
these conditions mineralised all the organic P aaed in the solution (data not shown). Po
was calculated as the difference between Pt an&d#s were dried overnight at 105°C to
determine the percentage of humidity and to caleufd, Po and Pt concentrations per g of
dried soil.

2.6. Incubation of enzymes with soil solution egtsa

The ability of AcPases to hydrolyse Po fractionrasted by sodium bicarbonate was
evaluated in the different soils previously desetibOne volume of soil solution was mixed
with two volumes of sodium acetate buffer solut{triv, pH 5.0) and the pH of each solution
mixture (solution A) was adjusted to 5.0 with HCING A volume of 100 ul of each
phosphatase activity fraction was incubated for hth30°C with 200 pl of solution A. Pi
concentration was measured before and after inicubasing the malachite green method.
Enzyme activities are expressed in pkat of Pi sgldaThe percentage of enzyme-reactive Po
Is also indicated. Hydrolysis of Po occurring icleaoil solution without added enzymes was

also measured.
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2.7. Effect of soil solution extracts on AcPasevagt

Effect of soil solution on enzyme activity was istigated by assaying hydrolysis of Glucose
6-phosphate (G6P) (Sigma, ref G-7250) added inssxiceto each soil solution. This substrate
was used because it is a natural phosphate mondiesteould be present in soils. A volume
of 100 ul of each phosphatase activity fraction wasibated for 1 hr at 30°C with 200 ul of
solution A containing 10 mM of G6P. Pi concentrativas measured before and after
incubation using the malachite green method. Enzgotwities are expressed in pkat of Pi
released. The percentage of inhibition of G6P Hydi® was also calculated by comparing
the enzyme activities in presence and absenceilofaation extracts. In the latter case, the

soil solution was replaced by sodium acetate bffer M, pH 5.0).

2.8. Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was performed for eaattivity fraction to evaluate the
differences between soil types and soil treatmelMiisans were compared by using least
significant difference (LSD, Fisher model), andfeliénces were considered significanPat
0.05. Statistica 8 software (Statsoft Inc., Tul®é, USA) was used to conduct statistical

analysis.

3. Results
3.1. Chromatographic separationHbfcylindrosporumAcPases

Chromatographic separation of the extract on awcatxchange column made it possible to
obtain 4 phosphatase activity peaks. They were ddpie P2, P3 and P4, in order of elution
(Figure 1). The first peak P1 was not retainedhgydolumn and was eluted along with more
than 90% of the proteins loaded onto the columth@ligh P2 and P3 did not bind either onto
the column, they were clearly separated from edlobroOnly P4 was retained on the column
and was eluted by NaCl 165 mM. As indicated by giroassay at 280 nm, only 2% of total
proteins were retained at pH 5.0. Maximal activigcorded from the four phosphatase
activity peaks was respectively 5, 28, 40 and & nkaNP released rifi of collected fraction.
Activity of peak P1, P2, P3 and P4 representedeasly 5, 30, 55 and 10% of the total
activity secreted byH. cylindrosporumin P starved growth conditions. For P1 and P4,
fractions with the highest activity were pooledrresponding to fractions 12-14 for P1 and
110-112 for P4. To avoid any mixture of P2 and BBly the first two fractions of P2
(fractions 22-24) and the last two of P3 (fracti@ss37) were taken.
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Figure 1. Chromatography profile on a cation exchange resinphosphatases released by the
ectomycorrhizal fungusl. cylindrosporumunder P starvation. The column was equilibratedh aitetate
buffer 0.1M at pH 5.0. Elution was performed wita® gradient (dotted line). Fractions (3 ml) were
analyzed for proteins at 280 nm (fine line) gaPPase activity (thick line). The mycelia were gnofer

15 d in P-sufficient medium, and then transferred1fO d in P-starved medium. 20 mg of proteins were
loaded onto the column and were eluted at a flae o 1.5 ml mift. Four phosphatase activity peaks
were separated (P1 to P4).

3.2. Biochemical analyses of the four phosphatagevity fractions separated frorkl.

cylindrosporum

Preliminary experiments showed that each phosphatative fraction exhibited catalytic
activity within the pH range 2.5 — 7, with maximetlveen pH 5 — 6. Hence, AcPase activities
were subsequently carried out at pH 5. Each phaapbactivity fraction hydrolysed a broad
range of phosphorylated substrates (Table 1). Eaction exhibited greater activity for some
substrates than f@NPP. P1 and P2 had their greatest activity witedmpolyphosphates
(TripolyP) while the greatest catalytic rates f@& &d P4 respectively were observed for the
hydrolysis of pyrophosphate (PPi) and glucose 1sphate (G1P). ADP and ATP were easily
dephosphorylated by each of the 4 phosphataseitactigctions. None of them had the
ability to catalyse Pi release from phytic acidsabstrate neither at pH 5.0 nor at pH 3.0, 4.0
and 6.0 (data not shown). Similarly, each phoseatative fraction had a low activity for
the phosphodiester IpNPP compared to the other substrates. Preliminaperanents
showed that AcPase activity did not require metaldofactors and was strongly inhibited by
1 mM of vanadate (50% of inhibition for P2 and B®% for P4 and 90% for P1) and
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molybdate (more than 90% of inhibition). AcPasevagt was not inhibited by tartrate at 1
mM.

Table 1. Substrate specificity of the four acid phosphatastvity peaks separated by cation exchange
chromatography from the ectomycorrhizal fungusylindrosporum

Substrate® (10 mM) Acid Phosphatase peaks

P1 P2 P3 P4
pNPP (control) 100+1 100+ 3 100+ 2 100+ 1
PPi 339 + 38 175+ 12 237+ 24 282 + 89
TripolyP 680 + 12 224 + 11 188 £ 19 227 £51
1-Naphtyl P 85+8 16+4 22+7 1117
2-Naphtyl P 99 +2 54+1 74+ 10 105 +13
Glucose 1-P 241 +11 99 +13 230+ 21 413 £ 14
Glucose 6-P 56+ 3 46 £ 2 61+3 79+14
Fructose 1,6-biP 60+3 50+ 3 60+1 18+1
Fructose 6-P 75+1 23+3 376 101 +9
bispNPP 4+1 7+3 10+3 1+0
AMP 100+1 28 + 15 20+6 112+ 2
ADP 1697 102+1 144 +9 129+ 6
ATP 372+ 22 164 +4 233 + 37 250+ 24
Phytate 0 0 0 0

For each fraction, activity was first determinethgpNPP (10 mM) as substrate at pH 5.0 in acetate buffe
(0.1 M). 100% of activity fopNPP corresponded respectively to 4.6, 16.6, 9nRa@ mI* of Pi released
from P1, P2, P3, P4. Values are means * standasidtid® (n = 5).°oNPP: para-nitrophenylphosphate
(N4645); PPi: Pyrophosphate (P8135); TripolyP: Bsmdlium Tripolyphosphate (P5883); 1-Naphtyl P: 1-
Naphtyl phosphate (Fluka 71105); 2-Naphtyl P: 2dNgipphosphate (N7375); Glucose 1eRD-Glucose
1-phosphate (G7018); Glucose 6-P: D-Glucose 6-gfaiep(G7250), Fructose 1,6-biP: D-Fructose 1,6-
biphosphate (F4757); Fructose 6-P: D-Fructose Gpihaie (F3627); biNPP: Bisp-nitrophenyl)
phosphate (N3002); AMP: Adenosine 5-monophosph@#752); ADP: Adenosine 5’-diphosphate

(A2754); ATP: Adenosine 5'-triphosphate (A5394)yRtte: Phytic acid from rice (P8810).
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3.3. Analysis of P contents extracted by NaH@Om unfertilized and fertilized soils

Soils from Pierroton station were initially seletteecause of their different P concentrations
and management practices. As indicated in Tablgu2ntities of total P extracted with
NaHCQO; were higher from fertilized plots than from uniiézed plot. Concentrations of Pi
(or orthophosphate ion) were 26 and 16 times hignem fertilized soils than from
unfertilized soil. Po amounts represented 71% efRhextracted from control soil compared
to NPK (13%) and P (21%) soils. However, amountexifacted Po were higher in fertilized

soils.

Table 2. Total P (Pt), inorganic (Pi) and organic (Po) gitasus concentrations extracted by sodium

bicarbonate from sandy podzols sampleRimus pinasteplots with different fertilization regimes

P (mg kg d. wt. soil)
Soil treatment  Fertilization regime?®

Pt Pi Po
Fresh Control 5.2 +£0.3f 1.5+0.1f 3.7+0.4c
NPK 46.6 £ 2.2a 40.4+2.2a 6.2+1.8b
P 31.1+0.9c 24.6 £0.9c 6.5+ 1.4b
Autoclaved Control 8.4+0.1e 2.6+0.3e 5.8+0.3b
NPK 39.9+0.8b 31.1+1b 8.8+ 1.5a
P 27+1.1d 19.4 £ 0.4d 8.6+1.1b

Extractions were either carried out on fresh (Frestautoclaved (twice, 110°C, 60 min) (Autoclaved)l
samples according to Olsen al. (1954) method. Values are means + standard deni&ti=6). Different
letters show significant difference between treaim@ccording to LSD Fisher mod&<( 0.05).°Control:
no fertilizer added; NPK: complete fertilizationatean rate (in kg Hayeat') for 1998-2005 of 84 N, 32
P, 56 K, 22 Ca, 7 Mg, 1.3 B, 2.9 Cu, 2.1 Mn andZnh6P: fertilization P only at a mean rate in 12985
of 32 kg P h# year* (Bakkeret al, 2009).

Soil autoclaving increased Po concentrations by &&¥h control soil, 43% and 32%
respectively from NPK and P soils. On the otherdhamounts of Pi decreased of 23% and
21% from NPK and P soils respectively. However| aotoclaving induced from control soll
an increase of more than 70% of the Pi concentradracted with sodium bicarbonate. The
effect on Pt of autoclaving was similar to that Pin being somewhat more marked for the
control soil and slightly less for the amendedssoil
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3.4. Hydrolysis of NaHC@extractable Po bi. cylindrosporumAcPases

The ability of each AcPase to degrade Po extratted a forest soil was studied in order to
estimate the actual potential of each activitytftacto use this source of Po. The AcPases
released byH. cylindrosporumhad contrasting abilities to hydrolyse the NaH&®Rtractable
Po from fresh soils (Figure 2, Table 3). P1 wasdbl release a low quantity of Pi from
control and P forest soils. Such activity valuedicated that approximately 10% and 5% of
the Po extracted from control and P plots was emezsgactive after 1 hr of incubation (Table
3). P2 was able to hydrolyse Po from the three exifacts at the same rate. In contrast,
activity of P3 was barely detectable in soil extsadcom control and NPK plots in which less
than 5% of the Po was enzyme reactive. P4 wastaldlegrade about 7% of the Po extracted
from P soil and had no activity in control soilcteasing incubation time up to 3 hrs led to a
higher amount of Pi release than after 1 hr, indigathat the plateau of activity was not
reached (data not shown). When enzyme activity nadaneasured, after 3 hrs this activity
remained not detectable. It is worthwhile to noticat an insignificant level of Po hydrolysis
was measured when no enzyme was added to soils@uxtracted from fresh soils (data
not shown).

Soil sterilisation by autoclaving significantly meased the efficiency of phosphatase
activities to release Pi from soil Po (Figure 2bl€a3). The greatest P1 activity was assayed
in P fertilized soil in which more than 30% of sélb was enzyme reactive. For P2, the
greatest activity was recorded in control soil ihielh approximately 48% of the Po was
enzyme reactive. P3 was more efficient to releastoi control (41%) and NPK (43%)
fertilized plots than from P (24%) fertilized plotSinally, P4 displayed its greatest activity
with soil extracts from NPK fertilized plots, widv% of the Po being enzyme reactive after 1
hr of incubation (Figure 2). However, the totaliof bicarbonate-extractable Po from
autoclaved soil was practically hydrolysed aftehr8 of incubation for P1 in P soil, P2 in
control soil, P3 in control and NPK soils, and P4ANPK soil (data not shown). Also, no
hydrolysis of Po was detected when no enzyme wdsdatb soil solutions extracted from

autoclaved soils (data not shown).
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Figure 2. Ability of the four phosphatase activity fractioimentified from the ectomycorrhizal fungtis
cylindrosporumto hydrolyse Po extracted by sodium bicarbonaimfunfertilized (Control) and fertilized
(NPK, P) plots. (a), (b), (c) and (d) represenpessively P1, P2, P3 and P4 acid phosphatase t&divi
Extractions were either carried out on fresh (blaaks) or autoclaved (twice, 110°C, 60 min) (whites)
soil samples according to Olsehal. (1954) method. Each acid phosphatase fraction masated for 1
hr at 30°C with the soil solutions. Values are esged in pkat of Pi released. Soil fertilizatiogimee is
indicated in Table 2. Values are means +* standaxdation (n = 7), and bars with different lettere a
significantly different atP<0.05 (Fisher LSD test). Samples without enzymeviactwere excluded from
the statistical analysis.

Table 3. Percentage of Po accessible to the enzymatic lygikmf the four phosphatase activity fractions
identified fromH. cylindrosporum

P1 P2 P3 P4
Soil treatment  Fertilization regime Enzyme reactivePo (%)
Fresh Control 10+ 9c 11 +10c 4 +5¢C nd
NPK Nd 7+11c 2t4c 1+1c
P 5+7c 8 + 6¢C nd 7+9c
Autoclaved Control 20 = 6b 48 + 13a 41 + 10a 274b 1
NPK 23+2b 14 + 2c 43 £ 5a 47 + 8a
P 34 +9a 27+ 11b 24 £ 6b 21+7Db

Po was extracted with sodium bicarbonate (Oleeral 1954) from sandy podzols sampled Rinus
pinaster plots with different fertilization regimes (Tab® either fresh or autoclaved (twice, 110°C, 60
min). Values correspond to the percentage of enzgaetive Po after 1 hr of incubation (Figure 23liés
are means = standard deviation (n = 7). nd: agtiniit detectable. Different letters show significan
difference between treatments according to LSDdfismmodel P< 0.05). Samples without enzyme activity
are excluded from the statistical analysis.
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3.5. Effect of soil solution extracts on GlucosP &ydrolysis oH. cylindrosporumAcPases

As shown in Figure 3, the extent of G6P hydrolyspended both on the enzyme fraction,
previous soil fertilization and pre-treatment (frex autoclaved). Three of the four AcPase
fractions (P1, P2 and P3) presented G6P higherolygis in autoclaved soils than in fresh
soils. The percentage of inhibition for P1 variesdvieen 5-24% whatever the soil (Control,
NPK, P) and the treatment (fresh, autoclaved). Reswere similar for P2 with the maximum
inhibition (26%) observed in fresh control soil fla 4). P3 displayed hydrolysis rates of
G6P significantly decreased whatever the soil smiuextracted from fresh soil (Figure 3)
ranging from 20 to 44 % of enzyme activity (Table Kh contrast, addition of soil solution
extracted from sterilized soil either did not aff€ release from G6P (NPK and P soils) or
decreased only slightly the activity (C soil) (Figi8 and Table 4). Soil autoclaving also had a
strong impact on P4 activity by decreasing sigaifity the inhibition of soil extracts from
NPK plot. However, the reverse situation was alsseoved, with a lower inhibitory effect of

soil solution extracted from fresh than from audweld soil from P plots (Table 4).

4. Discussion

Four phosphatase activity peaks obtained from ¢hangycorrhizal fungusl. cylindrosporum
have been separated using ammonium sulfate propit and cation-exchange
chromatography (Figure 1). Preliminary trials usater chromatographic techniques such as
anion exchange and size exclusion columns did hoi ais to separate four activity peaks.
By using same experimental procedures, Deraretaal. (1990) reported the separation of
two phosphatase activity peaks secreted from @réifit H. cylindrosporumfungal isolate.
The first peak was not retained whereas the secmedwas eluted with NaCl gradient.
Subsequent polyacrylamide gel electrophoresisezhiut on the two peaks allowed different
activity bands to be separated, three for peakdlLcare for peak 2. This suggests that these
authors could also have isolated at least 4 difteextracellular AcPases released By
cylindrosporumWe can suppose that the increasing of column(fiam 2.2 x 5 cm to 2.5 x
20 cm) enabled us to separate efficiently the fisoforms into four peaks directly after
cation-exchange chromatography without additiom@tteophoresis separation. Nevertheless,
the absence of detailed biochemical experimentéoqmeed on each phosphatase activity
fraction did not allow us to associate each peak wan isoform. However, we assume that
chromatographic conditions, described previousbByehpermitted to separate properly, at

least, four extracellular AcPases.
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Figure 3. Hydrolysis of glucose 6-phosphate (G6P) in presenifcsoil extracts of the four phosphatase
activity fractions identified fronH. cylindrosporum (a), (b), (c) and (d) represent respectively P2, P3
and P4 acid phosphatase activities. Extractionse vearried out using sodium bicarbonate (Ols¢n
al.,1954) either on fresh (black bars) or autoclavedcé, 110°C, 60 min) (white bars) soil samplestak
from unfertilized (Control) or fertilized (NPK, Kplots. Soil fertilization regime is indicated in la 2.
Dotted bars represent enzyme activity when thessdiltion was replaced by sodium acetate buffdr KO.

pH 5.0). Each acid phosphatase fraction was ineabhthr at 30°C with soil solution extracts conitain

10 mM of commercial G6P (Sigma, ref G-7250). Valaes expressed in pkat of Pi released. Values are
means + standard deviation (n = 5), and bars wiifierdnt letters are significantly different p£0.05
(Fisher LSD test).

Table 4. Effects of soil solution extracts on the hydradysif glucose 6-phosphate (G6P) of the four
phosphatase activity fractions identified fréicylindrosporum

P1 P2 P3 P4

Soil treatment Fertilization regime Inhibition of G6P activity (%)

Fresh Control 22 x 7ab 26 * 3a 20 = 3c 6 + 3cd
NPK 10+ 7c 6+3d 40 = 2b 38 + 6a
P 24+ 7a 20 £ 4b 44 * 3a 14 +3b

Autoclaved Control 14 £ 11bc 12 £ 6¢ 5+3d 9+6¢C
NPK 7x8c 4 +6d 0+ 0e 3+3d
P 5+7c 2+3d 1+1e 40 + 4a

Soil solutions were extracted with sodium bicarben@®lsenet al 1954) from unfertilized or fertilized
(Table 2) sandy podzols collected in a maritimeegdiorest. Extractions were performed either onhfrets
autoclaved (twice, 110°C, 60 min) soils. Values apgressed in percentage of activity inhibition
calculated from G6P activity assayed without sgitact (Figure 3). Values are means + standardatievi

(n = 7). Different letters show significant diffeiee between treatments according to LSD Fisher mode
(P< 0.05).
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As reported for the other AcPases secreted fromoplptic fungi (Yoshidaet al,
1989; Wysset al, 1999; Bernarcet al, 2002), our results demonstrated that all ithe
cylindrosporum AcPases, contained in isolated fractions, hydemlys broad range of
phosphorylated substrates (Table 1). Each phosgphatetivity peak showed the ability to
release Pi from organic (Glucose 1-P and 6-P; Bsectl, 6-biP and 6-P; AMP) and synthetic
(PNPP; 1- and 2-naphtyl-P) phosphate monoesters,ppbashydrides and polyphosphates
(ADP, ATP, PPi, TripolyP). Phosphodiesterase atgtivias very low (1% to 10%) compared
to Penicillium funiculosumi\cPase that has a relative activity forgh$P of 69% (Yoshidat
al., 1989). However, our study of substrate specyfisitas carried out on non-purified
fractions, the bisNPP hydrolysis recorded for P2 (7%) and P3 (10%ijccbe attributed to
phosphodiesterases highly specific for this sutestraxed with phosphomonoesterases in our
collected fractions. None of the isolated fractiavess able to hydrolyse phytate, the major
form of P storage in plants (Raboy, 2003). Thusassume that the enzymes releasedi by
cylindrosporumin its culture medium after 10 days of P starvateye not phytases but
AcPases.

