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Résumé

La lutte biologique par utilisation de micro-organismes a indéniablement un potentiel de
développement considérable. Dans un contexte multidisciplinaire et fondamental de physio-
phytopathologie moléculaire et répondant a d’éminents enjeux appliqués et attendus par les
acteurs de la profession oléicole et les consommateurs, nous nous sommes projetés dans
l'étude des propriétés intrinséques d’'un agent de biocontrole fongique, Trichoderma
harzianum (souche Ths97) contre I'agent de la fusariose Fusarium solani (souche Fso14),
qui sévit séverement sur une culture pérenne majeure pour la Tunisie, I'oléiculture. Deux
axes de recherche ont été menés. Dans le premier axe, nous avons démontré que Ths97 est
un agent de biocontrole efficace contre la virulence de F. solani Fso14. Cette capacité
s’accompagne d’une accumulation des défenses chez le partenaire végétal, des
accumulations qui sont d’autant plus fortes quand l'agent bénéfique est en présence du
pathogéne (événements de priming). De méme, des tests in vitro montrent que Ths97
développe des activités mycoparasites envers F. solani Fso14, en émettant des structures
d’infection classiques tels des enroulements et accolements d’hyphes, des appressoria et
des papilles. Quant au second axe d’étude, nous avons étudié la superfamille des
perméases Major Intrinsic Proteins (MIP) dans le genre Trichoderma. Cette famille
multigénique n’a jamais été étudiée chez un agent fongique hyperparasite. Sept membres
MIP sont présents chez T. harzianum, et se classent en 3 sous-groupes, les AQP, les AQGP
et les XIP. La modélisation des structures tridimensionnelles et les fonctions putatives de
transport pour l'eau et quelques polyols ont été étudiées. Enfin, leurs patrons
transcriptionnels ont été suivis chez Ths97 in planta en situation d’antagonisme et in vitro en
situation de parasitisme vis-a-vis de Fso74, et montrent que 4 MIP sont exprimées et
régulées différentiellement selon que Ths97 est au contact de Fso74 ou pas. Nos travaux ont
donc mis en lumiére que Ths97 doit étre considéré comme un agent biofongicide et
biostimulateur de défenses végétales, puis que les MIP seraient impliquées dans les
relations trophiques que met en place T. harzianum avec son environnement. Ces données
devraient intégrer le développement de procédés plus efficaces et/ou plus durables pour la
protection des cultures d’oliviers en Tunisie ainsi qu’a travers le monde.






Abstract

Biological disease control through the use of microorganisms has a great potential for
future use in integrated pest management. In a multidisciplinary and fundamental context of
molecular physio-phytopathology and to provide solutions for the actors in the olive
profession and the consumers, we have been studying the activity of a fungal biocontrol
agent, Trichoderma harzianum (strain Ths97) against the olive tree pathogen Fusarium
solani (strain Fso14), which causes major problems for olive production in Tunisia and
elsewhere. The project consists of two parts. In the first part, we have demonstrated that
Ths97 is a biocontrol agent effective against the F. solani Fso14 pathogen. Induction of plant
defence responses by Ths97 was shown to be partly responsible for the biocontrol effect. In
vitro tests further showed that Ths97 develops mycoparasitic activities towards F. solani
Fso14, by forming infection structures such as hyphae windings and wedges, appressoria
and papillae. In the second part of the study, we investigated the Major Intrinsic Proteins
(MIP) superfamily in the Trichoderma genus. This multigenic family has never been
investigated in a hyperparasitic fungal species. Seven MIP members are present in T.
harzianum, and are classified into 3 subgroups: AQP, AQGP and XIP. Their three-
dimensional structures and their putative involvement in transport of water and certain
polyols have been examined. Finally, their transcription profiles were monitored in Ths97 in
planta in antagonistic situations and in vitro in a parasitic situation with Fso74 and show that
4 MIP are expressed and regulated differentially during the interaction. Our work has shown
that Ths97 must be considered as a biological control agent and biostimulator of plant
defences, and that MIPs are involved in the trophic relationships between T. harzianum and
the environment. These data contributes to the further development of T. harzianum as an
efficient biocontrol agent for sustainable protection of olive trees in Tunisia and around the
world.
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Préambule - Contexte structurel de la thése

La présence d'espéces pathogénes de Fusarium au sein de cultures a des répercutions
trés larges, impactant en premier lieu la pérennité de la production, et insidieusement, un
tissus urbain déja trés fragilisé a travers le monde. De plus, la santé des consommateurs
n’est pas totalement garantie. La lutte contre Fusarium passe majoritairement par I'emploi de
pesticides dont les impacts négatifs sur nos environnements /ato sensu (i.e. naturel comme
alimentaire) sont indiscutables. Il est opportun, mais surtout urgent, de chercher a optimiser
des mesures de lutte plus respectueuses comme par exemple la lutte biologique (ou
biocontréle). C’est dans ce cadre que ce sujet s’intégre, afin d’étudier le pouvoir de controle
qu’exercerait "Trichoderma", un champignon antagoniste, envers I'agent de la fusariose chez
I’'olivier, Fusarium solani.

L’agriculture vit une profonde mutation a I'échelle internationale, voire méme semble vivre
une nouvelle révolution. Aprés la trés large dissémination d’une nouvelle génération de
cultivars de trés haute valeur agronomique secondée par la généralisation de ['utilisation
d’engrais chimiques et de produits phytosanitaires qui ont permis des augmentations
considérables des rendements au cours de la seconde moitié du XX siécle, I'essor des
biotechnologies et de nouvelles techniques culturales imprégnées de réflexions
économiques, sociales et environnementales plus respectueuses et humanistes semble se
dessiner. A l'instar des inquiétudes exprimées par la population mondiale a la sortie de la
seconde guerre mondiale et qui a fondé les concepts majeurs de la derniére révolution verte,
le défi actuel a relever consiste a batir les nouvelles fondations d’'une agriculture moderne
destinée a nourrir d’ici 2050 entre 9 et 10 milliards d’étres humains. Une des préoccupations
majeures reste toujours 'augmentation des capacités de production des aliments, dont ceux
issus des végétaux. Mais le véritable défi ne se cantonnera pas a ce simple prisme
productiviste. Il sera socialement relevé si les efforts consentis intégrent les préoccupations
ciblant la préservation de I'environnement.

Les plantes, dans leur grande maijorité, sont résistantes a la plupart des agents infectieux et
ravageurs. Cette résistance fondamentale vis-a-vis d’agents phytopathogénes avirulents se
manifeste par la mise en place de mécanismes de résistances constitutives, qui, ultimement,
peuvent étre spatio-temporellement sur-accumulés car inductibles et modulables. Les
mécanismes moléculaires sous-jacents, d’une grande diversité dans le regne végétal mais
qui restent essentiellement de type morpho-anatomiques et chimiques, constituent
limmunité fondamentale de l'organisme. En dépit de ces mécanismes, l'infestation d’'une
plante peut se manifester par I'apparition de symptébmes morbides évolutifs qui traduisent
linstallation et le développement de l'agent phytopathogéne virulent. Cette relation
parasitaire, dont la finalité est avant tout I'établissement d’'un réseau trophique, reste
relativement contenue dans la nature. Toutefois, elle devient extrémement critique pour de
nombreuses espéces végétales, le plus souvent manipulées génétiquement (ie
sélectionnées) par 'Homme pour des intéréts agronomiques. En effet, en comparaison avec
les performances des espéces originelles, les événements de sélections ont abouti
paradoxalement a une érosion génétique des espéces domestiquées qui se traduit par une
diminution substantielle de leur robustesse globale de résistance. Par conséquent, leurs
rendements sont généralement d’autant plus impactés si aucun recours approprié n’est
appliqué. La protection des productions végétales est actuellement encore largement
assurée par I'application de produits phytosanitaires de synthése chimique.






Ce versant de l'agronomie s’inscrit nettement dans cette dynamique de transition. Et
I'intégration progressive de nouvelles pratiques alternatives a l'utilisation de "pesticides" et
tenant compte non seulement de la dimension environnementale mais aussi de la dimension
socio-économique, est en pleine actualité. Parmi les moyens de protection des végétaux, la
lutte biologique ou biocontrdle par utilisation de micro-organismes ou de produits dérivés, est
une orientation pertinente a suivre pour minimiser la pollution et les nuisances associées a
l'utilisation de produits chimiques de synthése et pour réduire trés fortement leur impact
négatif sur 'environnement.