The ability ofH. cylindrosporumAcPases to release Pi from various phosphorylated
substrates was used to quantify the enzyme efigigo hydrolyse Po extracted with
NaHCQ; from sandy podzols where this fungus is presehe Tet release of Pi from
NaHCQ; Po extracted from fresh soil following incubatiaf eachH. cylindrosporum
AcPase fraction reached at maximum 11%, whateweffdttilization regime applied to the
Pinus pinasteiforest (Figure 2, Table 3). Despite a higher cotregion of Po extracted in
fertilized soils than in control soils, the rateRifrelease was not increased compared to those
measured in control soils for all AcPase fractiom B4. This suggests that P fertilization did
not lead to the release of other Po forms whichldcdae more accessible to enzyme
hydrolysis. Our values of enzyme reactive Po (ufi1®o) are close from those reported by
Hayeset al. (2000) who showed that 9% of the Po extracted WalHCQ; from a fertilizer
pasture soil was hydrolysed frofn nigerphytase after 6 hrs of incubation. Nevertheless, o
values are in contrast to studies obtained in aanécgrassland soils, in which up to 22-62%
(Negrinet al, 1995) and 81% (Het al, 2004) of NaHC@-extractable Po were hydrolysed
by phytases and AcPases purified from wheat aftbr @f incubation. However, we must
remain very cautious in comparing our results whise of the literature because our
experimental parameters can be different from thased by authors. According to

Blinemann (2008a), the amount of Po accessible zgnen hydrolysis depends on several

Chapitre 2 74



parameters (soil type, management practice, enzgrperimental factors, extraction method
or time of incubation).

The low proportion of enzyme reactive Po extracigith NaHCQ; from these soils
can mean that small quantities of Po compounds weocessible to enzyme hydrolysis.
Based on the substrate specificity lof cylindrosporumAcPases, the present work might
suggest that high levels of phytate and/or phospti@sters occur in these soils and also that
phosphate monoesters accessible to a more gemasgphatase activity are present in small
quantities. Turneet al. (2003) had demonstrated for 18 semi-arid arakle sbthe western
United States of America that high levels of phgitatcurred in soil solution extracted with
NaHCQ;. NaHCQ-extractable Po has been proposed to be an aameop soil Po readily
exchangeable for the plant (Bowman & Cole, 1978)wkler, our results obtained in fresh
soils do not support this assumption that Nal@&iractable Po is highly hydrolysed by
enzymes contrarily to Het al.(2004) experiments.

Incomplete hydrolysis of soil solution Po may beplained by the capacity of soil
extracts to inhibit enzyme activities. It is welbaimented that other enzymes such as
protease or organic compounds present in soilsttangly modulate the capacity of enzyme
to play its functional role (Quiquampoix & Mousai@2Q05; Allison, 2006). We investigated
any possible inhibitory effect of soil compoundsténcylindrosporumAcPase by measuring
the degradation of G6P in presence or absenceilo§aation extracted from fresh soil or
autoclaved soils (Figure 3). Our results showed, thamost of the cases, when soil solution
extracted from fresh soils was added to the reachoxture, the release of Pi from G6P was
systematically reduced whatever the fertilizatiegime, the soil treatment and the enzyme
fraction. In fresh soils, the percentage of inhdpitof GE6P hydrolysis reached up to 44% and
26% in fertilized and unfertilized soils, respeetiv(Table 4). Such inhibition values could be
sufficient to explain the incomplete hydrolyse cAHC(Os-extractable Po from these soils.
However, in some cases, the incomplete Po hydsolgannot be attributed only to soil
compounds because the rate of G6P hydrolysis wadlittee affected by the addition of soil
extracts.

On the other hand, we observed that the propodfoenzyme reactive Po extracted
with NaHCQ was significantly increased by soil autoclavingatdver soil treatments and
enzymes. Two main hypotheses can be proposed laiexpese results.

Firstly, the capacity of soil solution extractsindibit enzyme activity is strongly reduced by
heating. Soil compounds, such as humic acid orpbagols, that are known to inhibit

enzyme activity, can be degraded at high temperdtbampanellt al.,2008). Also, Carter

Chapitre 2 75



et al. (2007) reported that proteases can lose mored@&nof their activity after autoclaving
of natural soils. The second hypothesis to exglanpositive effect of autoclaving on AcPase
activity is that heating could modify soil compasit and lead to the release of Po forms
which are more accessible to enzyme hydrolysis. @sults of soil P analyses showed that
the amount of Po extracted with NaHE® always higher in autoclaved soils than in fresh
soils (Table 2) and we can propose that soil aataat released a new pool of Po into the
soil that was accumulated in soil microorganismesi@olsegt al, 2008). This new pool of
Po is probably diverse but should contain sizabdeunts of phosphomonoesters that could
be easily hydrolysed by the AcPasesHottylindrosporumin agreement with this hypothesis,
Anderson & Magdoff (2005) reported that soil auéethg increased significantly the amount
of soluble orthophosphate monoester (> 78%) anstelig> 60%) and soluble Pi (> 54%)
compared to non-autoclaved soil. Similarly, Binemat al. (2008b) reported that high
concentrations of polyphosphates and pyrophosplaatéshigh concentrations of monoester
and diester phosphates were present respectivetifferent fungal and bacterial strains

isolated from two Australian soils.

5. Conclusion

To resume, the present work provides new insighdsiathe capacity of enzymes secreted by
mycorrhizal fungi to improve the bioavailability & in natural soils. We showed that the
ectomycorrhizal fungus$i. cylindrosporumsecreted several forms of AcPases which had a
high capacity to hydrolyse phosphate monoesters pagbhosphates in comparison with
phosphate diesters and phytate. In fresh soil isolsit up to 11% of the NaHGExtractable
Po was enzyme reactive and this value reached 350%wils previously autoclaved. The
incomplete hydrolysis of Po in fresh soils coulddue to the lack of available substrates and
the inhibition of added enzymes by soil compountise comparison between fresh and
autoclaved soils allowed us to hypothesize thataebial Po could be an easily mineralised
pool of Po byH. cylindrosporumAcPases. Even if the values of Po hydrolysis alaively
low, H. cylindrosporumcould contribute to the soil biological processegolved in Po

transformations by releasing several AcPases lngattizosphere.
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CHAPITRE 3

Identification de HcPhoA, un géene codant pour une phosphatase acide

extracellulaire chez le champignon ectomycorhizierl ebeloma cylindrosporum

Dans le chapitre précédent, nous avons démontréleqabampignon ectomycorhizigd.
cylindrosporum pouvait sécréter dans son milieu de culture plusieisoformes de
phosphatases acides (AcPases). Toutes ces enzymesnontré une large spécificité de
substrats et une efficacité a mobiliser du Pi aimpde I'hydrolyse de composés organiques,
surtout extraits de sols autoclavés. La capacitégaler la sécrétion et la production des
AcPases cheHl. cylindrosporumapparait donc essentielle pour faire face a deatvms de
disponibilité¢ en P dans les sols forestiers. Cepentes mécanismes de régulation de ces
enzymes sont encore mal connus.

Le séquencage du génome ldeccaria bicolora permis I'identification du premier
géne codant pour une AcPase chez un champignomyamchizien mais aucune étude
fonctionnelle n’a encore été publiée sur ce genariiiMet al, 2008). Finalement, les seules
connaissances concernant les propriétés biochimigumoléculaires des AcPases fongiques
ont été obtenues chez des champignons sapropiBgesa(det al, 2002 ; Tasaket al,
2006). Ces premiers résultats ont montré que lalaign de la production des AcPases

extracellulaires en réponse a la déficience ereffestuait au niveau transcriptionnel.

Les objectifs de ce chapitre sont donc les suivants
1) Identifier le (les) géne(s) qui codent des Asda extracellulaires chez le
champignon ectomycorhizigth. cylindrosporum
2) Identifier la (les) protéine(s) codée(s) pas genes
3) Evaluer l'effet de la disponibilité en P surrizeau d’expression du (des) géne(s)

codant des AcPases chez cette espece fongique.

Pour identifier un ou des gene(s) codant pour uciea&e, nous avons d’abord recherché si la
banque d'EST préparée a partir des mycéliumsHdeylindrosporumcultivés dans des
conditions de déficience et de suffisance en P ({idiotte et al, 2004) contenait une
séquence homologue de gene de AcPase. Comme egfierahe a été infructueuse, nous
avons opté pour une démarche basée sur 'ampidicate régions conservées parmi les

séquences de AcPases disponibles dans la littéradupartir d’un alignement de plusieurs
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séquences en acides aminés codant pour des AcBésexdées par divers organismes
(Bernardet al, 2002) et de I'identification de ces régions comées parmi ces polypeptides,
nous avons dessiné des amorces dégénérees quisoitieecté utilisées pour effectuer une
amplification sur la banque d’ADNc dd. cylindrosporum(Lambilliotte et al, 2004). Les

séquences amplifiées ont été ensuite clonées @gigencées et nous ont permis d’identifier

un géne fortement homologue des autres génes dplpitase acide fongique.
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Abstract
The effectiveness of ectomycorrhizal fungi to seceeid phosphatases (AcPases) in response

to P starvation is well established in pure cultdset most of the genes encoding these
enzymes are still unknown. We identified a singl#-tength cDNA HcPhoA in an cDNA
library prepared from the ectomycorrhizal fungdsbeloma cylindrosporurwith significant
identities to AcPases secreted from non-mycorrhial mycorrhizal fungi. Sequence
analysis showed th&tcPhoAencodes a native protein of 42,200 Da with 8 paknsites of
N-glycosylation. An unrooted phylogenetic tree damsted with predicted protein sequences
for AcPases of ascomycete and basidiomycete fuhgwed that HcPhoA has close
relationship with PNAP1, an inducible AcPase idedi from the saprophyte fungé®holiota
nameko Four fractions with AcPase activity, secretedrfrmycelia grown in pure culture
under P-deficient or P-sufficient conditions, wergeparated by cation-exchange
chromatography. The results indicated that phosgleatactivity of each fraction was
significantly increased under P-starved conditiddsing polyclonal antibodies raised against
two internal peptides of HcPhoA, we demonstrateat tHcPhoA encodes an extracellular
AcPase detected in one fraction only. RT-PCR arslysrformed on mycelia grown in pure
culture showed that the transcript levelHfPhoAwas significantly increased in response to
P deficiency. This work suggests that HcPhoA isnalucible AcPase which could play a key
role in improving the availability of P for planésd microorganisms in P impoverished solls.

Keywords: Pi starvation; chromatography; electrophoresisg gatiosphatase activity; gene
expression
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1. Introduction
Phosphorus (P) is an essential element for all@gihnisms, which can be taken up only in

the form of orthophosphate ions (Pi, H2PO4- or HRQHowever, Pi availability is often a
limiting factor for microorganisms and plants in mpanatural ecosystems (Frossatdal,
1995; Hinsinger, 2001). To cope with Pi deficiermonditions, most of the organisms have
developed an adaptive response by producing andtsgracid phosphatases (AcPases) in
the external medium. AcPases (EC 3.1.3.2) formyadkteup of enzymes that catalyse the
hydrolysis of phosphate ester and acid anhydridedboto release Pi in the acidic
environment. These enzymes are widely distributedature and can be secreted from plants
(Tarafdar & Jungk, 1987; Goldsteiet al, 1988) bacteria (Boyce & Walsh, 2007) and
mycorrhizal (Kroehleet al, 1988; Antibuset al, 1992) or non mycorrhizal (Yoshid al,
1989; Haret al, 1987) fungi. AcPases are commonly classifiednendasis of their mode of
expression. Constitutive AcPase expression is epeddent on external Pi concentrations
(Weber & Pitt, 1997). Inducible AcPases are exm@ss response to environmental stresses
such as Pi deficiency. The synthesis and the secref inducible AcPases are generally
increased under low Pi availability conditions (@elttet al, 1998; Bernaret al, 2002).

Mycorrhizal symbiosis is reported to improve tha@uRrition of the host plant (Smith
& Read, 2008). It has been proposed that this b@akéffect could be due the secretion of
fungal AcPases which are able to cleave organiPed ¢ompounds, releasing Pi in the soil
solution (Perez-Moreno & Read, 2000). Despite thietial role played by these enzymes in
the improvement of soil P availability, data regagdthe identification of genes encoding
extracellular AcPases from mycorrhizal fungi ai# Etcking. The single gene available was
recently provided through the sequencing of theogen of the ectomycorrhizal fungus
Laccaria bicolor (Martin et al, 2008). However, no study had been published @ th
functional properties of this gene.

Hebeloma cylindrosporuns an ectomycorrhizal fungal species frequentlynfihy but
not exclusively, in forest stands developing indsasoils of the Mediterranean and Atlantic
coasts in Europe (Marmeisse al, 2004). Several studies report the high capabilithis
fungal species to secrdtevitro abundant AcPases in response to Pi deficiencya(i3artet
al.,, 1990; Matumoto-Pintro, 1996). Using chromatograpmethod, we reported the
separation of four fractions with AcPase activigcieted fromH. cylindrosporummycelia
grown in pure culture under P-starved conditionsuhe et al, 2009). Each fraction
displayed a strong ability to hydrolyse a broad genof commercially available
phosphorylated substrates as well as differentieffcy to release Pi from Po compounds
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extracted from a sandy soil, in whi¢h cylindrosporumis naturally present. Such ability
suggests that. cylindrosporummight be a good candidate for improving soil Pilaality

and therefore the P status of the host plant. Hewdiie genes encoding these AcPases are
still unknown.

The aim of this work is to provide new moleculaols for the studying regulatory
mechanisms involved in the production of AcPasesctomycorrhizal fungi. In this study we
present the identification of a complete cDNA semgefHcPhoA encoding an extracellular
AcPase from the ectomycorrhizal fungdé cylindrosporum showing high sequence
homologies with other known inducible AcPases. Ad3asecreted by mycelia grown in pure
culture under P-deficient or P-sufficient condisowere separated using cation-exchange
chromatography. Dot blot analysis was performeaach fraction with phosphatase activity
in order to identify the proteins encoded by thePhoA gene. Our results indicated that
among the four phosphatase active fractions segghrably one fraction contained the
AcPases encoded ycPhoA RT-PCR analysis achieved on mycelia grown in puuieure

showed that the expressionkdéPhoAwas increased in response to Pi deficiency.

2. Material and Methods

2.1. Identification of a full-length cDNA from the. cylindrosporunEST library

Alignment of predicted amino-acid sequences of geameoding AcPases secreted by various
organisms (Bernarcet al, 2002) was used to identify conserved regions amthese
polypeptides. We chose the region DYRVHNPL thdbeated roughly in the central part of
the predicted acid phoshatase fragpergillus fumigatuso design degenerated primers. They
were named ACPmid forward (5-GAYTAYGTNMCNAARCAYAAYXC-3') and ACPmid
reverse (5’'GGRTTRTGYTTICKIACRTARTC-3’). Specific pners from the yeast
expression vector pFL61 used to construct the cDiNrary (Lambilliotte et al, 2004) were
designed (L1: 5-CTTCTAACCAAGGGGTGGTTTAGTTTAG-3' ah R1: 5'-
CTGCATAAAGCCATTAAAAAGAGCG-3'). The amplification of5’ (L1/ACPmid rev) and

3 (R1/ACPmid forward) parts oHcphoAwas carried out using the cDNA library and
Platinium®tag DNA polymerase high fidelity (11304-011, http://wanvitrogen.com). The
amplified fragments were then immediately clonet ifNOPO® Vector using the TOPO®
cloning kit (K4575-J10, Invitrogen). Sequencingobdned cDNA fragments was performed
by Genome Express (http://www.cogenicsonline.com).
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2.2. Computer analyses

Similarity search for the cloned sequences was daith the BLAST® program at
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (Altschukt al 1990) as well as in the EST library
(http://urgi.versailles.inra.fr/projects/INRA_Hcyddex.php). The accession numbers
(SWISS-PROT databases; http://www.expasy.ch/sprot/) protein sequences used for
comparison and construction of the phylogeneti@ tege: Pholiota namekoPnamekol
(PNAP1; Q75V99) and Pnameko2 (PNAP2; Q75V97) (Testkl, 2006);Laccaria bicolor
(Lbicolor; BODV46; Martin et al, 2008); Aspergillus fumigatugAfumigatus; Q8X176;
Bernardet al, 2002); A. clavatus(Aclavatus; A1CRV1; Fedorovat al, 2008);A. ficuum
(Aficuum; Q12546;Mullaney et al, 1999; A. niger (Aniger; P34724; Ehrilctet al, 1994);
Penicillium chrysogenun{Pchrysogenum; P37274aaset al, 1992. Multiple sequence
alignment was performed using Clustal W (Thompsoet al, 1994,
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) with default paraters (http://www.ch.embnet.org/software/
BOX_form.html). Phylogenetic relationships betwdengal AcPases were determined using

Tree top (http://www.genebee.msu.su/services/ phtezluced.html).

2.3. Fungal strain and growth conditions

In this study we used a dikaryotic strain (D2) led ectomycorrhizal basidiomycdtebeloma
cylindrosporumRomagnesi resulting from the plasmogamy of two gatible homokaryotic
strains hl and h7 (Debaud & Gay, 1987). Experimgmtacedures for fungus growth are
detailed in Louchet al. (2009). For protein analyses, mycelia were growstandard liquid
medium (+P medium, 3 mM NaRQ,) for 15 days and then transferred for 10 additiona
days into a new medium with (+P medium) or with&ut(-P medium). At the end of the
culture, media containing extracellular enzymeseted from 24 mycelia were pooled and
filtered through a nylon cloth. This solution wasem used for AcPase separation. For
transcript analyses, mycelia were grown in +P mad{@ mM NahBPQ,) for 10 days and
then transferred for specified durations into nesure medium without Pi. At the end of

culture, mycelia were harvested, frozen in liquitlagen and stored at -80°C.

2.4. Protein precipitation from culture medium

The solution was first brought to 50% saturationhwammonium sulfate (A4418, Sigma-
Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com/) (29.1 g p&00 ml of culture medium), incubated at
4°C for 1 h and centrifuged (15,0040 min, 4°C). As preliminary experiments showleal t
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the pellet did not contain detectable AcPase dgtiit was discarded. The supernatant was
collected and proteins were precipitated as desdriabove using 90% saturation with

ammonium sulfate (26.8 g per 100 ml of used cultoszlium). The pellet was dissolved in

10 ml of sodium acetate buffer 0.1 M pH 5.0. Theuténg concentrated protein extract was
desalted using dialysis membrane (MWCO 12-14,000d0ainst deionized water, overnight

at 4°C with shaking and used for chromatographpeerent.

2.5. Chromatographic separation of AcPases

Separation of AcPases from the concentrated, @elspibtein extract was then carried out at
4°C, by using a cation exchange (CM-Trisacryl MnfréBF Biotechnics) column (2.5 x 20
cm) equilibrated at pH 5.0 with sodium acetate éuf0.1 M). Around 20 mg of total protein
were loaded into the column that was first wash&d 200 ml of the buffer used for column
equilibration to remove the unbound proteins. Boumdteins were then eluted from the
column with a NaCl gradient (0-0.5 M). The flowedor both steps was 1.5 ml thrDuring
washing and elution, the solution dripping out feé tolumn was collected by fractions of 3
ml that were assayed for AcPase activity and pmotei

2.6. Analysis of collected fractions

Phosphomonoesterase activity of eluted fractionss waeasured by usingoara
nitrophenylphosphatglNPP) as substrate. 50 ul of each fraction was mtedbwith 200 pl
of 0.1 M acetate buffer (pH 5.0) containing 10 mMpbdIPP. After incubation for 30 min at
30°C, the reaction was stopped by adding 1 ml dDN&.5M and thegpara-nitrophenolate
(pPNP) produced was determined by colorimetry at 410 AcPase activity was expressed in
nkat mI* of pNP released. Fractions with AcPase activity weltected separately and kept
at 4°C for further analysis. Fractions designatedbelonging to a single peak of phosphatase
activity were pooled in dialysis membrane (MWCO 12000 Da) and concentrated in 30%
solution of polyethylene glycol of 20,000 Da, ovgiht at 4°C with shaking. Phosphatase
active fractions were next conserved at -20°C goatot blot analysis.

Protein concentration of collected fractions wsineated by measuring absorbance at
280 nm and was then calculated by using BSA (0-fifif) as standard.
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2.7. Dot Blot analysis

For dot blot analysis, each phosphatase activeidragvas diluted (3/1, v/v) with water or
Laemmli buffer (SDS 8%; Tris-HCI 0.25 M, pH 6.8ygérol 40%;p3-mercaptoethanol 7%)
and heated for 10 min at 100°C or for protein demad. Proteins were gently blotted onto a
0.45 pm nitrocellulose membrane that was thenraddor several minutes. The membrane
was blocked for 1 hr with 5% of bovine serum alboifA2058, Sigma-Aldrich) in a solution
saline (TBS-T) containing 0.05% Tween 20, 20 mMsTHICI pH 7.5 and 150 mM NaCl. The
membrane was then incubated for 30 min with an®iA antibodies (1/1000) in TBS-T
containing 0.1% BSA. After rinsing (three times thrmm TBS-T/BSA 0.1%), the membrane
was incubated for 30 min with an anti-rabbit IgG<&line phosphatase antibody (A3687,
Sigma-Aldrich) diluted at 1/5000 in TBS-T/BSA 0.1%he membrane was rinsed again
(three times 5 min in TBS-T/BSA 0.1%) and incubairedBS-T/BSA 0.1% containing 2%
NBT/BCIP solution (11681451001, Roche Diagnosthusp://www.rochediagnostics.fr/) for
immunodetection. All steps were carried out undeakeng at room temperature. The
membrane was then air dried between glass platesa@nned. Anti-HcPhoA is a polyclonal
antibody that was raised by Genosphere Biotechmedog (Paris, France,
http://www.genosphere-biotech.fr/) in rabbits agaitwo internal peptides of HcCPhoA (143-
QGKNDYVRKHNPLI-156 and 366-CTTYNGSLVVPSAAN-380). Ehserum of the rabbit

before antigen injection was used as negative abntr

2.8. RNA extraction and RT-PCR procedures

Fungal RNA was extracted from the mycelia growtiqaoid culture according to the methods
described in Ausubaedt al. (2003). A reverse transcription reaction was edrout on 0.5 pg
of total RNA using the M-MLV Reverse Transcriptaddeminus (M3682, Promega) with a
specific primer (PhoAJ2rev: 5-CATCGTTCGTCATGTTTG@&IGA-3’) complementary
to nucleotides 575-598 of the identified cDNAKEPhoAor polydT as primer, according to
the manufacturer’s instructions. One ul of the Rddpct was then used to carry out PCR
amplification with theTaq polymerase (18038-026, Invitrogen) according towafacturer’s
instructions. Transcripts of the AcPase gene wegliied using a set of primers specific of
HcPhoA (PhoAJ2rev and PhoAJ3 forward 5-GATGATTTCACGCAAGTGCGGCG-3’
complementary of the 295-398 nucleotides sequefrom) the PhoAJ2rev RT reaction.
Transcript levels of HCTUBH. cylindrosporumalpha-tubulin) were used as controls and
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were amplified from the polydT RT reaction usinge thfollowing primers (5'-
ATCTCTGCAGAGAAAGCTCACCACG-3 and 5-CATACCCTCACCGAGTACCAGTG
C-3’ (Corratgéet al, 2007). All the PCR reactions were carried out3brcycles at 60°C as
annealing temperature. After gel electrophoresignisities of amplified bands were analyzed

using the ImageQuaht TL software.

3. Results and Discussion

3.1. Identification of a single full-length cDNAd¢PhoA with high identity to known fungal
AcPases

A single sequence that showed significant simifanith fungal AcPases was identified in a
cDNA library prepared from the dikaryotic mycelild. cylindrosporumD2 grown in pure
culture under P-sufficient and P-deficient condisio(Lambilliotteet al, 2004). However,
blasting this sequence with the EST database frontylindrosporumdid not produce
significant alignments, indicating that this gengswot present as an EST. The corresponding
sequence contained an open reading frame of 1,66hpoding a predicted protein of 388
amino acids with a molecular mass estimated to24P, Da (http://bioinfo.hku.hk/). Blast
searches of the SWISS-PROT databases showed ¢éhptatlicted polypeptide HcPhoA had
significant identity with known fungal AcPases. Teequence of the polypeptide HcPhoA
presented respectively 70% and 65% of homology WiNAP1 and PNAP2, two inducible
AcPases identified from an edible saprophyte basigiceteP. namekqTasakiet al, 2006)
(Figure 1). HcPhoA was found to be also very cl(@8%) to a predicted polypeptide (ID
310810) identified as an AcPase in the genome efetttomycorrhizal funguk. bicolor
(http://www.jgi.doe.gov/; Martiret al, 2008). The sequence of HcPhoA had 42% identity
with both AcPase oPenicillium chrysogenurHaaset al, 1992) and AcPase éfspergillus
fumigatus(Bernardet al, 2002). However, HcPhoA displayed a lower leveldantity with
bacterial AcPases, such as SapM (E7084yfobacterium tuberculosiSaleh & Belisle,
2000) with 19% identity. The construction of a pigénetic tree with several AcPases
identified in mycorrhizal and non mycorrhizal fuhgpecies showed a close relationship of
HcPhoA with PNAP1 and PNAP2 &. namekand the putative AcPase lofbicolor (Figure

2). This close relationship of HcPhoA with PNAP1daRNAP2 is in agreement with a
phylogenetic study suggesting that the gdAabelomacould be related to that of saprophyte
fungi, especialhAgrocybe(Moncalvoet al, 2000) orPholiota (Moncalvoet al, 2002).
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Figure 1. Alignment of the predicted amino acid sequencesic®PhoA with known fungal AcPases.
Pnamekol and PnamekoPRholiota Namekp Lbicolor, Laccaria bicolor Afumigatus, Aspergillus
fumigatus Identical and similar residues are indicated bgckland grey boxes, respectively. The 8
potential N-glycosylation sites of HcPhoA are eamBntioned by an asterisk. Its putative active site
containing histidin and aspartic acid is indicabgdA. The amino acid sequence (1), identified from othe
AcPases, was used to create degenerated primeBIfok amplification.
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Figure 2. Phylogenetic relationship of HcPhoA with other fahgcPases. The unrooted phylogenetic tree
was constructed from predicted protein sequencesAfiPases of the following species: Pnamekol
(PNAP1) and Pnameko2 (PNAP2) froRholiota nameko;Lbicolor Laccaria bicolor Afumigatus,
Aspergillus fumigatusAclavatus,A. clavatus Aficuum, A. ficuum Aniger, A. niger Pchrysogenum,
Penicillium chrysogenunBased on protein sequences, AcPases of asconfyogieare clustered in group
(a) and those of basidiomycete fungi are clustarepoup (b).

3.2. Analysis of the HCPhoA structure suggestsyeogirotein

The study of the protein structure shows that Hé&Phas 8 potential sites of N-glycosylation
located at amino acid residues 107, 173, 195, 269, 321, 340 and 370 (Figure 1). In
addition, 5 sites (107, 173, 195, 239 and 321)sh@red with four other fungal AcPases
(Figure 1). The putative AcPase catalytic site (HID)posed by Ostaniat al. (1992) was
found at amino acid residues 201-202 in HcPhoAuf&ad). The high number of potential N-
glycosylation sites suggests that HcPhoA could igaly glycosylated in its secreted form.
The glycosylation is a common feature among thiediht AcPases of high molecular weight
described so far (Ullalket al, 2000; Tasaket al, 2006). As an example, the PhoAp Af
fumigatushas an apparent molecular mass of 80,000 Da d#egeto 58,000 Da after a
glycopeptidase treatment (Bernagtal, 2002). The function of the protein glycosylatisn
not completely understood but it is proposed ti&t glycosylation is responsible of the
stability of proteins secreted particularly in #dernal environment (Wyst al, 1999). Han
& Lei (1999) studied the role of glycosylation ihet functional expression of an Aiger
phytase expressed Richia pastoris These authors reported that the deglycosylatfaimen
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secreted phytase decreased of 34% its thermoggadnild the addition of tunicamycin in the

culture medium affected strongly its biosynthesis.

3.3. Identification of four fractions with AcPasetigity each induced by P starvation

AcPases secreted By. cylindrosporummycelia grown under P-deficient and P-sufficient
conditions were separated in four phosphataseeaftactions (named P1 to P4) by using
cation-exchange chromatography (Figure 3a, b).chnematographic conditions described in
this study were the only ones that allowed therctegaration of four phosphatase active
fractions. The chromatographic profile obtainedigure 3b is quite similar to that presented
previously in Loucheet al. (2009). Under +P and —P conditions, the first pBdkwas not
retained by the column and was eluted with 99%heftbtal protein loaded onto the column.
Although P2 and P3 were not retained by the coluimey were clearly separated from each
other. P4 was eluted with NaCl 165 mM. The comjpparisf the two chromatographic profile
obtained under +P and —P conditions indicated #eRase activity of each fraction was
increased in response to Pi starvation. IndeedageRctivities secreted by mycelia grown in
—P medium were 12, 46, 48 and 13 times higher thase secreted by mycelia grown in +P
medium for P1, P2, P3 and P4 respectively. Thislresiggests that. cylindrosporumis
able to secrete several forms of AcPase in respmnsleanges in P availability in the culture

medium.

3.4. Anti-HcPhoA antibodies react with a singlecfran of phosphatase activity

Dot blot analysis performed on each separated pladape active fractions showed that only
P1 reacted with the anti-HcPhoA antibodies (FigdyeThis result indicates thaicPhoA
encodes for an AcPase that is secreted in thereutbedium under Pi starvation. However,
we cannot exclude the hypothesis tH@PhoAmay encode several AcPase isoforms which
could be contained in P1 fraction, as reportedPidAPLlin P. namekoThis gene was shown
to encode two polypeptides (47, 000 and 48, 000 Blawing different pattern of
glycosylation but similar isoelectric point of 4¥asakiet al, 1997; Tasaket al, 2006).
However, the absence of immunodetection for P2amBP4 suggests that the genomél of
cylindrosporunpossess different genes encoding for these otftiacellular AcPases.

Dot blot analysis showed that the immunodetectadnHcPhoA was diffuse for
denatured proteins (treatment with SDS @ntercaptoethanol) and dense for non-denatured

protein (treatment with water) (Figure 4). SucHead#nce of blot between the two treatments
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strongly suggests that HcPhoA contain disulfide dsonThe study of the polypeptide
composition of HCPhoA shows two cystein residuesCHerminal position susceptible to
form a disulfide bond (Figure 1). Furthermore, aetation of phosphatase activity on SDS
polyacrylamide gel revealed that the additiorp-ahercaptoethanol in the buffer of migration
induced a loss of P1 activity (data not shown).sThesult indicates that the spatial
configuration of HCPhoA is necessary for its catalfunctioning.
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Figure 3. Separation on a cation exchange resin of AcP&teased bylebeloma cylindrosporumnder
P-sufficient (a) or P-deficient (b) conditions. Te@umn was equilibrated with acetate buffer O.1iMbld
5.0. Elution was performed with NaCl gradient (ddttine). Fractions (3 ml) were analyzed for pruteat
280 nm (fine line) angNPPase activity (thick line). The mycelia were gnofer 15 days in P-sufficient
medium, and then transferred for 10 days in culmeslium with (3 mM Pi) or without (0 mM Pi) P.
Around of 20 mg of proteins were loaded onto thieirmm and were eluted at a flow rate of 1.5 ml Tin
Four phosphatase activity peaksre separated (P1 to P4).
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Control Serum

SDS +3-mercaptoethanol

Figure 4. Detection of HcPhoA in the four phosphatase adtietions identified fronH. cylindrosporum
grown in pure culture under P starvation. Dot bdmialysis was performed with the anti-HcPhoA
antibodies (dilution 1/1000). The serum withouti-#dtPhoA was used as a negative control. The four
phosphatase active fractions were separated frerautiure medium of mycelia grown under P starvatio
by using cation-exchange chromatography. Beforebtiitexperiments, each phosphatase active fraction
was heated to 100°C for 10 min with water or SD8 fumercaptoethanol. 5 pl of each protein extract
was blotted on the nitrocellulose membrane.

3.5. Pi deficiency increase the expression levéld?hoA

To investigate the expression BtPhoAin response to Pi deficiencid. cylindrosporum
mycelia were grown in P-sufficient medium for 10/sl&+P mycelia) and then transferred for
1 to 5 supplementary days in P-deficient mediumnfyRelia). RT-PCR analysis showed that
the expression level dicPhoAin +P mycelia was quite similar to that of alphdtline
(Figure 5). However, when mycelia were transfeired® deficient conditions the transcript
level of HcPhoA was rapidly increased. Indeed, after 5 days oWwtran —P medium the
accumulation of mRNA oHcPhoAwas 8.3 fold higher than that of the referenceesgnh
results provide evidence thBicPhoA expression is significantly induced in responsd’io
deficiency. Such an enhancement of expression Bfade genes under Pi deficiency was also
found in P. namekomycelia grown in pure culture (Tasakt al, 2006). These authors
reported that the transcripts of b@NAPlandPNAP2started to accumulate after 10 days of

growth in P deficient medium and increased sigaifity up to day 15. However, the
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transcripts oPNAP1were undetectable after 20 days of growth in Bieeaht conditions and
that of PNAP2were slightly detectable.

The increase of phosphatase activity of P1 fractieasured in —P medium (Figure
3b) was in agreement with the increase of the trgmislevel of HCPhoAin response to Pi
starvation. This result indicates that the producand the secretion of HcPhoA are regulated
at the level of transcription. The change in levegxpression oHcPhoAas a function of the

P availability in the culture medium suggests thelPhoA is an inducible AcPase.

+P -P

10 1 2 3 4 5 days

HOPHOA A L L s e e

HcTub B gl
AB 1.6 1.7 2.0 2.5 3.8 8.3

Figure 5. Semi-quantitaive analysis dicPhoA expression using RT PCR carried out on total RNA
extracted from mycelia grown in pure culture undéferent Pi availabilities. Total RNA was extradte
from mycelia grown for 10 days (+P) in P-sufficienédium (1 mM Pi) and then transferred for 1 taagd
(-P) in P-deficient medium (0 mM Pi). The alphatliibe gene was used as reference.

4. Conclusion

This work provides the evidence that the ectomyupat fungusH. cylindrosporums able to
synthesise one AcPase showing high sequence hoynalitly those identified in several
fungal species. These first results showed thathbdAFRs secreted in the culture medium in
response to Pi starvation. In addition, semi-quaiite RT-PCR analysis indicated that the
transcript level oiHcPhoAwas significantly increased by transferring myeedultivated in
liquid medium from P-sufficient to P-deficient cotidns. This finding indicates that the
expression oHcPhoAis regulated at the transcriptional level. Themefohe identification of
HcPhoAprovides a useful molecular tool to study the taguy mechanisms controlling the
production of AcPases in ectomycorrhizal fungalcsge associated or not with a host plant
under different P availabilities.
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CHAPITRE 4
Identification des mécanismes physiologiques et n#mlulaires utilisés par le
champignon ectomycorhizierHebeloma cylindrosporum pour faire face a la

déficience en orthophosphate

Dans le chapitre précédent, nous avons identifi@teHcPhoAcodant pour une phosphatase
acide (AcPase) sécrétée dans le milieu de cultarelgp champignon ectomycorhizigh
cylindrosporum Le niveau d’expression de ce géne, déterminé RarPCR semi-
guantitative, indique qu’il augmente avec la dintion de la disponibilité en Pi. Nous savons
aussi que cette espece fongique posséde au mairgydees codant pour deux transporteurs
de Pi a haute affinitéd;icPT1 et HcPT2dont les niveaux d’expression sont régulés denfaco
différente par la disponibilité en Pi dans le mili€Tatry etal., 2009). D’autre part, les
connaissances acquises chez la le@aecharomyces cerevisiadiquent que les niveaux
d’expression du génBho84 codant pour le transporteurRi a haute affinité et du géne
PHOS5 codant pour une AcPase secrétée sont régulésctiegpeent par la concentration
externe (Pho84) et la concentration interne (PH&BPI (Perssoet al, 2003 ; Mouillon &
Persson, 2006). Il est aussi admis que la condemtriaterne en Pi est régulée par la synthése
et la dégradation du pool de polyphosphate inthale@le chez la levure (Ausueket al,
2004) ou chez les champignons mycorhiziens (Ezstved, 2001). Notre hypothése est donc
qgue chezH. cylindrosporum I'expression des génes codant pour les deuxpoatesirs de
phosphate et la phosphatase acide pourrait étrdégglifferemment par la disponibilité

externe ou interne en Pi.

Dans ce chapitre, nos objectifs ont été les susvant
Comparer les variations des niveaux de l'activit®®’Ase mesurée dans le milieu et de
I'expression du gencPhoA

1) Suivre la variation des pools de polyphosphatege Pi intracellulaires des

myceéliums deH. cylindrosporum
2) Quantifier les variations des niveaux d'expressieHcPT1etHcPT2
en fonction de la disponibilité en Pi dans le enilde culture.

Pour cela, les mycéliums de. cylindrosporumont d’abord été cultives en milieu liquide

riche en Pi (N6, 3 mM de Pi) avant d’étre transgegéit dans le méme milieu N6 avec Pi ou
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sans Pi. La cinétigue de transfert a duré 12 jaurgours desquels des mycéliums ont été
prélevés. Les activités phosphatase totales, leseatrations en Pi du milieu et accumulées
dans les thalles ont été systématiguement mesar@smque preélevement. Les thalles ont
aussi été utilisés en RMN ditP in vivo pour déterminer les variations des différentes
fractions de P soluble visibles par RMN. Enfin,rizeau d’expression des trois génes,
HcPT1 HcPT2etHcPhoAa été déterminé par RT-gPCR.
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Abstract

The effectof different Pi availabilities were studied on ttiyamic of intracellular P and the
expression level of two phosphate transportétsPT1 and HCPT2 genes and one acid
phosphatase HCPhoA gene recently identified from the ectomycorrhizaingus H.
cylindrosporum Mycelia were grown in liquid culture medium caniag either 3 mM or no
Pi. In vivo *P NMR spectroscopy showed that under Pi-sufficiemindition H.
cylindrosporum was capable to accumulate both orthophosphate &Pl soluble
polyphosphates. Pi represented the predominant &rf accumulated but polyphosphates
could represented up to 40% of the total NMR-detget intracellular P in mycelia grown
under Pi-deficient conditions. This value decreased1% in 12 day-old mycelia indicating
that polyphosphates were progressively hydrolysedhaintain the cell homeostasis. Real-
time PCR showed that each gene was differentiafjylated as a function of Pi availability in
the external medium. The transcript levelHifPT1 was rapidly increased in response to Pi
starvation while that odHcPT2did not vary much suggesting tiatPT1was more involved
thanHcPT2in the uptake of P from the external medium indibon of low Pi availability.
The prolonged absence of sufficient Pi availabilitgreased simultaneously the transcript
level of both HCPT2 and HcPhoA in H. cylindrosporummycelia. Our data support the
hypothesis thaHcPT1, HcPT2 and HcPhoA expression in mycelia could be differentially
regulated in response to various P availabilities.