Le concept de biocontréle est devenu un enjeu technologique, économique et politique
important pour développer une agriculture durable a un moindre co(t écologique, et par effet
induit, socialement supportable. A différents endroits du globe comme en France (plan
Ecophyto 2018), aux Pays-Bas (Multi-Year Crop Protection Plan depuis les années 1990),
au Canada ou au japon, des mesures trés fortes sont déployées et illustrent, sans
équivoque, une prise de conscience majeure face a 'accumulation de résidus toxiques dans
'environnement et dans les maillons de la chaine alimentaire. Mais paradoxalement, méme
si ces plans préconisent des réductions de I'ordre de 50 % de l'utilisation de pesticides a des
horizons soit déja atteints soit relativement trés proches selon les formulations, les pesticides
restent encore trop prégnants, mais surtout, ils laissent entrevoir le manque d’alternatives
efficaces pour réduire la dépendance du secteur agricole envers les pesticides.

Les oliveraies n’échappent en rien a ces problématiques biologiques et structurales,
cependant les foréts oléicoles de nombreux pays sont fragilisées par le développement
inquiétant de plusieurs maladies cryptogamiques comme la fusariose. Les champignons
phytopathogénes incriminés dans cette maladie appartiennent au genre Fusarium. Leur
infection provoque des symptémes de dépérissements lents ou d’apoplexies. Déja trés
répandue dans tous les pays oléicoles du bassin méditerranéen, cette maladie menace
sérieusement la pérennité de nombreuses oliveraies non seulement dans tout le pourtour du
bassin méditerranéen (dont la Tunisie) mais aussi au niveau mondial. Actuellement, il
n’existe pas vraiment de moyen de lutte a grande échelle aussi efficace que I'application de
fongicides comme I’hymexanol ou la carbendazime. Le secteur de I'huile d’olive en Tunisie
est soumis a d’'importants efforts de restructuration qui s’inscrivent dans une démarche
volontariste d’amélioration de la qualité de ses huiles ainsi que dans une réflexion sincére de
double préservation, a savoir la santé des producteurs et des consommateurs et le respect
de l'environnement. Afin de répondre a ce double objectif ambitieux, la voie de lutte
recourant au biocontrole est envisagée. Ce biocontrble se concrétise par I'exploitation
d’'organismes antagonistes, comme par exemple certaines espéces de champignons
appartenant au genre Trichoderma. De plus, les effets myco-protecteurs assurés par ce
champignon seraient doublés d’'une dynamisation de croissance des plantes placées sous
ce méme biocontréle. Mais aujourd’hui encore, le biocontréle de bon nombre de maladies
cryptogamiques sur I'olivier n’en est qu’a ses balbutiements.

Dans ce contexte, il semble donc essentiel d’approfondir les connaissances sur le
biocontréle sur I'olivier pour améliorer son utilisation et son efficacité vis-a-vis de désordres
pathologiques, et ce tout en préservant 'environnement. Mon projet de thése a pour objectif
général d’étudier les capacités d’'un de ces micro-organismes, un oomycéte nommé
Trichoderma harzianum, utilisé depuis plusieurs décennies comme agent de biocontrble sur
différentes espéces cultivées. Dans un premier temps, il s’agira d’estimer son aptitude a
protéger des plants dolivier contre des infestations de Fusarium solani, et d’identifier






quelques mécanismes antagonistes sous-jacents potentiels. Dans un second temps, nous
étudierons l'interaction qu'il établit avec son champignon héte mais sous le prisme trophique,
c’est-a-dire en explorant expressément l'implication de perméases a priori impliquées dans
'échange d’éléments de matiére (eau, glycérol etc) nécessaires a la vie de I'hyperparasite.