Keywords: *'P NMR, polyphosphates, phosphorus metabolism, ftatsgransporter, acid
phosphatase, transcriptional analysis
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1. Introduction

Phosphorus (P) availability in forestry soils isolam to be a limiting factor for plant growth.
Inorganic phosphate (Pi or orthophosphate ionhésanly form of P directly assimilable for
soil living organisms. Its low concentration in tkeil solution, ranging between 0.1 and 10
UM, can be explained by its high capacity to makaglexes with metal cations (Al, Fe), soil
minerals and soil organic matter (Frossatcal, 2000; Hinsinger, 2001). However, to cope
with changes in P availability, mycorrhizal fungave developed various strategies for the
effective uptake of Pi including the excretion ofanic acids (Wallander, 2000; Arvieti al,
2003), the secretion of acid phosphatase (AcPdBeskz-Moreno & Read, 2000) and the
enhanced expression of phosphate (Pi) transpd@éedotet al.,2002).

There is increasing evidence that Pi diffusinghi@ soil solution is absorbed through
the functioning of Pi:H transporters, expressed on the surface of extaypdlae growing in
the soil. Full-lengths cDNAs coding for Pi transigos have been identified from saprophytic
(Tasakiet al, 2002), endomycorrhizal (Harrison & Van Buuren939Maldonado-Mendoza
et al, 2001) and recently ectomycorrhizal (Taty al, 2009) fungi. Pi transporters are
commonly classified as low-affinity or high-affigitransporter, depending on the value of the
apparent affinity constant (§. It is well reported that in response to low Raitability, the
transcript level of the gene encoding a high-af§ifli transporter is significantly increased in
saprophyte (Tasaket al, 2002) and in mycorrhizal (Maldonado-Mendoet al., 2001;
Benedettcet al, 2005) fungi. Such capability to up- and down-tatgithe gene expression of
its Pi transporter allows the fungus to cope witltious Pi availabilities in soil solution.
However, most of the available data report thecefté various external Pi concentrations on
the expression of Pi transporter and no informaiogiven about the dependence of P uptake
on the expression of transporter genes and thet&lesm in ectomycorrhizal fungi.

The orthophosphate ions entering the cytoplasmmgtorrhizal fungi may be
incorporated into phosphorylated primary metabs)itgructural molecules and nucleic acids.
However, it is well accepted that the excess ohRhe cytoplasm can be accumulated and
stored as polyphosphates into the vacuole (SmitRe&d, 2008). Polyphosphates are linear
polymers whose length, given by the number of grtlosphate residues, can vary from three
up to more than one thousand (Wood & Clark, 198&nKerget al, 1999). The functions of
these polyphosphates are not completely undershaadt is proposed that the polyphosphate
pool participates actively in maintaining Pi conitation in the fungal cell, acting as a sink
for removal of Pi (Martinet al, 1985; MacFallet al, 1992). Using®*P nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy methods, polyphosphiasee been detected in several
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ectomycorrhizal fungal species grown either in prukure or in association with a host plant
(Martin et al, 1983; Grellieret al, 1989; Ashfordet al, 1994; Rasmusseet al, 2000;
Viereck et al, 2004). The metabolism of polyphosphates is ndt established but it is
accepted that the polyphosphates can be hydrolysedwo types of enzymes: an
exopolyphosphatase which cleaves terminal residwesl releases Pi and, an
endopolyphosphatase which cleaves the internalagjek and releases short chain of
polyphosphates in the vacuole (Kulagtval, 1997; Ezawaet al, 2001). The capability of
mycorrhizal fungi to accumulate phosphate by thenfdion of polyphosphates under high
external Pi condition, and to re-mobilise this at@ pool under low external Pi condition, is
thought to be an important mechanism for the cowtus P supply of the host plant. Several
experiments have reported the capability of someomiizal fungal species to accumulate
higher quantities of polyphosphates when the fungusassociated with a host plant,
supporting a key role of this fungal P pool for thlant P nutrition (MacFalet al, 1992;
Gerlitz & Gerlitz, 1997, Ezawat al, 2002; Takanishet al, 2009).

Recently, we have identified the complete cDNA ussge HcPhoA encoding a
secreted AcPase from the ectomycorrhizal furidebeloma cylindrosporumresenting high
sequence homology with the others AcPases availalihee genomic database (Loudctteal,
2009). Similarly, Tatryet al. (2009) reported from the same fungal speciesdhaatification
of two Pi transportersHcPT1 and HCPT2 which presented expression profiles consistent
with a role in P acquisition from the external madi However, the mechanisms of
regulation of these genes as a function of exteamal internal Pi concentrations are still
poorly understood. In this paper, the expressidtepaof the two Pi transporters genes and
that of the AcPase gene were simultaneously stualéed function of Pi availability ii.
cylindrosporum hyphae grown in pure culture. Given the importaméepolyphosphate
metabolism assigned to the maintaining of Pi cotraéion in the fungal cell, we re-examined
the ability of H. cylindrosporumgrown in pure culture to synthesise polyphosphatasg
3Ip_.NMR spectroscopy. Our findings demonstrate thase three genes were differentially
expressed as a function of the Pi availabilityhe éxternal medium and also of the dynamics

of P reserves in the fungal cell.
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2. Material and Methods

2.1. Strain and Growth conditions

We have used the dikaryotic strain (D2) of the wmwtoorrhizal basidiomyceteH.
cylindrosporumRomagnesi, resulting from the plasmogamy of twmgatible homokaryotic
strains (h1 and h7) (Debaud & Gay, 1987). Fungatkstultures were grown in Petri dishes
at 24°C in the dark, on solid standard medium (agrg I*) (pH 5.5) containing KN@(6
mM), NaHPO, (3 mM), MgSQ 7H,O (1 mM), KCI (4 mM), CaGl(0.5 mM), ferric citrate
1%o, thiamine HCI (0.3 uM), Morizet & Mingeau (1998)icronutrients solution (0.2 mt)
and glucose (5 g').

Mycelium culture was carried out in a growth chambe 24°C, in the dark, and
without shaking. Agar plugs (8 mm diameter) of 1mtmeold stock cultures were used to
inoculate glass flasks containing 60 ml of liquickkdium. A nichrome wire was used to
maintain the agar plugs on the solution surfacecé¥g were first grown for 10 days in liquid
medium (same composition as above, without agantfol mycelia) and next transferred for
1 to 12 supplementary days in new glass flasksagong 60 ml of the same liquid medium
with 3 mM Pi (+P mycelia) or no Pi (-P mycelia). @woid Pi contamination during transfer,
mycelia were rinsed with their respective liquidden for 5 minutes. All operations were
carried out under sterile conditions. For each twheulture, six mycelia were harvested,
dried between filter paper sheets, weighed and idiely used for thén vivo **P NMR

experiment.

2.2. Enzymatic and chemical analyses

The total phosphomonoesterase activity secretad fro/celia in the culture medium was
calculated by colorimetric method using thera-nitrophenyl phosphateiPP) as substrate.
The reaction mixture was made of 100 pl of cultomedium and 200 pl of sodium acetate
buffer (0.1 M, pH 5.0) containing 10 mM pNPP. Incubation was performed at 30°C for 1
hr. The enzymic reaction was stopped by adding 1lomNaOH 0.5 M and theara
nitrophenolate NP) produced was assayed at 410 nm. AcPase actisgyexpressed in nkat
g™ of fresh (f) weight (wt) mycelium.

Inorganic phosphate was extracted from myceli@@iag to the method of Conjeaud
et al (1996). Thirty mg of mycelium was dried overnight80°C and then boiled in water for

two periods of 10 min. Inorganic P concentrationsveietermined by using the malachite
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green method as described by Ohno & Zilbiske (19@t) KHPO, (0-10 uM) as standard. Pi

concentration was expressed in pg i culture medium.

2.3.In vivoNMR experiments

3P NMR spectra from intact mycelia were recorde@G®.4 MHz on a Varian Unity Inova
500 spectrometer, equipped with a 10 mm broad Ipaolble. Acquisition conditions were a
90° radio frequency pulse angle, a 20 sec intem-stlay, and 180 scans giving a total
accumulation time of 1 h. Probe temperature waslated at 25°C. Spectra were referenced
to the chemical shift of methylene diphosphonidg®DP) at 16.38 ppm. The solution of
MDP (pH 7.5, 1 mM) was contained in a 1 mm capyjllptaced at the centre of the NMR
tube. The experimental device used ifovivo NMR experiments was described in Radty
al. (1987). For each NMR experiment, 6 mycelia weteontuced in the 10 mm NMR tube
and evenly placed in the centre of the magnetid #xerted by the coil in order to get the
best signal. Mycelia were continuously perfusedhdtow rate of 1 ml mr with specific
solutions containing KN@(6 mM), MgSQ 7H,O (1 mM), KCI (4 mM), CaGl (0.5 mM)
glucose (5 g1), with (+P mycelia) or without NaO, (3 mM) (=P mycelia). The incoming
solution was constantly oxygenated by using anpaimp. At the end of each NMR
experiment, mycelia were dried between filter papeeets, immediately frozen in liquid

nitrogen, and conserved at -80°C for total RNA astions.

2.4. Nucleic acid extraction

Total RNA extraction was performed for eaah vitro-grown mycelia used for NMR
experiment by using a modified method of Kied¢ml. (2000) improving the quantity of total
RNA extracted. Briefly, fresh mycelium (approximigt&0 mg) was grinded (30 s, twice at 5
min intervals) in a lysing matrice C (116912, MPoBiedicals, http://www.mpbio.com)
containing 0.5 ml of extraction buffer (100 mM THFHCl, pH 7.0; 25 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, pH 7.0, 2% ceétyéithylammonium bromide; 2%
polyvinylpolypyrrolidone; 2.5 M NacCl; 0.5 g'lspermidine; 298-mercaptoethanol) by using
the FastPrép24 instrument (MP Biomedicals). After grinding,28. ml of chloroform
isoamyl alcohol (Cl) (24:1) and 0.05 ml of NucledthytoPure resin (RPN8510, GE
Healthcare, http://www.gelifesciences.com) were eaddo bind polysaccharides and the
sample was incubated for 10 min at room temperandeshaked by hand every 2 min. It was

then centrifuged (16,000 g, 5 min, 4°C) and theeunpphase was transferred to a new
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eppendorf tube. 0.2 ml of Cl was added and it waefly shaked and centrifuged (16,000 g, 5
min, 4°C). The upper phase was transferred agamrew eppendorf tube, incubated for 15
min at -20°C in 1 ml of isopropanol and centrifug&@,000 g, 20 min, 4°C). The pellet was
washed with 0.5 ml of ethanol 70%, centrifuged @D6, g, 5 min, 4°C) and air dried. It was
then dissolved with 50 ul of RNAse-free ultrapuratev. One RNA extraction was made for
each mycelium. RNA concentrations were measuredJ¥yymeasurement at 260 nm and

RNA extracts were conserved at -80°C for real-tRiePCR measurements.

2.5. RT and real-time PCR procedures

Reverse transcription using poly(dT) as the primeas performed according to the
manufacturer's instructions using Verso reversasitaptase (AB-1453/B, ThermoFisher
Scientific, http://www.thermo.com) on 50 ng of toRINA extracts in 10 pl of final volume.
One reverse transcription reaction was made foh dabA extraction. Real-time PCR
reactions were performed using the CFX96TM Real€elBystem (Bio-Rad, http://www.bio-
rad.com) in a 10 pl final volume containing 1 plrefrerse transcription product, 0.6 pl of
each primer (0.15 puM), 2.8 ul of water, and 5 pIRER mix containing a Taq DNA
polymerase and SYBR Green (AbsollteQPCR SYBR Green ROX mix; ABgene,
http://www.abgene.com). The same PCR program wed && the four genes (15 min of
enzyme activation at 95°C, followed by 45 cycle®9b6fC for 15 sec, 60°C for 15 sec, 72°C
for 35 sec). PCR reactions without cDNA were usechegative controls. The specificity of
the amplification of each PCR reaction was corgwblby studying the melting curve of the
PCR product given from the Bio-Rad CFX Managerwsafe. The gene of alpha-tubuline
(HcTuh GenBank accession number CK993737) was usedaasnmee gene. Amplifications
of HcTulh HcPT1 (accession number AJ970310) addPT2 (accession number AJ970311)
were performed by using the primer pairs given ablé S1. Preliminary real-time PCR
studies have been performed féacPhoAgene to select one primer pair showing no primer
dimerisation and similar values of PCR efficiencghmthe three other genes. Sequences of
primers used for real-time PCR are indicated inl@&hl. Relative gene expression levels
were obtained by using tAC; method as described by Winetr al. (1999). TheAC; was
calculated as the threshold cycle)(&f the target geneHCPT1, HCPT2 HcPhoA minus the
threshold cycle of the reference geheTub. The relative gene expression was normalized
to control treatment. The main @lue forHcTubwas 24.8 + 0.9. Each value of relative gene

expression was the mean of 6 biological replicates.
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2.6. Statistical analyses

Significant difference of AcPase activity (n = 6gasured for —P and +P mycelia at different
culture time were determined using t-teR& (0.05). Analyses of variance were performed to
evaluate significant difference between phosphorasterase activity, fresh mycelial
biomass, and transcript level bicPT1, HcPT2 and HcPhoA genes. Means were compared
using least significant difference of Fisher mo@ek 0.05). All data were analysed using
Statistica software package (Statistica 8, StatsoftTulsa OK, USA).

3. Results

3.1. P starvation induced the secretion of exthalegl AcPases front. cylindrosporuminto

the culture medium

Total phosphomonoesterase activity secreted frowehaygrown in Pi deficient medium was
significantly higher from that of mycelia grown Ri-sufficient at each culture time (Table 1)
Analysis of variance showed that when Pi was seffii; AcPase activity secreted from +P
mycelia did not vary much after 12 days of cult¢fable 1). Conversely, AcPase activity
secreted from —P mycelia was significantly increlagger the fifth day of growth under Pi-
deficient conditions. P supply had an effect on efigchiomass. At days 8 and 12, biomass of
mycelia grown in +P medium was significantly highéan that of mycelia grown in —P
medium, however mycelia incubated in P starved omdwere able to increase their
biomass. Although the mycelia were rinsed befoendfer, low Pi concentrations were
measured in Pi deficient medium, ranging from 17 jubt after transfer to 4.6 uM after 12
days in P-starved conditions (Table 1). Also, tia@gfer of mycelia in —P medium resulted in
a significant decrease of internal Pi concentratiohmore than 60% compared to the initial
contents accumulated in the fungal cells (Table 1).

3.2. NMR-detectable phosphorus

Each NMR spectrum obtained froim vitro grown mycelia exhibited several peaks*t4®
resonance whatever the P treatment applied touhgug (Figure 1). Peak assignment was
made according t&P NMR spectra obtained with other ectomycorrhizalgus species such
as Suillus bovinugGerlitz & Werk, 1994) andPisolithus tinctorius(Martins et al, 1999).
Due to technical problem&'P NMR spectrum obtained in control condition for rijcelia

was not usable (Table 2).
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Table 1. Acid phosphatase activity, mycelium biomass, exteRi and internal Pi concentrations
measured irH. cylindrosporumgrown in liquid culture. Mycelia were first growfor 10 days in liquid
medium (control) and then transferred for 1-12 diaythe same liquid medium containing 3mM Pi (+P
treatment) or no Pi (-P treatment). Each value @amof 6 biological replicates with standard error

between brackets. Different letters show signifiadifierence according to LSD Fisher modek(.05).

P Day  AcPase activity Biomass External Pi  InternaPi
treatment nkat® g* f wt g fwt mM umol g dwt
+P 0 (control)  0.1%(0.11) 0.13(0.052) 3600 (50) 158445)
1 0.39 (0.13) 0.18'(0.041) 3350 (120) 150(35)
2 0.4f (0.12) 0.2(0.058) 3410 (150) 136 (22)
5 0.37 (0.16) 0.36° (0.059) 3490 (180) 129(20)
8 1.24 (0.35) 0.46(0.12) 3250 (110) 109(19)
12 2.6 (0.77) 0.53(0.303) 3240 (230) 9621)
-P 0 (control) 1.9(0.46) 0.18(0.032) 17.2 (2.8) 13%(34)
1 1.6 (0.33) 0.1%(0.035) 15.7 (5.3) g7(13)
2 2.9'(0.85) 0.17(0.053) 9.2 (2.2) g811)
5 15.8 (4.83) 0.26f (0.01) 8.6 (4.8) 63(7)
8 32.4 (4.46) 0.258(0.046) 7.8 (4.9) 5720)
12 49.8 (7.32) 0.33(0.092) 4.7 (1.8) 50 (13)

*One nkatal of enzyme activity is equivalent to aneole ofpNP released per second

In +P mycelia, peaks with chemical shift of +1.hda+0.56 were assigned to
cytoplasmic Pi and vacuolar Pi, respectively (Feglia). A third peak with a chemical shift of
+0.3 was assigned to medium Pi as it was not pregesn the circulating solution contained
no Pi (compare spectra in Figure la and 1b). Intiadd two peaks at -11 and -13 ppm,
attributed to phosphate groups of UDP-N-acetylgbacoine (Martinset al 1999) were
detected in +P mycelia at day 12 (Figure 1a). Aeotfbeak at +0.05 ppm (+P mycelia) was
also observed which was not describe@&irbovinusaandP. tinctorius A peak with a similar
resonance was identified as glycerophosphocho@reRCho) in cell suspension cultures of
Daucus carotaVan der Reset al, 2002). Another peak detected at -21.9 was idedti&s
polyphosphates. The integration of peak surfacewaitl us to quantify the proportions of
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soluble phosphate (cytoplasmic Pi, vacuolar Pi amhosphate group of
glycerophosphocholine) and soluble polyphosphatesraulated in mycelia for each culture
time (Table 2). Results showed that the fungakcaticumulated their soluble P mainly as Pi
and GroPCho compared to polyphosphates that regessat maximum 26% of total soluble
P (Table 2). In addition, the proportion of eacledMmpounds did not vary much during the
incubation time (Table 2). .Despite the absencestobng variations in intracellular Pi
compartmentalisation, the comparison of NMR speotstained for +P mycelia showed a
widening of vacuolar Pi and polyphosphate peaksnfrday 1 to 12 indicating that.
cylindrosporumwas able to accumulate Pi with time of growth irs#fficient conditions
(data not shown).
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Figure 1. In vivo 31P-NMR spectra dfl. cylindrosporummycelia grown for 12 days in Pi-sufficient (a)
and Pi-deficient (b) conditions. Mycelia were figsbwn in complete liquid medium (3 mM Pi) for 18ys
(control) and then transferred for 12 days in thee liquid medium containing 3 mM Pi (+P mycelia) o
no Pi (-P mycelia). Each NMR spectra was obtainednfthe analysis of six mycelia. Mycelia were
perfused for 1 hr with their respective culture inetat a flow rate of 1 ml mih Spectra were referenced
to the chemical shift of methylene diphosphonicda@DP) at 16.38 ppm. Peak attribution was (1)
cytoplasmic Pi, (2) vacuolar Pi, (3) glycerophosgimline, (4, 5) UDP-N-acetlylglucosamine, (6)
polyphosphates, (7) Pi from the medium
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In —P mycelia, each peak 8P resonance was slightly detected after 12 dagsou¥th in Pi-
deficient conditions (Figure 1b). As in +P mycelee observed at +0.07 the chemical shift
corresponding to the glycerophosphocholine. Polgphate peak was easily detected until
the second day and then strongly decreased tlevialy days (data not shown). Analyses of
percentage values obtained for phosphate solublé polyphosphates showed that
polyphosphates represented 40% of the total irlttdaeP at day 1(Table 2). This percentage
decreased then considerably up to 14% at day 8emuthed 21% at day 12.

Table 2. Accumulation of intracellular soluble phosphate gmalyphosphates iH. cylindrosporum
mycelia as a function of incubation time in a coetglliquid medium with or without Pi. Mycelia weiest
grown for 10 days in liquid culture medium (3 mM Bontrol mycelia) and then transferred for 1-19sda
in the same liquid medium containing either 3 mM+® mycelia) or no Pi (-P mycelia). For each aeltu
time six mycelia were transferred in a NMR tube aodtinuously perfused at a flow rate of 1 mlhwith
their respective complete medium. The total timecdumulation for each NMR spectra was of one hr.
Accumulation values were expressed as the perceofagtal®'P NMR-detectable.

Time (days) Mycelia +P Mycelia -P
Soluble
phosphaté Polyphosphates Soluble phosphate  Polyphosphates
control nd nd 65 3t
1 74 26 60 40
? 85 15 72 28
S 83 17 85 15
8 82 18 86 1
12 76 24 79 01

*soluble phosphate is the sum of peaks betweend2-2mppm corresponding to cytoplasmic Pi, vacuolar
Pi and phosphate group of phosphoglycerocholine.
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3.3. Expression patterns bicPT1, HcPT2 and HcPhoAfrom in vivo-grown mycelia under
different Pi concentrations

Expression analysis by real-time RT-PCR showed #wth gene displayed different
expression patterns according to the P treatmegur@2). Transcripts dficPT1 HcPT2and
HcPhoAwere detected under all conditions used (-/+\Rhen mycelia grew in Pi-sufficient
medium, transcript levels of each of the three gatié not vary much, even after 12 days of
culture (Figure 2a, c, e)lhe two Pi transportersicPT1 and HCPT2 were simultaneously
expressed in + P mycelia.

Conversely to +P treatment, analyses of variandeated that P deficiency increased
significantly the transcript level of the three genHcPT1 and HcPT2 genes displayed
different expression patterns according to the tifhgrowth in Pi-starved conditions. Indeed,
the transcript level oHcPT1 gene was significantly increased up to the fifdly ¢30-fold
higher than in the control conditions) while thatHcPT2did not vary much (Figure 2b,.d)
In contrast, the transcript level ¢fcPT2 was significantly increased from day 8 (3-fold
higher than in the control conditions) while thatHcPT1was considerably reduced (4-fold
higher than in the control conditions). Similarty HicPT2 the expression level ¢icPhoA
gene remained low until the fifth day and increasgpificantly (16-fold higher than in the
control conditions) at day 8 and remained up-regdlat day 12 (Figure 2f)

4. Discussion

In response to Pi deficiency, the myceliumtbfcylindrosporunmcultivatedin vitro displayed
the ability to increase the secretion of extradatliAcPases in the culture medium. AcPase
activity secreted by mycelia grown for 12 days indBficient medium was 20 times higher
than that of mycelia grown for 12 days in Pi-suéfit medium (Table 1) Such an
enhancement of secretion of AcPase activity in aesp to low Pi concentrations is in
agreement with the data reported in saprophytico@eé& Pitt, 1997; Bernareét al, 2002)
and mycorrhizal fungi (Calleja & D’Auzac, 1982; Bsuetet al, 1986). Similar results have
been reported by Tibbett al. (1998) forH. cylindrosporumwho showed that total AcPase
production was derepressed when Pi availability Waged in the culture medium. In the
other hand, previous studies performedrbreylindrosporumshowed that it was capable to
secrete several AcPase isoforms in response tefieiehcy (Deransart al.,1990; Leprince
et al, 1997) and such ability was also shared with otlasidiomycete fungi such &holiota
namekq(Yazakiet al, 1997).
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Figure 2. Expression oHcPhoA, HcPTlandHcPT2in Hebeloma cylindrosporumgrown in pure culture.
Real-time PCR analysis dficPhoA (black bars),HcPT1 (white bars) andHcPT2 (grey bars) was
performed on mycelia grown for 10 days (controldidguid culture (3 mM Pi) and transferred for 1-d&ys
into liquid medium containing either 3 mM Pi (+Rdtment) (a,c,e) or no Pi (-P treatment) (b,d,Re T
transcript level of each gene was first normalizgrhinstHcTul and the values shown are relative
expression normalized to control conditions. Eaalue is mean + SD of six biological replicates hads
with different letters are significantly differeatP<0.05 (Fisher LSD test).
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The analysis of'P NMR spectra showed that when Pi availability waslimited, H.
cylindrosporumwas able to accumulate both orthophosphate (Fliypatyphosphates (Figure
1). This observation agrees with tAi#® NMR analysis performed oH. cylindrosporum
(Martin et al, 1983) and other ectomycorrhizal fungi (Margéh al, 1985; MacFallet al,
1992; Martinset al, 1999). The integration of peak surface correspando soluble P
(cytoplasmic and vacuolar Pi and phosphate group pbbsphoglycerocholine) and
polyphosphates showed that Pi represent the meim &6 NMR-detectable P accumulated in
the fungal cell. Indeed, percentage values of $elBranged from 74-85% of the total NMR-
detectable P when mycelia were grown with high éhcentrations. Martiret al (1983,
1985) suggested that Pi represented the promioem 6f P accumulated within the fungal
cell because such P storage form was more easibiliseal compared to polyphosphates.
Similarly, chemical analyses of P fractions showét Pi and polyphosphate pools
represented respectively up to 40% and 9% of ttaé Foaccumulated in P-satiated mycelia of
H. cylindrosporum(Rolin et al, 1994). On the other hand, polyphosphates caesept up to
40% of the total NMR-detectable P in mycelia grawder low Pi availability (Table 2). This
percentage is higher than the values (2-9%) givenMartin et al. (1983) in H.
cylindrosporum Such difference could be explained by the usdifédrent culture conditions
and also of different fungal strains.

When mycelia were grown in Pi-deficient medium ffexcentage of polyphosphates
accumulated in the vacuole decreased considerabty 40% at day 1 to 14% at day 8. Such
decrease could be explained by the hydrolysis bfphosphates in order to release Pi and to
maintain Pi concentration in the fungal cell. Indle is well accepted that the polyphosphate
pool participates actively in maintaining Pi conization in the fungal cell, acting as a sink
for removal of Pi. Where excess intracellular Pisesx polyphosphate synthesis provides a
solution for the removal and the storage of Pi. Arlimiting conditions, the stored
polyphosphates are hydrolysed, releasing Pi anditenaing Pi concentration in the cytosol
of the fungal cell (Martiret al, 1985; MacFalkt al, 1992).

Transcripts oHcPT1andHcPT2were detected iM. cylindrosporummycelia under
all P conditions analyzed (-/+ Pi). However, these genes were differentially regulated in
response to low Pi concentrations in the culturdiora. In +P treatment, the expression level
of each one remained very close to that of comirgtelia (Figure 2). However, in response to
low Pi availability, HCPT1 expression was rapidly up-regulated and reachedigher
expression level at day 5 (>30-fold higher thantcdh Conversely tdHcPT], the level of

HcPT2 transcripts did not vary much suggesting tHaPT2 expression was less dependent
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on Pi concentration. Our results are in agreemetit thhose reported in Tatrgt al. (2009)
who showed that Pi starvation increased signiflgatiite level ofHcPT1 transcripts inH.
cylindrosporumhyphae grown in pure culture. The enhancement tsRsporter synthesis in
response to Pi starvation was also demonstratedPfi@di85 in the saprophytic fungus
Pholiota namekdTasakiet al, 2002), forGmosPTandGiPT in the endomycorrhizal fungus
Glomus mossea@enedetteet al, 2005)and Glomus versiforméHarrison & van Buuren,
1995), respectively. In addition of Tatey al. (2009) findings, we showed that in response to
a long period of Pi starvatioH. cylindrosporumdid not maintain a high level dficPT1
expression. These data suggest tHaPT1 could be regulated in a similar way as that
described in yeast (Perssenal, 2003) where it was shown that the transcriptibRPldO84
coding for the high affinity H+:Pi transporter plgBis transientPHOB84 transcript levels
varied greatly with external Pi concentration, wahrepression of Pi transport activities
occurred at high (repressing conditions) but alslowa (<10 uM) external Pi concentration.
As proposed for the regulation ®HO84 (Perssoret al, 2003), the expression &fcPT1
could be regulated by external Pi concentration tii@nother hand, the expressionHdPT2
coding for the other high affinity H+:Pi transpart H. cylindrosporumis up-regulated by
prolonged P starvation. HCPT2 was found to haveuahntlower value of apparent Km when
expressed in yeast than HcPT1 (4 and 50 puM, raspBgtTatry et al., 2009) and it can be
proposed that HCPT2 could be specifically inducdenvthe external Pi concentration is in
the range of its Km. However, we cannot excludehjygothesis that the expression of both
transporters could be controlled by the Pi conegioim in the cytoplasm, as this gradually
decreased with incubation time in —P medium.

Similarly to HCPT1 and HcPT2 transcripts ofHcPhoA were detected under all
phosphate conditions analyzed and the regulatiats afxpression was highly dependent on
the Pi concentration (Figure .2yWhen Pi availability was not limited the expressiof
HcPhoAdid not vary much throughout the fungal culturewever, when Pi availability was
limited H. cylindrosporunwas able to increase significantly the transdapeél of HCPhoA It
is interesting to note thadcPT1andHcPhoAwere both strongly up-regulated under low Pi
availability but each at different culture time. \Mever, the expression levels ldEPhoAand
HcPT2 were simultaneously up-regulated. Such an enhaswerof the AcPase gene
expression in response to Pi-starved conditionshieaeh reported in Tasa&t al. (2006) for
two genesRNAPlandPNAP2J encoding secreted AcPases identified from thellwasycete
fungusPholiota namekoNorthern blot analysis performed on mycejiawnin vitro, showed

that the expression ¢tNAP1and PNAP2were both induced after ten day of culture in Pi
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deficient conditions. The enhancementHaPhoAgene expression was in agreement with the
enhancement of AcPase activity measured in cultoedium of mycelia grown under Pi-
starved conditions. It is suggested that the espyasof HCPhoA is regulated at the
transcriptional level. As foHcPT2 it can be proposed thhicPhoAexpression level can be
up-regulated either by external or cytoplasmic éiaentrations that have been lower than
those required foHcPT1 expression. From the data available in yeast, kewewhere
repressible AcPase secreted into the periplasm&cesps regulated mainly by the
concentration of cytoplasmic Pi (Auesukaeta@l, 2004; Mouillon & Persson, 2006), it could
be proposed that the Pi concentratioiHottylindrosporuncells, regulated by polyphosphate
hydrolysis, could also play a major role in theulatjon ofHCPhoA Nevertheless, the effect
of Pi starvation on the increase of AcPase aativitvas markedly observed at day 5 while the
expression of our studied AcPase gene was up-tegukst day 8. Therefore, Pi starvation
induced the synthesis of other AcPase isoforms ftbhmin vitro-grown mycelia ofH.
cylindrosporum(Deransaret al.,1990; Loucheet al, 2009).

5. Conclusion

In conclusion, the present work provides new insighbout the different biological
mechanisms used by the ectomycorrhizal furtdusylindrosporumto cope with different Pi
availabilities. Under Pi-sufficient conditions, tlescess of Pi is accumulated and stored as
polyphosphates in the vacuole. Conversely, whermaRiilability is limited, the mobile
polyphosphate pool is hydrolysed, releasing Pimathtaining the homeostasis of the fungal
cell. Real-time RT-PCR showed that in responsei tdeRciency,H. cylindrosporums able

to express simultaneously the two Pi transportac®T1andHcPT2 which are differentially
up-regulated as a function of culture time and &sconcentrations in the culture medium.
Our results show thaicPT1may be more involved thadcPT2in the uptake of P from the
external medium in condition of low, but modera®e,availability. On the other hand, we
demonstrated that in response to a prolonged absehcsufficient Pi availability,H.
cylindrosporumis also able to induce the gene expression ofietsl AcPase. The secretion
of such enzyme under Pi sufficient conditions caugport its efficiency to mobilise Pi from

the hydrolysis of soil organic compounds.
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6. Supplementary data

Table S1.Sequence of primers used for real-time PCR expetisne

Genes Primers Sequences (5’-3’) PCR PCR Melt
fragment  efficiency point
size (bp) (%) (T°C)

HcTub Hc-Tub2U GTCTTCAAGGCT TCGTCTTC 207 109 84.5

Hc-Tub2L  ACAGTCAGAGTGCTCCAAGGTAGT

HePTT HcPT1-U CACAAATAAATTCGTCAAGCATATTCT 157 91 82.0
CG
HcPT1-L GCGTTCTCGCACACCTCTG

HcPTZ HcPT2-U CTTCGGTT GCTGTATCGCTG 101 107 82.5
HcPT2-L TACGCACACGGATTTCCTCC

HcPhoA  HcPhoA TTCGCTCATCGGTACACAAGAC 393 92 85.5
776dir
HcPhoA ATTCAACACCCCTGTGGAAGAAC
1169 rev

*Sequences of primer pair used are given in Batligl. (2007)
$Sequences of primer pair used are given in Tettal (2009)
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CHAPITRE 5

Expression différentielle de deux génes codant chat un transporteur de
phosphate et un géne codant pour une phosphataseds; identifiés chez le
champignon ectomycorhizierHebeloma cylindrosporum, dans des ectomycorhizes

de pin maritime (Pinus pinaster) cultivés sur des sols acides

La symbiose mycorhizienne est considérée commedeégie la plus répandue pour accroitre
I'acquisition du P par les plantes (Smithal, 2000). Des études réalisées sur divers modeles
d’associations entre des plantes ligneuses et lim®pignons ectomycorhiziens ont montré
I'effet bénéfique de cette association sur le stRtale la plante héte (Colpaet al. 1999 ;
Wallander, 2000). Cette amélioration de la nutnitihosphatée peut souvent s’accompagner
par une stimulation de la croissance comparée Entgs non mycorhizées dans les mémes
conditions de culture (Mousaet al, 1979, Jentschket al, 2001).

L'une des hypothéses permettant d’expliquer cétt dbénéfigue de l'association
ectomycorhizienne est la sécrétion de phosphatasekes (AcPases) par le partenaire
fongique. Toutefois, peu d’études ont tenté d’ésmla contribution réelle du Pi libéré par les
AcPases fongiques dans I'amélioration de la natrit? des plantes. Perez-Moreno & Read
(2000) ont raporté que la capacité chez des jepiaess de bouleau a obtenir du P a partir de
la minéralisation du Po contenue dans des litiarég attribuée a la production de AcPases
par les hyphes extramatriciels Baxillus involutuscolonisant les horizons des différentes
litieres. Cependant la contribution de ces AcPa&egamais été démontrée par une approche
moléculaire.

Dans le chapitre 3 nous avons rapporté l'idemtifan d’'un geneHcPhoA codant
pour une AcPase chdi#. cylindrosporum L’augmentation significative de I'expression de
HcPhoAen réponse a la déficience en Pi suggére que ametigne pourrait jouer un role clé

dans I'amélioration de la disponibilité du P suttdans les sols pauvres en cet élément.

Les objectifs de ce dernier chapitre sont :
1) Quantifier l'effet du champignon ectomycorhiziéd. cylindrosporumsur la
nutrition P de jeunes plants de pin maritinken(is pinsatex cultivées sur des sols
sableux acides présentant des concentrations st¥dsaen P inorganique et P

organique.
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2) Evaluer le réle potentiel des AcPases fongigd@ss la mobilisation du Pi et
I'amélioration du statut P de la plante héte parsilévi de I'expression du gene

HcPhoAdans des ectomycorhizes.

L'effet de la symbiose ectomycorhizienne sur laritioh P deP. pinastera été étudié en
fonction de la disponibilité en P de différents pold acides de mémes types que ceux utilisés
dans le chapitre 2. Pour cela, de jeunes planisteges de la germination de graines sont
cultivées en conditions stériles pendant 2 mois dandispositif de tube en verre (Plassetrd
al., 2004) contenant une solution nutritive compl&el (mM; KH,PQO,) en présence ou non
du champignorH. cylindrosporum(Annexe 3). Les jeunes plants mycorhizés ou naorn so
ensuite délicatement transférés sur une mince eodelsol en rhizotron (Casaghal, 2004)
pour 3 mois (Annexe 4).

A la fin de la culture, nous avons prélevé sousupe binoculaire des apex racinaires
mycorhizés et non mycorhizés pour le dosage d@atéastphosphatase. Des ectomycorhizes
ont également été prélevées pour le suivi de lesgion du genkelcPhoApar la méthode de
RT-PCR quantitative. Enfin, un ensemble d’analysexé realisé sur les sols et les plantes
pour quantifier les variations de Pi et Po du sbizasphérique et bulk, ainsi que

I'accumulation de P dans les plantes.
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Abstract

The effect of the ectomycorrhizal fungi$ebeloma cylindrosporunon phosphorus (P)
nutrition of Pinus pinasterwas investigated in relation to different soil Raiabilities.
Mycorrhizal and non mycorrhizaP. pinaster seedlings were grown for 3 months in
rhizoboxes in sterile conditions onto acidic podgoll samples with low (control) or high
(NPK or P) soil P availabilities. In control soifhot biomass and shoot P concentration of
mycorrhizal plants were significantly higher thasnrmycorrhizal plants. Net P-accumulation
both in roots and shoot were greatly promoted b pnesence of the fungus in these
conditions. In NPK soil, mycorrhizal associatiordrenegative effect on shoot biomass, root
P concentration and root length compared to nonomlyzal plants. Acid phosphatase
(AcPase) activity of mycorrhizal root tips was systtically higher than that of non
mycorrhizal root tips whatever the soil treatmd®eal-time RT-PCR results showed that the
level of HCPT1transcripts was significantly increased in ectoongttizae grown under low Pi
availability suggesting that HCPT1 may be involwedhe uptake of Pi from the soil solution
under low Pi conditions. However, the transcripeleof HCPT2was less dependent on soil Pi
availability. Similarly toHcPT1 the highest transcript level ¢icPhoA was observed in
ectomycorrhizae grown in soil with low Pi availatyil The expression pattern bicPhoAin
ectomycorrhizae indicated that AcPases may be wedolin the improvement of plant P
nutrition by increasing Pi availability in the uty of roots.

Keywords: soil P availability; plant P nutrition; ectomyebizal symbiosis; acid phosphatase
activity; gene expression.
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1. Introduction
In woodland ecosystems, the low phosphorus (P)ahibiy is considered as one of the main

factor limiting plant growth. Inorganic P (Pi) iset only form of P that can be used by plant
and its large reactivity with numerous soil consiits reduces considerably its diffusion in
the soil solution and also its availability for pta (Hinsinger, 2001). In response to low Pi
availability, plants have developed various strig®dor the uptake of this nutrient with high
effectiveness, including the modification of rodtusture (Lynch & Brown, 2001), the
secretion of root exudates (Hinsinger, 1998), th@ression of Pi transporter (Smith, 2002),
the release of acid phosphatases (AcPases) (Metnagé 2003), and the association with
mycorrhizal fungi (Smith & Read, 2008).