Enfin, cette thése est le fruit d’'un travail réalisé dans le cadre d’une cotutelle entre le
laboratoire des ressources sylvo-pastorales de Tabarka, Faculté des Sciences de Bizerte, et
TUMR 547 PIAF (Physique et Physiologie Intégratives de I'Arbre en Environnement
Fluctuant) localisée a I'Université Clermont Auvergne a Clermont-Ferrand. Elle a été
encadrée par Pr. Ali KHOUAJA (Institut National Agronomique de Tunis) et Pr. Jean Louis
JULIEN (UMR PIAF, Clermont Auvergne de Clermont Ferrand). Mon co-encadrement a été
assuré par Dr Jean-Stéphane VENISSE (UMR PIAF), Dr Valérie PUJADE-RENAUD
(CIRAD, UMR PIAF) et Dr Hatem CHAAR (Institut National Agronomique de Tunis). Cette
thése a bénéficie d'un soutien financier supporté par le Ministére de I'Enseignement
Supérieur et la Recherche Scientifique en Tunisie. De méme, il a été soutenu par le
programme PHC «Utique» établit par le Comité Mixte de Coopération Universitaire (CMCU)
(grant 34861PF), dont le financement émane des Ministéeres des Affaires Etrangéres de
Tunisie, et de 'Enseignement Supérieur et de la Recherche de France.



De la légende a I’histoire

Symbole de paix et d’éternité, I'olivier est aussi la représentation symbolique parfaite de la
Méditerranée: a la fois chaleureux et lumineux, sauvage et majestueux, courageux et
nourricier.

Une légende grecque nous rapporte la querelle d’Athéna, déesse de la Sagesse avec
Poséidon, Dieu de la Mer, a propos de la protection d’'une ville nouvelle.

Pour les départager, Zeus, Dieu des Dieux, leur proposa de faire un don a ’'Humanité.
Poséidon brandit un trident et fit jaillir d’'un rocher un cheval pouvant porter cavaliers et
armes et trainer des chars remportant les batailles.

Athéna se pencha alors sur un morceau de terre. Son regard fit naitre un arbre nourrissant et
apte a soigner les plaies et les rhumes. De plus, cet arbre présente la faculté d’immortalité.
Cet arbre est l'olivier.

Cette essence végétale, véritable don des dieux, fut déclarée «le don le plus utile a
’humanité». Athéna obtint alors la protection de la ville qui porte toujours son nom, Athénes.
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Figure 1. (A) Planche d'illustration d’Olea europaea (Dessin Chantal Beaumont - Archives
Larousse). (B) Classification phylogénétique d’Olea europaea.
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1 -lolivier

L'olivier est une espéce méditerranéenne domestiquée trés ancienne. Il appartient a la
famille des Oléacées, genre Olea, espéce Olea europaea (figure 1). Il se distingue par deux
sous-especes : Olea europaea sylvestris (I'olivier sauvage) et Olea europaea sativa (I'olivier
cultivé) (Villa, 2003). Son fruit, I'olive, et dans une moindre mesure son bois, offrent de
nombreuses possibilités économiques. Cette espéce vivace se caractérise par un potentiel
de survie élevé en raison des caractéristiques d'adaptation de son systéme racinaire a des
conditions environnementales trés arides.

L’olivier tirerait ses origines de I'Asie, il y a plus de 9000 ans. L’olivier cultivé, Olea europaea
sativa, proviendrait de la variété sylvestre Olea chysophylla laen, par le biais de I'olivier
sauvage (Olea europaea sylvestris ou l'olivier sauvage). Sa culture aurait débuté en
Palestine, Syrie et Phénicie. Des fouilles archéologiques ont permis de mettre a jour sur un
site en Basse Galilée (Israél) des traces d’huile d’olive datant d’au moins 8000 ans. Les
premiéres mentions historiques de sa culture seraient apportées par les Sumériens et le
Peuple d’Egypte dés la VII*™ dynastie (2400 environ avant J.-C.). Sa diffusion large dans les
fles grecques puis dans tout le pourtour du bassin méditerranéen aurait débuté par les
phéniciens a partir du 16°™ siécle avant J.-C. L’implantation de I'olivier dans toutes les
provinces du pourtour de la Méditerranée fut généralisée sous 'Empire Romain.