Trees from boreal and temperate regions live mksgtic association with soil fungi
(Marmeisseet al, 2004). The fungus is intimately associated wii plant roots through the
formation of ectomycorrhizae and several exchangies place between the root cell and the
fungus in this new organ (Smith & Read, 2008). Mykizal association between plant and
fungi is considered as the major strategy for therovement of plant P nutrition in soils with
low P availability. Several experiments performea different plant-fungus association
models growing in soils with different P concentras clearly showed that under inorganic P
deficiency, plants associated with an ectomycoalhjzartner had significantly higher P
content than non mycorrhizal plant (Jentschkal, 2001; Torres Aquino & Plassard, 2004;
Taniguchi et al, 2008). This beneficial effect of the mycorrhizmbiosis on plant P
nutrition is mainly attributed to the rapid growah external hyphae into the soil, increasing
considerably the soil volume exploited compareash@a mycorrhizal plant (Rousseat al,
1994; Perez-Moreno & Read, 2000). However, the oubée mechanisms involved in the
uptake and transfer of Pi from the fungus to th&t ptant are still unclear.

Two main types of Pi transporters, belonging te #htl family, involved in the
transfer of Pi through the mycorrhizal pathway haeen described so far. The first one is a
plant Pi transporter identified exclusively in endaorrhizal plant species allowing the
uptake of Pi released by the fungus in the penirsoblar space (Harrisoet al, 2002;
Paszkowsket al, 2002; Nagyet al, 2005). The second one is thought to be respan&iblPi
uptake from the soil solution and has been priflgipdentified in endomycorrhizal species
(Harrison & Van Buuren, 1995; Maldonado-Mendaaal, 2001; Benedettet al, 2005).
Recently, Tatryet al. (2009) reported the first description of the nealar and functional
properties of two Pi transporters (HcPT1 and HcPit2ntified from the ectomycorrhizal

fungusHebeloma cylindrosporunThese authors demonstrated tHaPT1andHcPT2were
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differentially expressed ifd. cylindrosporumassociated with its natural host plaRinus
pinaster under low and high soil P levels. The expresspaiterns of these two Pi
transporters in both extramatricial hyphae expbptime soil andP. pinasterectomycorrhizae
established their roles in the uptake of Pi frora #xternal environmerdnd also in the
improvement of the P status of the host plant.

Mycorrhizal fungi are thought to be able to reke&s from organic P (Po) fractions by
secreting AcPases in the external medium (Smithe&®R 2008). AcPases form a key group
of enzymes that catalyses the hydrolysis of a watéety of phosphate esters to release Pi in
the acidic environment. The aptitude of ectomydaahfungal to release high amount of
AcPases have been tested in pure culture (Antdbue, 1983; Tibbettet al, 1998) or in
association with a host plant (Chenal, 2002; Taniguchet al, 2008). Some experiments
reported the efficiency of ectomycorrhizal fungigohance the plant P nutrition through the
using of discrete organic P sources added intediigPerez-Moreno & Read, 2000; Tibbett
& Sanders, 2002). Such findings highlight the kele mplayed by the fungal AcPases in the
improvement of plant P nutrition through the mybaral association. In the other hand, it is
obvious that the regulation of synthesis of enzyaogvity would allow the fungus to cope
with changes in soil P concentrations. However,ttdecular mechanisms of regulation of
fungal AcPase genes are poorly understood becaase ahthese genes are still unknown.
Recently, we identified a complete cDNA sequendePRhoA encoding a secreted AcPase
from the ectomycorrhizal fungus. cylindrosporum(Loucheet al, 2009a). Our first results
performed on mycelium grown in pure culture shoveed over-expression dficPhoAin
response to Pi-starvation indicating a possible ial the uptake of Pi from the external
medium when the Pi concentration is limiting (Loeckt al, 2009b). However, the
expression patterns éfcPhoAfrom H. cylindrosporumassociated with a host plant in soils
with different Pi availabilities are still lacking.

The objective of this work was to study the effetH. cylindrosporunon P nutrition
of youngPinus pinasterseedlings under different P availabilities. Weempted to evaluate
the molecular mechanisms which could be involvedhie improvement of P nutrition of
plants by following the expression of two Pi tramdprs genesHcPT1 and HcPTRand one
secreted AcPase gendcfPhoA in P. pinasterectomycorrhizae. Because this fungal species
display low competence to secrete organic acidearexternal medium (Arvieet al, 2003;
Casarinet al, 2004), we hypothesize that regulation of AcPaseegexpression must be
essential for the uptake of Pi from soil Po fractand subsequently for the enhancement of

plant P nutrition in P impoverished soils. The stiids been performed on mycorrhizal and
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non mycorrhizaP. pinasteryoung seedlings grown for three months in rhiz&sosontaining
a thin layer of acidic podzol soil with contrastédand Po concentrations collected in a 15
year-oldP. pinasterforest whereH. cylindrosporumis naturally present. Our results provide
new insights into the potential role played by As#s from ectomycorrhizal fungi in

improving the P nutrition of the host plant espkgia soils with low Pi availability.

2. Materiel and Methods

2.1. Fungal culture

A dikaryotic strain (D2) of the ectomycorrhizal iemyceteH. cylindrosporunRomagnesi,
resulting from the plasmogamy of two compatible b&aryotic strains (h1 and h7) (Debaud
& Gay, 1987) was used. Fungal stock cultures wesevg in Petri dishes at 24°C in the dark
without shaking, on solid standard medium (agarg 1% (pH 5.5) containing KN@(6 mM),
NaH,PO, (3 mM), MgSQ 7H,O (1 mM), KCI (4 mM), CaCGl(0.5 mM), ferric citrate 1%,
thiamine HCI (0.3 pM), Morizet & Mingeau (1996) minwutrients solution (0.2 mI*) and
glucose (5 g).

2.2. Soil collection

Soil samples used in this study were sandy podzmlscted in three different plots of a 15
year-old Pinus pinasterforest stand in Pierroton, south-west of Francee @lot was
unfertilized (control) and two plots were eithertilezed with complete fertilizers (NPK) or
with phosphorus (P) only. Frequency and forms diligers applied in soil are summarized
in Bakkeret al. (2009). Soil cores (8 x 15 cm) were taken in auti#@08 and were sieved <

2 mm. Soils were stored at 4°C prior to be usethiroboxes.

2.3. Seed germination and plant culture conditions

Seeds of maritime pineP{nus pinasterSoland. in Ait., from Medoc, Landes-Score-VG
source, France) were surface sterilized with 30%rdgen peroxide (w/w) for 30 min then
rinsed several times with sterile water. Seeds werd soaked in sterile water and conserved
at 4°C during 48 hrs for stratification. Seeds wairedried, carefully placed in Petri dishes
containing water agar gel (14 ¢ land glucose (2 ¢*), and conserved at 24°C in the dark for
germination. Germinated seeds were then transfemreglass tubes (Plassaed al, 1994)
sterilised twice (120°C, 20 min) containing 10 rhlaocomplete nutrient solution (Ca (M@
0.3 mM; KNG; 0.4 mM; KH,PO, 0.4 mM; MgSQ 1 mM; KCI 0.2 mM; sequestrene 16.6 mg
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It micronutrients 0.2 ml™ (Morizet & Mingeau, 1996); thiamine-HCI 100 ug;|pH
adjusted at 5.5). Mycorrhizal symbiosis was perfdnunder sterile conditions in test tubes
by placing actively growing mycelia (agar plugsdidmeter 8 mm taken from a 1 month-old
fungal stock culture) close to the roots of maréipine seedlings. Seedlings were allowed to
growth in a growth chamber for two months and tbmglete nutrient solution was renewed
every week under sterile conditions.

Mycorrhizal and non mycorrhizal seedlings were tngansferred in rhizoboxes
(Casarinet al, 2004) containing three different soil samplesic¢evautoclaved, 20 min at
120°C) with different fertiliser regime8&riefly, the rhizobox consisted of two Perspex @sat
(20 x 10 cm) separated by 3 mm PVC spacers. Theespanade it possible to establish a 3
mm-thick layer of soil, using 70 g of fresh soilftér the installation of soil in the first
Perspex plate, a sterile piece (7 x 10 cm) of dliése paper sheet wrapped in a nylon cloth
was placed at the bottom of the soil layer. Thisestwas in contact with a water reservoir to
ensure water supply to the soil and plant. Thelsegtbot system was gently spread onto the
soil layer and the system was closed with the séerspex plate, clamps and sticky tape.
Rhizoboxes were then arranged in a container aantaidistilled water and plants were
grown for 3 months in a growth chamber with regsiapply of distilled water. For each type
of soil (Control, NPK and P) six mycorrhizal anc sion mycorrhizal plants were grown.
Growth conditions were similar in test tubes antahoxes: 16/8 hrs light/dark cycle at
25/18°C, 70% of relative humidity, G@oncentration o€. 350 mni I'* and a PAR oft. 400
umol m? s* (400-700 nm).

2.4. Plant and soil harvest

At the end of culture, rhizoboxes were gently distteal. Each root system was examined
under binocular microscope to pick up mycorrhizald anon mycorrhizal root tips for
measuring AcPase activity. Similarly, several ectoonrhizae uniformly taken from the
whole root system of each plant were pooled andediately frozen in liquid nitrogen and
conserved at -80°C for transcript analysis. The sgystem was next carefully pulled out from
the soil layer. Soil attached to (rhizosphere saild away from roots (bulk soil) was
separated, weighed, and freeze-dried. The roo¢rsystas rinsed with distilled water, quickly
dried between absorbent paper sheets and thevwéenseparated into roots and shoot (stem
and needles). Each root system was scanned angsemalith the WinRHIZOY 2005b
software (Regent Instruments Inc., Canada). Thghtef fresh and freeze-dried roots and

shoots was recorded prior to analysis.
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2.5. AcPase activity

AcPase activity (Tabatabai, 1982) of ten mycorrh&ad non mycorrhizal root tips collected
from each plant seedlings was estimated separ&abth root tip was incubated for 30 min at
30°C in 200 pl of sodium acetate buffer 0.1 M (pH)5containing 10 mM ofpara
nitrophenylphosphateplPP) as substrate. A blank sample was prepareddch plant by
incubating one root tip in 200 ul of distilled wat&he enzyme reaction was stopped by
adding 1 ml of NaOH 0.5 M and tlpara-nitrophenolate @NP) produced was determined by
colorimetry at 410 nm. After incubation each rom was placed in one microplate well
containing distilled water and was then scannedPase activity was calculated in nmoles of
pNP produced minh cni? of fresh root tip surface. The surface of eactt tipowas obtained
by image analysis with the WinRHIZ 2005b software.

2.6. Plant and soil analysis

Extractions of labile P were carried out on botHkband rhizosphere freeze-dried soils
according to the method of Olsehal. (1954). Plant available fraction of P was extradigd
shaking 0.3 g of sieved soil for 30 min in 6 ml NGaHCQ; (0.5 M, pH 5.0) at room
temperature. Each bicarbonate soil extracts wasvall to settle for few minutes and the
supernatant was centrifuged (10 min, 13, 000 g)alguot fraction of each bicarbonate soill
extract was diluted with distilled water (1/6, v/\a@nd acidified with HCI 12 N (1/600, v/v)
over the night at 4°C to precipitate humic mateféiheralization was carried out in acidified
soil extracts with HCI 12N (1/1, v/v) at 110°C fb6 hrs (Aliet al, 2009). Phosphate was
measure before (Pi) and after (total P, Pt) minexbn of bicarbonate soil extracts using the
malachite green method as described by Ohno &ski#h{1991).

Total P concentration was measured in each frdeed-roots and shoot. Plant roots
and shoot material was finely ground and 25 mgpofs or shoot dry matter was mineralised
in Pyrex glass tube under chemical fume hood uBibgml| of HSO, (36 N) for 10 min at
150°C, and for 30 min at 330°C (McDonald, 1978aitube mineralization block. If solution
was not transparent, tubes were removed and alldéavedol down and 0.1 ml of J@, was
added till the solution became transparent. A bisaukple containing only 0.5 ml of, 80O,
(36 N) was achieved for each tube mineralizatioockl Each mineralised extracts was
diluted (1/20, v/v) with distilled water and P cemtration was assayed according to Ohno &
Zilbiske method (1991).
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Estimation of mycorrhizal colonisation iR. pinasterroots was determined using
chitin assay according to Vignaet al. (1986) method. Twenty mg of root dry matter was
hydrolysed in 2 ml of HCI 6N for 3hrs at room temgttere, and 16 hrs at 80°C. The released
glucosamine was next assayed by colorimetric metlidnon et al. 1986) using
glucosamine-HCI (C9752, http://sigmaaldrich.com)stendard (0-30 pg ). Since amino
sugars contained in root tissues of the host piat be taken into account in the assay of
glucosamine, the absorbance due to fungal glucosamias calculated as the difference
between the absorbance assayed in mycorrhizal rowmiss the absorbance assayed in non

mycorrhizal root. Fungal glucosamine was expregseag g* of dry root.

2.7. Total RNA extraction fror®. pinasterectomycorrhizae

Total RNA was extracted from ectomycorrhizae byngset modified method of Kiefeat al.
(2000) improving the quantity of functional RNA extted (data not shown). One total RNA
extraction was performed for each mycorrhizal pl&rbund 20 mg of ectomycorrhiza were
grinded in a lysing matrice A (116910, MP Biomedicdnttp://www.mpbio.com) containing
0.5 ml of extraction buffer (100 mM Tris—HCI, pHO07.25 mM EDTA, pH 7.0, 2% CTAB,;
2% PVP; 2.5 M NaCl; 0.5 g*lspermidine; 2%8-mercaptoethanol). Sample was grinded 40
sec by using the FastPfep4 instrument (MP Biomedicals). After grinding,28. ml of
chloroform: isoamyl alcohol (Cl) (24:1) and 0.05 ofl Nucleod™ PhytoPur& Genomic
DNA extraction resin (RPN8510, GE Healthcare, Witpvw.gehealthcare.com) were added
and the sample was incubated for 10 min at roonpéeature by shaking every 2 min. It was
next centrifuged (16,000 g, 5 min, 4°C) and the enpphase was transferred to a new
eppendorf tube. 0.2 ml of Cl was added and it wafl{ shacked and centrifuged (16,000 g,
5 min, 4°C). The upper phase was transferred agaamew eppendorf tube, incubated for 15
min at -20°C in 1 ml of isopropanol and centrifudéé,000 g, 20 min, 4°C). The pellet was
washed with 0.5 ml of ethanol 70%, centrifuged QD6, g, 5 min, 4°C) and air-dried. It was
next dissolved in 50 ul of ultrapure water. RNA centration was measured at 260 nm and

extractions were kept at -80°C until real-time P&fReriments.

2.8. Transcript analysis éfcPT1 HcPT2andHcPhoAgenes

Reverse transcription using poly(dT) as the primeas performed according to the
manufacturer’'s instructions using Verso reversasiaptase (AB-1453/B, ThermoFisher

Scientific, http://www.thermofisher.com) on 50 nftotal RNA extracts in 10 pl of final
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volume. One reverse transcription reaction was nmiadeeach RNA extraction. Before
performing real-time PCR, cDNAs from ectomycorrhiraots were checked with classic
PCR for the detection of the reference geheylindrosporunu-tubuline HcTuly GenBank
accession number  CK993737). Taq polymerase  (18@83-0 Invitrogen,
http://www.invitrogen.com) was used for PCR ampafion (40 cycles) of 1 ul of the reverse
transcriptase product using the primer pair Hc-Tkehd He-Tub2L (Baillyet al, 2007).
Real-time PCR reactions were performed using th&¥96FM Real-Time System (Bio-Rad,
http://www.bio-rad.com) in a 10 ul final volume ¢aming 1 pul of reverse transcription
product, 0.6 pl of each primer (0.15 uM), 2.8 uhaiter, and 5 pl of PCR mix containing a
Taq DNA polymerase and SYBR Green (AbsoltlteQPCR SYBR Green ROX mix;
ABgene). The same PCR program was used for thegeoes (15 min of enzyme activation
at 95°C, followed by 45 cycles of 95°C for 15 s&@;C for 15 sec, 72°C for 35 sec). PCR
reactions without cDNA were used as negative cémtibhe specificity of the amplification
of each PCR reaction was controlled by studyingniedting curve of the PCR product given
from the Bio-Rad CFX Manager software. Sequencegwiaiers used for real-time PCR and
values of PCR efficiency are indicated in Louatteal. (2009b). Relative gene expression
levels were obtained by using thaC; method as described by Wingral (1999). TheAC;
was calculated as the threshold cyclg ¢ the target geneHcPTL1 HcPT2 HcPhoA minus
the threshold cycle of the reference gemeTub. The relative gene expression was
normalized to control treatment. The mainv@lue forHcTubwas 28.7+ 1.7. Each value of

relative gene expression was the mean of 6 bickbgapetitions.

2.9. Statistical analyses

All results given are means obtained for 6 planith wtandard deviations. Means of the
different soil P fractions, weight and P concembrag of roots and shoot, root lengths, total P,
root P uptake efficiency, AcPase activities andcgiamine concentrations were compared
using t-test in order to evaluate significant diéiece between mycorrhizal and non
mycorrhizal plants for each soil treatment. Anaysf variance was also performed to study
the effect of soil Pi availability on AcPase adlyyiglucosamine concentration and transcript
level of each gene. Means were compared using $égsificant difference of Fisher model

(P< 0.05) and different letters indicated significaifference. All data were analysed using

Statistica software package (Statistica 8, StateoftTulsa OK, USA).
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3. Results

3.1. Analysis of soil P fractions

Concentrations of bicarbonate extractable Pi wegstematically higher than those of organic
P in bulk or rhizosphere soil whatever the planther soil sample (Table 1). The annually
fertilized soils (NPK, P) showed significantly h&ghconcentrations of each P fraction
compared to control soil. Bicarbonate Pi was sigaiftly depleted in the rhizosphere soil of
all soil treatments compared to bulk soil. Howevehnjzosphere soil samples from

mycorrhizal plants grown in fertilized soils (NPR) contained higher Pi concentrations than
those measured in control plants. Although the ebotrations of Po were lower in

rhizosphere soil samples than in bulk soil, therelgge was never significant. Also, no
significant differences between Po concentratiorsasured in bulk or rhizosphere soils
occurred between mycorrhizal and non mycorrhzapinasterseedlings grown in each soil

types.

Table 1.Concentrations of inorganic and organic P extrabtieNaHCQ from bulk (B) or rhizosphere (R)
soils collected in rhizoboxes containifg pinasterplants grown for 3 months in different soil sansple
Soil samples were a sandy podzol collected in tdifferent plots of a 15 year-old maritime pinedst
stand in Pierroton, south-west of France. One ks unfertilized (control) and two plots were fieréd
either with complete fertilizers (NPK) or with phpderus (P). Measurements of P concentrations were
achieved on freeze-dried soils. Values are mean8 fitants) with standard deviation between brackets
Different letters show significant difference ofcBncentrations between soil samples according © LS
Fisher model < 0.05). t-test was used to show significant défere between bulk and rhizosphere soils
for P-inorganic and P-organic fractions.