Si le bassin méditerranéen est considéré comme le berceau de nombreuses civilisations
disparues ou présentes, l'olivier fait intégralement partie de leur histoire respective. En effet,
des croyances de I'Egypte Ancienne a celles d’aujourd’hui, I'olivier véhicule de nombreux
symboles cultuels qui rejoignent toutes les cultures ; il est un symbole de longévité, de
fertilité et de maturité. Aujourd’hui, I'olivier a dépassé les frontiéres de son aire d’installation
originelle, pour se retrouver planté dans des pays comme le Mexique, le Pérou, I'’Argentine,
les USA (en Californie tout particulierement), le Pakistan, la Chine ou I'Australie. Sur les
coteaux des pays méditerranéens, poussent des oliviers apparemment sauvages. Bon
nombre d’entre eux seraient des oléastres. Longtemps regardés comme les ancétres des
oliviers cultivés, ils seraient issus d'arbres jadis exploités et qui auraient retrouvé leur I'état
sauvage.

Quels que soient les faciés cultuels et culturels qui ont enraciné I'olivier dans leur quotidien,
les populations réparties sur 'ensemble des rives de la Méditerranée ont su profiter de sa
culture et de ses bienfaits. Outre I'olive et son produit dérivé phare, I'huile, les populations
ont utilisé également les troncs et branchages pour le travail du bois (coffres, vaisselles,
bijoux etc), la valeur calorique des grignons d’olives® pour le bétail, et parfois certaines
margines** comme engrais biologique sur sols sableux et relativement pauvres.

*Les grignons d'olives sont un sous-produit solide résultant du processus d'extraction de I'huile d'olive
composé des peaux, des résidus de la pulpe et des fragments des noyaux.

**Les margines sont des effluents liquides générés par la fabrication de I'huile d'olive.

2  -l’oléiculture en Tunisie

Le secteur agricole en Tunisie constitue un moteur crucial dans le dynamisme de
I'éeconomie nationale. En effet, I'agriculture est une source importante de moyen de
subsistance des populations rurales qui représentent encore prés d'un quart de la population
totale en Tunisie. Parmi les espéces végétales avec un fort intérét agronomique pour la
Tunisie, les oliviers occupent une place de choix.
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Figure 2. Sites et répartition géographique des variétés agronomiques autochtones et des

types locaux d’olivier en Tunisie (Trigui et al., 2002)
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Figure 3. Les phases végétatives chez I'olivier au cours d’une année.
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A titre d’exemple, sa culture contribue a la création d’emplois avec une moyenne de 30
millions de journées de travail par an.

La Tunisie compte environ 83 millions d'oliviers (Office national de I'huile, 2015) qui couvrent
plus du tiers des surfaces arables. Ainsi, elle correspond a presque 20% de la superficie
mondiale oléicole, et elle occupe le quatrieme rang mondial en production de fruits et d’huile
de méme nom.
La répartition géographique des plantations oléicoles est principalement concentrée dans les
régions centrales (Sousse, Monastir, Mahdia, Sfax, Kairouan, Kasserine et Sidi Bouzid) avec
1,18 millions d’hectares et 40,6 millions d'oliviers. Quant au Nord (Tunis, Ariana, Ben Arous,
Nabeul, Bizerte, Beja, Jendouba, Kef, Siliana et Zaghouan) et au sud (Gafsa, Gabés,
Médenine, Tozeur, Tataouine et Kebelli), les plantations d’oliviers s’étalent respectivement
sur 277000 hectares et 382000 hectares (30,2 et 13,5 millions d'arbres) (Office national de
'huile, 2015). Les régions de Sousse, Monastir, Mahdia, Sfax, Médenine, Kairouan, Sidi
Bouzid, Nabeul, Siliana, Zaghouan, Kasserine, Kef et Gafsa sont les principales zones de
production d'huile d'olive, et regroupent 87% de la plantation nationale (Gharbi et al., 2014).
Actuellement en Tunisie, les oliveraies sont majoritairement constituées de plants en age de
pleine production (entre 5 et 50 ans). La pyramide des ages des oliveraies se structure ainsi:

- 31 % d'oliviers jeunes (1 a 5 ans),

- 54 % en production (20 a 70 ans),

- 15 % de vieux oliviers (plus de 70 ans).
Les plantations d’olivier renferment un assortiment de variétés relativement riche. Chacune
requiert des conditions édaphiques et climatiques qui conditionnent sa zone d’implantation.
Parmi ces variétés agronomiques, nous rencontrons principalement Barouni, Chemiali,
Chemlali Gafsa, Chetoui, Jarboui, Oueslati, Zalmati et Zarrazi (Gharbi et al., 2014) (figure 2).
De nombreuses variétés agronomiques qui sont implantées dans chaque zone de culture ont
été initialement choisies parmi le matériel disponible dans I'environnement. Actuellement,
avec les nouvelles exigences en matiére de qualité des huiles et de résistance aux parasites,
le choix de ces variétés est devenu un enjeu stratégique (Trigui et al., 2002). Mais
aujourd’hui, deux variétés agronomiques sont majoritairement cultivées. La premiére variété
agronomique est Chemlali (Chemlali Sfax, Chemlali Zarzis, Chemlali Djerba, Chemiali
Tataouine...) qui occupe 85% de la surface oléicole tunisienne (Office national de I'huile,
2015). La seconde variété agronomique est Chétoui. Elle occupe 15% de la superficie
oléicole et est plantée surtout dans la bande cétiére du nord. Les variétés agronomiques
destinées préférentiellement a la production d’huile sont Chemlali, Chétoui, Oueslati, Zalmati,
Zarrazi, Barouni, Chemlali et Gafsa. Quant aux variétés dites a olives de table, elles
comprennent Meski, Besbesi, Marsaline, Limli et Limouni. A cb6té de ces variétés
agronomiques locales, quelques variétés étrangéres sont également implantées avec par
exemple les variétés Picholine, Manzanilla, Arbosana, Arbequina, Koroneiki et Coratina
(Trigui et al., 2002).

Au cours du cycle annuel de développement, I'olivier passe par différentes phases
végétatives (Walid et al., 2003) (figure 3), dont les plus importantes sont :

- induction, l'initiation et la différenciation florale en janvier et février,

- la croissance et le développement des inflorescences a l'aisselle des feuilles en mars,

- la floraison en avril,

- la Fécondation et la nouaison qui s’initient fin avril-début mai,

- la maturation des fruits de juin a ao(t,

- la véraison en septembre,
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Figure 4. Répartition du phénoméne de dépérissement de I'olivier en Tunisie (Triki et al.,
2009).
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- la maturation optimale du fruit (son calibre final et son remplissage en huile) en octobre,

- la récolte qui s’étale de mi-novembre a janvier.
Physiologiquement, la période la plus intense pour les oliviers s’étale de mars a juin. Au
cours de cette période, l'olivier a besoin d'une grande quantité d'eau et de nutriments.
Cependant, I'éveil physiologique de la plante et les températures printaniéres généralement
douces offrent malheureusement une période trés favorable pour le développement et
I'attaque d’agents phytopathogénes. Etant donné I'enjeu économique des produits découlant
de I'exploitation de plants d’olivier, la lutte contre ces parasites reste donc stratégique et est
réalisée majoritairement par I'emploi de fongicides de synthése chimique. Et pourtant, des
solutions alternatives plus respectueuses de I'environnement et des consommateurs
existent, et elles méritent d’étre plus abondamment utilisées. Elles seront exposées dans ce
mémoire.

3 - Programmes génétiques chez I'olivier

La connaissance de la diversité génétique et des génes d'intéréts chez l'olivier est
indispensable pour organiser sa conservation et gérer son exploitation. Mais en dépit de
limportance économique, culturelle et écologique des oliveraies dans la région
méditerranéenne, l'olivier reste relativement mal caractérisé sur les plans génétique et
génomique. Par exemple, les genes contrélant la qualité agronomique restent encore
méconnus méme si dans les trentes derniéres années des études moléculaires approfondies
ont été menées (Rugini et al., 2011). L'olivier une espéce diploide (2n = 46) (Green et al.,
1989), dont la taille du génome est estimée a 1,8Gpb (Loureiro et al., 2007). Les croisements
avec d'autres sous-espéces sont possibles. lls permettent la production de descendants
fertiles, donnant accés a un grand bassin de variabilité génétique. Au cours des deux
derniéres décennies, de nouvelles connaissances sur la génétique de l'olivier ont été
produites, avec le développement de marqueurs moléculaires nucléaires et plastidiaux et la
création de cartes de liaisons génétiques. Ces recherches en génétique sur olivier sont
indispensables car elles permettent d’'une part de mieux caractériser les génotypes et
écotypes présents sur le territoire, et d’autre part d’identifier des génes d’intéréts
agronomiques et des déterminants génétiques impliqués dans des caractéres de résistance
a différentes maladies, ou dans la production et la qualité de I'huile d’olive.