Soil Plant P-inorganic P-organic

samplé treatment (mg.kg™ of dwt soil) (mg.kg™ of dwt soil)
B R t-test (P) B R t-test (P)
Control NM 95(1.7) 4.8(0.8 <0001 25(19 2413 0.946
M 8.3(1.4) 5714 <001 35(.8) 319 0.831
NPK NM 59.4(6.0) 38.8(6.0) <0.001 22.6(56) 16.4(5.9) 0.134
M 60.0°(4.3) 43.5(1.6) <0.001 18.8(2.1) 15.8(4.8) 0.239
P NM 36.4(3.4) 27.06(42) <0.01 186(6.6) 127(5.4) 0.179
M 40.7(5.3) 339(3.6) <0.05 17.%(8.9) 16.8(3.3) 0.849

®Control: no fertilizer added; NPK: complete fertiltion at a mean rate (in kg'hgeaf") for 1998-2005 of
84 N, 32 P, 56 K, 22 Ca, 7 Mg, 1.3 B, 2.9 Cu, 24 &mhd 0.6 Zn; P: fertilization P only at a meare riat
1998-2005 of 32 kg P Hayear* (Bakkeret al, 2009).
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3.2. Biomass and root length analyses

The plant analysis showed that root biomass of mlgczal plants was increased of 66% in
control treatment (Table 2). Despite of high roainbass in mycorrhizal plants, root length
did not vary significantly compared to non mycozdii plants. In NPK treatment, the
association of plants withl. cylindrosporumdecreased significantly biomass of shoots and
root length. Nevertheless the root biomass didvaog significantly between mycorrhizal and
non mycorrhizal plants. In P fertilised soils, ttiéference between plant biomass and root
length were not significant with and without then@ial association. Analysis of variande<(
0.05) showed that non mycorrhizal plants of NPktimeent accumulated more root and shoot
biomass than those of control and P treatmentsiridnease in biomass of mycorrhizal plants
was not significantly different in NPK treatmentngpared to P treatment. The maximum root

length was observed in non mycorrhizal plants oKNifeatment.

Table 2. Biomass accumulation and root length per plantsweas fromP. pinasterplants grown for 3
month in rhizoboxes containing soil samples witfiedént fertilisation regimes. Maritime pine seed
were first grown for 2 months in test tubes in pre® or not of the ectomycorrhizal funghls
cylindrosporum Mycorrhizal (M) and non mycorrhizal (NM) maritimpine seedlings, were next
transferred in rhizoboxes for 3 months containioily samples (see Table 1 for details). Values aeama

of 6 plants with standard deviation between brackanalyse of variance was performed and different
letters show significant difference between treatimi@ccording to LSD Fisher mod&<( 0.05). t-test was
used to compare the biomass and root length of mtyizal and non mycorrhizal plants in each soil.

Soil Plant
sample  treatment Biomass Root length
(g dwt plant?) (cm plant?)
Root Shoot
Control NM 0.35(0.03) 0.28(0.05) 634° (144.2)
M 0.58 (0.2) 0.23(0.04) 605 (72.3)
t-test (P) <0.05 0.139 0.639
NPK NM 0.57°(0.13) 0.51(0.16) 820 (132.5)
M 0.43°(0.15) 0.34(0.08) 516°(115.7)
t-test (P) 0.293 <0.05 <0.01
P NM 0.36 (0.1) 0.36(0.12) 644° (172.7)
M 0.45"¢(0.06) 0.38(0.05) 492(80.1)
t-test (P) 0.111 0.967 0.079
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3.3. Effect of fungal association on plant P nignitand net P-accumulation

The plant analysis showed that concentration ofnPshoot of mycorrhizal plants was
increased of 46% in control treatment (Table 3)NIRK and P treatments, association of
plants withH. cylindrosporumdecreased significantly P concentration in rootse $hoot P
concentration of mycorrhizal plants increased d¥%38mpared to that of non mycorrhizal
plants in NPK soil. In addition, plant analysis iceted that P concentrations in roots of
mycorrhizal and non mycorrhizal plants grown in tifeed soils (NPK, P) were

systematically higher than those of plants groweoantrol treatment.

Table 3.P concentrations in roots and shoots, total Praoduptake efficiency per plant measured fiem
pinaster plants grown for 3 month in rhizoboxes containisgjl samples with different fertilisation
regimes. Maritime pine seedlings were first growen 2 months in test tubes in presence or not of the
ectomycorrhizal fungudd. cylindrosporum Mycorrhizal (M) or non mycorrhizal (NM) maritimpine
seedlings, were next transferred in rhizoboxes3famonths containing soil samples (see Table 1 for
details). Values are means of 6 plants with stahdawiation between brackets. Analyse of varianas w
performed and different letters show significarffedlence between treatments according to LSD Fisher
model P< 0.05). t-test was used to compare the P condiemisa total P and root uptake efficiency of
mycorrhizal and non mycorrhizal plants in each.soll

Soil Plant , Root P uptake
sample treatment P concentrations TotalP efficiency
1
(mg g* dwt) (mg plant™) (g Iz:g:?h)rom
Root Shoot
Control NM 1.04 (0.09) 1.28(0.13) 0.68(0.06) 1.07(0.24)
M 0.89' (0.24) 1.8%°(0.31) 1.02(0.1) 1,7 (0.16)
t-test (P) 0.184 <0.01 <0.001 <0.001
NPK NM 2.07(0.21) 1.99(0.52) 2.04(0.56) 2.49(0.69)
M 1.66* (0.22) 2.65(0.35) 1.57(0.30) 3.08(0.31)
t-test (P) <0.01 <0.05 0.098 0.088
P NM 1.78 (0.31) 2.38(0.69) 1.8°(0.17) 2.0 (0.59)
M 1.43 (0.18) 2.21(0.68)  1.25(0.27) 2.62°(0.37)
t-test (P) <0.05 0.67 0.958 0.111
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Root P uptake efficiency, defined as the ratio leetwthe total amount of P in plant (ug) and
the root length (cm), indicated that mycorrhizedngs absorbed more efficiently P than non
mycorrhizal plants whatever the soil treatment (€aB). Indeed, values of P uptake for
mycorrhizal root systems were 59, 24 and 30% higfi@n non mycorrhizal roots systems in
control, NPK and P treatments, respectively. Howetlese increases were not significant in
fertilised soils (Table 3).

The mycorrhizal plants grown in control soil treant for 3 months in rhizoboxes
showed 97% and 140% higher net P accumulationatsrand shoot respectively compared
to non mycorrhizal plants (Figure 1). In contrast,fertilized soils (NPK, P) the net P
accumulation was systematically higher both in soahd shoot of non mycorrhizal plant
compared to mycorrhizal plants. However, the sigaift difference of net P accumulation
(94 %) was only observed in roots of NPK treatm@ulditionally, the net P accumulation in
roots and shoot of non mycorrhizal plants in NPH s@s significantly higher compared to
seedlings in P and control soils.
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Figure 1. Net accumulation of P in root (a) and shoot (bhoh mycorrhizal (NM) oH. cylindrosporum
mycorrhizal (M) P. pinasterseedlings grown for 3 months in rhizoboxes coitgirsoil samples with
different fertilisation regime (see Table 1 foralks). Values are mean + standard deviation ofafsl
Means of net P-accumulation in roots and shootyafamhizal and non mycorrhizal plants were compared
for each soil by using t-test. Asterisks denotaificant difference (*=P < 0.05, *=P < 0.01).

3.4. Effects of soil P availabilities on fungal friass and AcPase activity
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The fungal biomass estimated by assaying glucosaiminmycorrhizal plants showed 56%
and 32% increase in NPK treatment with respectaimrol and P treatments respectively
(Figure 2). In contrast, values of glucosamine weesignificantly different between control
and P mycorrhizal plants. AcPase activities sedrdtem mycorrhizal root tips were
systematically higher than those of non mycorrhizabt tips whatever the soil Pi
availabilities (Figure 3). Like fungal biomass, Aase activity secreted by ectomycorrhizae
collected fromP. pinasterseedlings grown in NPK soil was significantly hegl{90% and 85
%, respectively) in comparison to mycorrhizal ptagtown in control and P soils. However,
the phosphatase activity of non mycorrhizal rogis tdid not vary among different soil
treatments.
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Figure 2. Assays ofH. cylindrosporumglucosamine in roots d?. pinasterplants grown for 3 months in
rhizoboxes containing different soils with diffetefertiliser regimes. Values are means * standard
deviation of 6 plants. Analyse of variance was usedompare the concentration of glucosamine betwee
each soil and significant difference was shown iffei@nt letters (LSD FisheB< 0.05).
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Figure 3. Acid phosphatase activity secreted from non mygpat (NM) and mycorrhizal (MP. pinaster
root tips with H. cylindrosporum Ectomycorrhizae were collected from young seegligrown for 3
months in rhizoboxes containing soil samples wiffecknt fertilisation regimes (see Table 1 foraiks).
Values are means + standard deviation of 6 plalfisrgot tips collected from each plant). Analyse of
variance was performed and different letters shigwificant difference between soil treatments adowg

to LSD Fisher modelR< 0.05).

3.5. Expression pattern bicPT1, HcPT2andHcPhoAin ectomycorrhizal root tips

AcPase geneHcPhoA in ectomycorrhizal root tips d?. pinasteryoung seedlings grown for
3 months in rhizoboxes was expressed 12 and 3 timoes in control and P soils respectively
as compared to NPK soil (Figure 4). Moreover thpression level was 4 folds higher in
ectomycorrhizal root tips of control soil than tlwdtP soil. Similarly, the transcript level of
HcPT1Pi transporter in ectomycorrhizal root tips wasrenthan 30 times higher compared to
ectomycorrhizal root tips of NPK and P treatmenisvertheless, transcripts bBicPT1 were
nearly not detectable in NPK soil. Contrarily HzPhoA and HcPT1 genes, the transcript
level of HCPT2 did not vary significantly in response to low anigh soil Pi availabilities.
However, the transcripts dicPT2 were detected under all soil P availability colwdis

analysed and remained very close to that of trexeate gene.
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Figure 4. Expression ofHcPT1, HcPT2 and HcPhoAin ectomycorrhizalP. pinasterroot tips withH.
cylindrosporum Real-time RT-PCR analysis ¢1cPT1 (open bars)HcPT2 (grey bars) andHcPhoA
(closed bars) was performed on ectomycorrhizal tipst of P. pinasterplants grown for 3 months in
rhizoboxes containing low (control) or high (NPK), Pi availabilities. The transcript level of eacéng
was first normalized againklcTuly and then expressed relative to the condition thighlowest expression
(indicated by an arrow). Values are mean = SDxpknts and bars with different letters are sigatifitly
different atP<0.05 (Fisher LSD test).

4. Discussion

The effects of mycorrhizal symbiosis on growth paggers and P nutrition d?. pinaster
young seedlings varied as a function of the saW&ilability levels. Root biomass and shoot
P concentrations of plants were greatly promoted thy presence of the fungus.
cylindrosporumunder low Pi availability conditions (Tables 2, Ihe positive effect of the
ectomycorrhizal symbiosis on plant P nutrition basen reported for numerous fungal species
such asPaxillus involutus(Perez-Moreno & Read, 2000; Jentschdteal, 2001) orH.
syrjense(Tibbett & Sanders, 2002). We observed that despisignificant increase of root
biomass in presence of the fungal partner, the leagth of mycorrhizal plants was quite
similar to that of non mycorrhizal plants in contsoil. Such event could be explained by an
increase of fine root diameter as demonstrated dys&eawet al. (1994) for Pinus taeda
seedlings associated wikh tinctoriusor Cenococcum geophilurilevertheless, in soils with
high Pi availability, mycorrhizal association colldve negative effects on biomass and plant
P nutrition. In NPK soil, shoot biomass, root P @amtrations and root length of mycorrhizal

Chapitre 5 137



plants were decreased compared to non mycorrhizats (Tables 2, 3). These negative
effects could be explained by the carbon cost tiegulfrom the maintenance of the
mycorrhizal pathway (Conjeaudt al, 1996). Schroeder & Janos (2004) proposed that
negative effects of mycorrhizae growth will occuhem the benefits of increased nutrient
uptake do not exceed the carbon cost of the asswcia

Analysis of net P-accumulation indicated that fdaassociated to the fungus absorbed
P with greater efficiency compared to non mycorhilants under low soil Pi availability
(Figure 1). This beneficial effect could be attidl to the fact that extramatricial hyphae
increased the capability of the host plant to esglo larger volume of soil than roots alone
and to uptake P from a greater surface area. keeaggnt with this proposal, we calculated
that the uptake of P from mycorrhizal root systemas systematically higher than that of non
mycorrhizal systems highlighting the contributioihtiee fungus to the host plant P nutrition
(Table 3). The effectiveness of the extramatribighae in scavenging the soil for mineral P
has been demonstrated for several mycorrhizal epgBlousseaet al, 1994; Ekblacet al,
1995; Anderssoret al, 1996; Tibbett & Sanders, 2002). Torres Aquino &sBard (2004)
studied the dynamics &i. cylindrosporummycelial growth and P transfer to tRe pinaster
seedlings in response to low and high soil Pi abdity. These authors showed a strong
correlation between the amount of P accumulatechynorrhizal plants and the soil surface
covered by the fungus. They estimated the netriafiea from the fungus to the plant at 0.36
and 0.66 pmol of P per émof mycelium in low and high soil Pi availabilityespectively.
Our analysis of bicarbonate Pi concentrations ik Boils showed no significant difference
between mycorrhizal and non mycorrhizal plants (@dl) suggesting that other mechanisms
would support the positive effect of mycorrhizalmgyosis on plant P nutrition observed
particularly in control soil.

The enhancement of plant P nutrition, especiaflycontrol soil; could be also
explained by the aptitude of fungal AcPases toease the bioavailability of P in the vicinity
of mycorrhizal roots. The analysis of NaHgE@xtractable P fractions showed that
concentrations of Pi in rhizosphere soil of mycmahplants were systematically higher than
that of non mycorrhizal plants (Table 1). This emded Pi availability in the rhizosphere of
mycorrhizal plants may be due to the intensiveetemr of H. cylindrosporumAcPases into
the solil solution releasing Pi from the hydrolysfssoil Po. Indeed, our results indicated that
phosphatase activities of mycorrhizal root tips evergnificantly higher than that of non
mycorrhizal root tips whatever the level of soil ®iailability (Figure 3). In addition, the

effectiveness of the differertl. cylindrosporumAcPases secreted under Pi-starvation to
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release Pi from Po extracted with NaHC@bm similar sandy soils have been investigated
(Loucheet al, 2009c). We presented that up to 11% of the & CG;-extactable Po was
hydrolysed by AcPases and this value can reach d%éb soil autoclaving. However, we
noticed that NaHC@extractable Po concentration measured in soil wih mycorrhizal
plants was not significantly different from that asered in soil with mycorrhizal plants
(Table 1). We propose that the Po fraction fromalhhe fungus may improve the plant P
nutrition, especially in control soil, is certaintjifferent from that extracted by sodium
bicarbonate in this soil type. Binemann (2008) dathd that the efficiency of AcPases to
hydrolyse Po fraction extracted from a same sail ¢ary as a function of the extraction
method used.

The estimation of fungal biomass by assaying glaotne in root system indicated
that plants grown in NPK soil contained more biosnagH. cylindrosporunthan the plants
grown in P and control soils (Figure 2). This résid consistent with our personal
observations showing that extramatricial hyphae acwmycorrhizae (white colour) were
more visible and numerous in soils with completailfeation (NPK). Likewise, this result
agrees with Aliet al. (2009) who demonstrated high concentrations adstegol in sandy soil
with complete fertilisation regime and with Bakkedral. (2009) who reported significantly
more fungal hyphae in P fertilised plots than irfeutilised plots in maritime pine forest.
However, total glucosamine of plants grown in cohsoil was not significantly different
from plants grown in P soil. This is in contrastiwseveral authors who demonstrated the
negative effect of P availability on fungal bioma$%ampolinaet al, 2002; Aquino &
Plassard, 2004). Visual observations indicated #zadmycorrhizal roots were completely
ensheathed by the symbiotic fungal mycelium sugggdhat most of the P taken up in
ectomycorrhizal plants should be transferred to test plant through the mycorrhizal
pathway (Smittet al, 2003).

Molecular studies showed thdtPT1expression was strongly enhance®irpinaster
ectomycorrhizae growing in soil with low Pi avaiilgtly (control) compared to those growing
in soils with high Pi availability (NPK, P) (Figu#®. Such an enhancement of expression of a
Pi transporter gene in response to low Pi avaitgbittas found in the extramatricial hyphae
of the endomycorrhizal fungblomus intraradice{Maldonado-Mendozat al, 2001) and
Glomus mossaéBenedettceet al, 2005). Contrarily tdHcPT1, transcript level oHcPT2did
not vary much under all soil Pi availabilities aysad. In addition to our results, Tagt al.
(2009) showed that transcript levelld€PT1was also increased k. cylindrosporumhyphae
exploring soil with low Pi availability (3 mg of Rig dwt soil) compared to those exploring
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soil with high Pi availability (50 mg of Pi kgdwt soil). Taken as a whole, there is a strong
evidence that HcPT1 could be mainly involved in tipgake of Pi from the external medium
under low Pi conditions. The expression patterraioletd forHcPT2in ectomycorrhizaP.
pinasterroot tips indicates that HCPT2 may mediate Pi kgtaom external medium when
the Pi concentration is not limited, especiallyNiPK soil where no transcripts ¢icPT1
could be detected in ectomycorrhizal tips. Howetkreylindrosporummay express other Pi
transporter genes as the genome of another ectornigad funguslLaccaria bicolorhas five
predicted polypeptides putatively coding for':Pi transporters (http://www.jgi.doe.gov/;
Martin et al., 2008) that were highly homologou#itdPT1(2 genes) oHcPT2(3 genes).

Real-time RT-PCR results showed also that expressiHcPhoAgene was increased
in ectomycorrhizaP. pinasterroot tips growing in control soil (Figure 4). Te&pression of
HcPhoA in ectomycorrhizae, especially in control soil,pgarts the hypothesis that the
corresponding AcPAse may improve the hydrolysisaf organic compounds and the supply
of Pi to the ectomycorrhizal plant. Some studigmored the effectiveness of the vegetative
mycelium of mycorrhizal fungi to assimilate Pi frotime hydrolysis of Po forms (Koide &
Kabir, 2000; Perez-Moreno & Read, 2000; Tibbett &n&ers, 2002).For example, Perez-
Moreno & Read (2001) demonstrated that 29% N artd PSwere transferred to the whole
plants ofBetula pendulain symbiosis with the ectomycorrhizal fungBsxillus involutus
after 115 days of growth with pollen as the solarse of P nutrients. The contribution of
fungal AcPases in improved plant P nutrition waggasted by these authors but was never
demonstrated by a molecular approach.

AcPase activity secreted by ectomycorrhizae frdants grown in NPK soil was
significantly higher compared to ectomycorrhizagnirplants grown in control and P soils.
This result is in disagreement with the enhanceraEHtPhoAexpression in control soil. We
propose that AcPase isoforms secreted in soil isolutnder low Pi concentration might be
different from those secreted under high Pi come#ionh. In agreement with our results,
several studies have reported the abilityHof cylindrosporummycelium grown in liquid
medium to secrete several AcPase isoforms in regpdo different Pi availabilities
(Deransaret al, 1990; Leprince & Quiquampoix, 1996; Louatteal, 2009c).

5. Conclusion

To summarize, the present work gives new data enbineficial effect of mycorrhizal

association on plant P nutrition and also on thdemuar mechanisms underlying this
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positive effect. In soils with high Pi availabiljtyH. cylindrosporumassociation had no
evident beneficial effect on plant growth or P riign but the high colonisation of root
system by symbiotic fungal mycelium meant thatraitrients were inevitably transferred to
the host plant through the mycorrhizal pathwaysdil with low Pi availability, however,
mycorrhizal plants accumulated significantly moréd?h in roots and shoot indicating their
greater effectiveness in absorbing P in this Jdils beneficial effect may be attributed to the
extramatricial hyphae increasing the soil surfagplaed by mycorrhizal roots and to the
ability of fungal AcPases to increase the avaiigbdf P in the vicinity of the root. Molecular
study showed thaticPT1andHcPT2were both expressed ih pinasterectomycorrhizae but
differentially regulated as a function of soil Pncentrations. The increase 6fcPT1
expression in control soil suggests its functiontle uptake of Pi under low soil P
availability. In addition, we demonstrated that iesponse to low Pi availabilityd.
cylindrosporumwas able to increase the transcript levelHofPhoA The expression of
HcPhoAgene and the high AcPase activity of ectomycoalhiaot tips may indicate the key
role played by these enzymes in the improvememiaft P nutrition in acidic soil from the

Landes forest ecosystem.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

1. Conclusions générales

Les résultats obtenus au cours de ce travail notigoermis de répondre a notre objectif
principal de thése qui consistait en une meilleeompréhension du réle des phosphatases
acides (AcPases) sécrétées par les champignomayectdiziens dans la mobilisation du P

organique. Les principaux résultats sont resumes da chapitre.

1.1. Caractérisation biochimique des AcPases g ¢taH. cylindrosporum

Une approche biochimique nous a permis de démondrge le champignonH.
cylindrosporum (souche dicaryotique) avait la capacité de sécrghesieurs formes d’
AcPases dans son milieu de culture (Chapitres3).dt'utilisation d’'une résine échangeuse
de cations a conduit a la séparation de quatréidrecd’activité phosphatase, notées P1 a P4
en fonction de leur ordre d’élution. Les AcPasasteoues dans ces fractions possédaient des
caractéristiques catalytigues qui sont communes AaPases fongiques décrites a ce jour
(Yoshidaet al, 1989 ; Bernaret al, 2002) : (i) un pH optimal d’activité acide congpgntre
5-6, (ii) une forte inhibition de l'activité phosgtase par certains composés chimiques tels
que le molybdate et le vanadate, et (iii) une ciépaz hydrolyser une large gamme de
composés phosphorylés artificiels ou naturels (€@reR). En comparaison avec I'’hydrolyse
du para-nitrophénylphosphatepliPP), ces enzymes ont toutes montré une faibleitgcti
phosphodiestérase et une incapacité a hydrolysehnyate suggérant ainsi que ces AcPases

sont des phosphomonoestérases.

1.2. Efficacité des AcPasedH’cylindrosporuma hydrolyser des composés de P organiques

La forte capacité de sécrétion de AcPases en répoie déficience en P suggérait que cette
espéece fongique pouvait étre un bon candidat damsobilisation du P organique dans les
sols forestiers pauvres en P. Nous avons donc&Valticacité de chaque fraction d’activité

phosphatase séparée par chromatographie a hydrdgseomposés de P organique extraits
de sols sableux acides prélevés dans une plant@igoin maritime dans le Sud-Ouest de la
France (Station expérimentale de Pierroton). Cksat été sélectionnés car ils présentaient
des concentrations variables de P organique et Igspéce fongique étudiée y était

naturellement présente en association avec le phitime. Les résultats obtenus ont montré

que les AcPases présentaient des profils d’adiwés contrastés selon que la solution de sol
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était extraite d’'un sol frais ou d’'un méme sol maigoclavé. Jusqu'a 11% du Po extrait au
bicarbonate de sodium était hydrolysé par les Aefdans les sols frais. Toutefois, dans les
sols autoclavés cette valeur était significativehpas élevée pour chaque fraction d’activité
phosphatase et pouvait atteindre 45% apres 1 humeubation (Chapitre 2). Une telle
différence d’activité entre les sols frais et lelssautoclavés pouvait s’expliquer par I'effet du
chauffage sur la libération de nouveaux pools depRis accessibles a I'hydrolyse
enzymatique. En effet des études ont montré qubdeteries et les champignons pouvaient
stocker le P sous formes de polyphosphates etalgppbmonoesters (Binemaeimal, 2008)
libérés dans la solution du sol aprés autoclavagesdls (Anderson & Magdoff, 2005). De
plus, nos résultats ont montré que les sols awéslaontenaient systématiquement des
concentrations en Po supérieures a celles defralsAinsi ces travaux ont suggérées que les
AcPases sécrétées pht. cylindrosporum pouvaient jouer un rdle important dans la
mobilisation du P a partir de I'hydrolyse des cosgm organiques synthétisés par les

microorganismes.

1.3. Identification d’un géne codant une AcPase ¢hecylindrosporumsécrétée en réponse

a la déficience en Pi dans le milieu de culture

Un alignement de plusieurs séquences en acidesarmodant pour des AcPases sécrétées
par divers organismes (Bernaet al, 2002) a été utilisé pour identifier des régions
conserveées parmi ces polypeptides. A partir dares#fs conservées, nous avons dessiné des
amorces dégénérées qui ont ensuite été utilisées gftectuer une amplification sur la
banque d’ADNc préparée a partir des thalles Hlecylindrosporumcultivés dans des
conditions de déficience et de suffisance en P ({illiotte et al, 2004). Cette méthode a
conduit a l'identification d’'une seule séquenceA®Nc de 1164 pb codant pour une AcPase
de 42200 kDa (Chapitre 3). La comparaison avecrégrpmme t-blastx sur la banque de
données SWISS-PROT a montré que cette séquenaniaiésie fortes homologies avec les
AcPases fongiques, dont notamment celles sécrptde champignon saprophy@holiota
namekqo(Tasakiet al, 2006).

L'utilisation d’anticorps polyclonaux dirigés coatdeux séquences polypeptidiques
internes de HcPhoA a permis de démontrer que le B&RPhoA codait bien une AcPase
extracellulaire identifiée dans le milieu de cuttude H. cylindrosporum(Chapitre 3).

Cependant, seule la fraction P1 a été reconnugapdicorps indiquant que le génome lde
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cylindrosporumposséde d’'autres genes codant pour les AcPast=nhaes dans les fractions
P2, P3 et P4.

L’étude de I'expression ddcPhoApar RT-PCR quantitative dans des mycéliums en
culture pure a démontré une forte augmentatioried@ression deHcPhoAen réponse a la
déficience en Pi (Chapitre 4). Le niveau de trapton du géneHcPhoAest resté constant
jusqu'au 5éme jour de culture en milieu -P et arargé significativement (16 fois plus élevé
que dans les conditions contrbles) a partir du 8gue et est resté fortement exprimé au
12éme jour de culture (Chapitre 4). Par contre,sdas mycéliums en croissance sur un
milieu riche en Pi (3 mM), le niveau d’expressiomHtcPhoAn’a pas montré de variations
significatives et resté constant jusqu’'au 12éme pher culture. Parallélement a une forte
augmentation du niveau d’expression lHePhoA nous avons mesuré une augmentation
significative de l'activité phosphatase dans leignilde culture. Ces résultats démontrent que
la régulation de la production de HcPhoA en rép@ndes variations externes en Pi s’effectue
au niveau transcriptionnel (Chapitre 4).

Nous avons également comparé I'expression Hi#hoA avec celle de deux
transporteurs de PHcPT1et HcPT2,identifies cheA. cylindrosporum(Tatry et al, 2009).
Nos résultats ont montré une augmentation rapide’e@ression deHcPT1 dans le
mycélium dés le 2eme jour de culture en milieu E€.niveau d’expression ddcPT1 a
atteint son maximum au 5éme jour (30 fois plus@&lgwe dans les conditions contrdles) puis
a chuté fortement des le 8eme jour (Chapitre Bxression retardéee thePhoApar rapport
a celle deHcPT1suggeére que la sécrétion de HcPhoA n’est paselmipr mécanisme induit
chez H. cylindrosporunen réponse a la déficience en Pi en culture puoeit Tomme
HcPhoA le niveau d’expression décPT2était significativement induit a partir du 8emerjo

de culture en condition —P.

1.4. Effet de la mycorhization sur le préléevemeatRlparPinus pinasteren croissance sur
des sols Landais

L’effet de H. cylindrosporumsur la nutrition P dé°. pinaster a également été évalué en
fonction de la disponibilité en P dans différentsisssableux acides présentant des
concentrations contrastées en P organique. Cesoént de méme type que ceux utilisés
dans le Chapitre 2 pour I'étude de l'efficacité dé@ferentes fractions d’activité phosphatase
a mobiliser du P organique. Ces sols ont été atéslafin d’étudier spécifiquement I'effet

d’H. cylindrosporumnsur le prélevement de P de la plante hote.
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Dans un sol déficient en P (control ; Pi< 10 md.kde sol sec), les plantes
mycorhizées ont prélevé significativement plus degi® les plantes non mycorhizées
(Chapitre 5). En effet, apres 3 mois de culturetepnotron, I'accumulation nette de P (mg
plante’) dans la partie racinaire et la partie aérienne jeines pins était augmentée
respectivement de 97% et 40% dans les plantes iyées comparé aux plantes non
mycorhizées. L'effet bénéfique de la symbiose egtmrhizienne sur le statut P de la plante
dans le sol control s’explique par une meilleuréicatité du champignon a prélever et
mobiliser le P dans ce type de sol. Les résultaggérent que les AcPases sécrétées par le
champignon dans la solution de sol pourraient jomerdle important dans cet effet bénéfique
pour trois raisons. Premiérement, les activitéssphatase des racines mycorhizées étaient
systématiquement plus élevées que celles des sacoremycorhizées. Deuxiemement, nous
avons démontré l'efficacité des AcPases secrétaed.ylindrosporuma mobiliser du Pi a
partir des composées de P organique extraits de solilaires autoclavés (Chapitre 2).
Troisiemement, la concentration en Pi mesurée [ansols rhizosphériques chez les plantes
mycorhizées était systématiquement plus élevée aglie des plantes non mycorhizées
quelque soit le type de sol, indiquant la mobilmasupplémentaire d’'un pool de Pi.

Une analyse par RT-PCR quantitative réalisée ssrattomycorhizes a montré une
augmentation significative de I'expression ldePhoAdans le sol control comparé aux sols
fertilisés (NPK : Pi> 55 mg kg-1; P : Pi > 35 mg'k (Chapitre 5). Le profil d’expression
ainsi obtenu pouHcPhoAdans des ectomycorhizes suggére que cette AcBaseip jouer
un réle important dans I'amélioration de la nubritiP de la plante héte en augmentant la
disponibilité du P au voisinage de la racine.

2. Perspectives
2.1. Analyses biochimigues complémentaires pourhidéP

Les résultats obtenus au cours de ce travail arduwiva l'identification d’un géne codant une
AcPase extracellulaire chez le champignon ectonmyzi@n H. cylindrosporumUne analyse
en Dot Blot a permis d’identifier cette AcPase démsnilieu de culture. Toutefois cette
analyse ne permet pas de répondre a des questipostantes comme I'estimation du poids
moléculaire de la forme excrétée de HcPhoA ou labre d’isoformes de AcPases codé par
le geneHcPhoA La littérature montre que les AcPases sécrétées dlenvironnement
extérieur sont dans la majorité des cas sous fglyoesylées (Yazaket al, 1997 ; Bernard

et al, 2002). Lidentification de 8 sites potentiels #&glycosylation sur la séquence
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polypeptidique prédite de HcPhoA suggere fortenogma cette enzyme pourrait étre sécrétée
sous une forme glycosylée. Afin de valider cettpdtlgése nous proposons d’effectuer une
analyse en Western blot avec I'anticorps anti-H&Pbkor la fraction P1 incubée ou non avec
une enzyme de déglycosylation. Cette expérimemigigrmettrait tout d’abord (i) d’estimer
le poids moléculaire apparent de HcPhoA, (ii) defieé si HCPhoA est sécrétée sous une
forme glycosylée, et (iii) d’évaluer le nombre disrmes codés par le gene correspondant.

2.2. ldentification des genes codant pour dautsPases chez le champignon

ectomycorhizierH. cylindrosporum

L'utilisation d’anticorps polyclonaux dirigés coatrdeux séquences polypeptidiques de
HcPhoA a permis de démontrer que le génonik dylindrosporumposséde d’autres genes
codant les AcPases contenues dans les fraction®32f P4. Plusieurs résultats tendent a
démontrer limportance de ces enzymes dans la matidn du Pi dans les sols.
Premierement, chacune des fractions a montré ute dfficacité a libérer du Pi a partir de
composés organiques extrait de sols autoclavép{tq). Deuxiemement, la comparaison
des profils chromatographiques obtenus pour desélmyas cultivés en conditions de
déficience et de suffisance en P a indiqué une eotation significative de leur activité en
réponse a la déficience en P (Chapitre 3). Troisreent, la comparaison entre le profil
d’expression du gendcPhoAet les activités phosphatases des ectomycorhidéguie que la
sécrétion des AcPases des fractions P2, P3 outédiendrait dans les sols avec de fortes
disponibilité en Pi (Chapitre 5). L'identificatiates genes codant ces enzymes apparait donc
nécessaire pour évaluer la contribution des AcPsée®tées patl. cylindrosporundans la

mobilisation du Pi, notamment dans I'écosystemendssif forestier Landais.

Nous proposons d’identifier ces genes par uneoappr biochimique a partir de la
purification des protéines. Les conditions chrorgedphiques présentées dans ce manuscrit
ont permis la séparation de plusieurs fractionstiV&é phosphatase dont trois (P2, P3 et P4)
contenaient des concentrations en protéines diffi@nt mesurables par absorbance a 280
nm. Notre hypothése est que P2, P3 et P4 sont lpesbant pures alors que P1 ne l'est pas
car elle est éluée avec plus de 90% des protéiresttées par le champignon. La
chromatographie en phase liquide a haute perforeng@tHP) avec la combinaison de
plusieurs colonnes (colonnes daffinité, d’excluside taille...) devrait permettre une
meilleure purification de P1. La mesure des aés/phosphatases ave@hPP (Chapitre 2,

3) permettra l'identification des fractions chroogiaphiques présentant des AcPases. Les
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protéines contenues dans I'ensemble de ces fractienont alors séparées en fonction de leur
point isoélectrique et de leur poids moléculairegdactrophorese bidimensionnelle. Les spots
protéiques révélés sur gel seront ensuite prélem@sobtenir une séquence protéique qui sera
comparée avec la base de données SWISS-PROT. IS#&ird’avancement du séquencage
du génome déd. cylindrosporum(F. Martin, comm. Pers.), nous rechercherons g
contenant ces polypeptides. Alternativement, neakeions les génes complets a partir de la

banque d’ADNCc en utilisant la méme démarche que déicrite au chapitre 3.

2.3. ldentification et caractérisation des pool#deganiques libérés par autoclavage des sols

Dans le chapitre 2, nous avons pu démontré quiicBefté de chaque fraction a libérer du Pi
a partir de I'hydrolyse de composés organiques dares solution de sol était fortement
augmentée aprés autoclavage des sols. Nous émBtiypthese que cette augmentation de
la vitesse d’hydrolyse dans les sols autoclavésdesta la libération par autoclavage de
nouveaux pools de Po d’origine microbienne, qui slenmeilleurs substrats pour les AcPases
de H. cylindrosporumEn conditions naturelles, le Pi absorbé par lesaarganismes du sol
peut étre transformé en des formes plus ou moimsplexes de Po qui seraient plus
accessibles aux AcPases fongigues. Ces pools gewlrent étre libérés dans la solution du
sol aprés Cette hypothése redéfinit le role desadeP des champignons ectomycorhiziens
dans le recyclage du P dans les sols forestiegsif@il). Une premiéere confirmation de cette
hypothése pourrait étre obtenue par l'identificatimr RMN du®'P in vitro du pool de Po

extrait des sols frais ou autoclavés.

2.4. Quantification de la contribution des phospbas fongiques dans I'amélioration de la

nutrition P des plantes

Dans le chapitre 5, nous avons montré que la pcésdaH. cylindrosporumaugmentait
significativement le prélevement net de P pourléee hote. Pour tester la double hypothese
du réle des phosphatases sur la mobilisation dugBnaue et la meilleure accessibilité du
pool de Po microbien, on peut imaginer un systeemeulture dans lequel la source de Po ne
serait accessible qu'aux hyphes du partenaire qouegiPour cela, la source de Po pourrait
étre contenue dans un sac de nylon dont le diamdesg@ores (30 um) ne laisserait passer que
les hyphes du champignon. La source de Po poétraitvariable (par exemple sol autoclavé
ou sol frais) et les plantes, mycorhizées ou nonrraient étre cultivées dans ce dispositif. La

comparaison des quantités de P accumulées en peésenen absence de mycorhization
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permettrait alors de quantifier plus précisémemlatribution des phosphatases du partenaire

fongique a la minéralisation du Po et au transferPi a la plante héte.

Eau
Nutriments (P, N)

J

_\ Transformations microbiennes ?

"\ Relations trophiques ?

Pool de P organique peu
disponible

4
|
1
1| 2
1
|
' ?
I 3] ¢ Pool de P organique
I . .
! / disponible
|
Champignons
ectomycorhiziens 4
Plantes

Figure 1. Représentation schématique d'un réle hypothétijgueé par les AcPases des champignons
ectomycorhiziens sur la minéralisation du pool der&anique des podzols acides. (1) les AcPases des
champignons ectomycorhiziens ont une faible effiéapour libérer du Pi du pool de P organique (Po)
extrait des sols, rendant ainsi ce pool « peu dig®» pour les champignons ectomycorhiziens.LE)
pool de Po contenu dans les populations microbepoerrait devenir un pool de Po « disponible »rpou
les champignons ectomycorhiziens apres leur litdéran particulier par les relations trophiquestailie

du pool de Po microbiens peut dépendre de la disilithen P, N et eau du milieu. (3) Les phospbkesa
acides des champignons ectomycorhiziens pourralers libérer plus de Pi a partir de ce nouvead geo

Po, et ce au profit de la plante (4).
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ANNEXES

Annexe 1: Composition du milieu nutritif N6 pour la culaudes mycéliums

. . Volume de solution mére (ml) pour :
Concentration finale (ml) p

Eléments

(mM)

1L 2L 3L 4L
KNO; (1M) 6 12 18 24
NaH,PO, (1M) 3 3 6 12
MgSO4 (1M) 1 2
CacCl, (0,5M) 0,5 1 2 3
KCI (1M) 4 4 8 12 16
Citrate ferrique 1 2 3 4
1% 1 ml/I
Thiamine HCI 1 2 3 4
. 0.2

Oligo-éléments 0,2 ml/l 0.4 0.6 0.8
Glucose 5 g/l 59 10g 159 209

Le pH de la solution est ajusté a 5,5
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Annexe 2: (a) Dispositif de mise en culture du mycelium enltwe liquide. (b)
Représentation schématique des différentes étagesculture du thalled’Hebeloma
cylindrosporum

a) L
Fil de nichrome
Thalle
Milieu nutritif
b)

Transfert d’'un implant gélosé (D2) sur
milieu N6+P (3mM)

gl

t=0]

l Phase de croissance du thalle (15 jours)

Transfert des thalles sur un nouveau milieu

/ \ nutritif (10 jours)

it

..

Stimulation de l'activité des
phosphatases acides sur milieu
déficient en Pi

N6+P N6-P
3 mM NaH,PO4 0 mM NaHPO,
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Annexe 3 :(a) Dispositif de mise en culture en tube.

Tube verre
(50 ml)

Cathéters
(téflon)

Inoculum

/ / fongique

- Systeme racinaire

Feuille de papier
filtre

Solution nutritive axenique

avec P

(10 ml)
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Annexe 4 :Dispositif de mise en culture sur couche minceal@s rhizotron

Plagues de Plexiglass

Couche mince de sol

Cale en PVC

20cm

Toile a bluter

e e,

a4 3
j i
o 1
L]
! j
\ |
\
[ Ry
\ \ :
\ \
i
1

|

Papier filtre

Support PVC

10 cm
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