4 - Le phénoméne de dépérissement chez I'olivier

Comme toutes les especes végétales, et en particulier celles dites agronomiques dont la
plupart sont issues d’actes successifs de domestication (paradoxalement synonymes
d’érosion génétique), l'olivier est victime de contraintes abiotiques (ou maladies
physiologiques) causées par des inadéquations environnementales telles la sécheresse, la
carence minérale ou [I'utilisation inappropriée de produits chimiques, et de contraintes
biotiques qui sont la résultante d'activité de virulence d’agents nuisibles comme les
phytopathogénes (ou parasites) et les ravageurs (Boulila, 2011). Parmi les parasites, les
cryptogames (champignons parasites) occupent une place prépondérante. Quelles que
soient les espéeces fongiques parasitaires, les maladies cryptogamiques chez l'olivier se
manifestent par des symptémes classiques de flétrissement de tout ou partie de la plante,
provoquant son déclin et ultimement sa mort (Boulila, 2011).
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Figure 5. Symptdmes de dépérissement (fusariose) sur oliviers et différents organes
(Collections des photos de Triki).
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Figure 6. Approche systématique pour des origines de dépérissement (Laverdiere et Lacroix,
2008).
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Ces flétrissements résultent inévitablement d’'un ensemble de déréglements physiologiques
qui in fine, bénéficient a l'installation infectieuse de I'agent envahisseur (relation trophique
unilatérale qui définit stricto sensu la relation parasitaire). Si ces flétrissements surviennent
brutalement et frappent tout I'arbre, ce phénoméne se nomme une apoplexie. Dans le cas
d’'un dépérissement progressif et continu, I'arbre perd en premier lieu ses feuilles puis ses
branches ; cela correspond a la configuration la plus fréquente.

En Tunisie, et plus précisément dans les différentes régions du sud ouest (Gafsa,
Chebika, Ben Aoun), centrales (Ennadhour, Kairouan, Sbikha) ou du nord (Bousalem), les
problémes de dépérissement sont généralement dus a la présence de nombreux
cryptogames (figure 4). Des attaques sont observées sur des jeunes plants issus de petites
boutures, ou sur des oliviers adultes (voire 4gés) en pleine potentialité de production avec
des niveaux de développement des symptébmes variables (Boulila, 1994, 2011 ; Triki et al.,
2010).

Dans le détail, les symptbmes de dépérissement chez I'olivier apparaissent par un
desséchement partiel ou complet du plant (figure 5) (Boulila et al., 2011 ; Triki et al., 2006 ;
Jardak et al., 2007 ; Bouzoumita et al., 2016). Les oliviers malades présentent un aspect
"grélé", avec des branches portant des brindilles mortes, et/ou des feuilles en taille et en
nombre réduits. Les feuilles présentent un aspect jaunatre au printemps qui s’accentue vers
un jaune doré plus tard en saison. Cette couleur persiste durant toute la saison estivale mais
avec l'arrivée de 'automne, curieusement le végétal commence a retrouver un feuillage de
couleur vert-pale. Et pourtant, la plante garde un aspect faible et dégarni. Lors d’une attaque
forte, les feuilles commencent a se nécroser par leur extrémité et finissent par se dessécher.
Il s’ensuit une chute des feuilles trés importante qui se répercute sur les inflorescences.
Celles-ci se déshydratent, brunissent et meurent. Si la nouaison a eu le temps de s’établir,
les fruits restent limités en nombre, perdent du volume, se rident et tombent prématurément
(Boulila, 1994).

L’origine biotique d’'un état de dépérissement chez I'olivier est multiple (Laverdiére et al.,
2008) (figure 6). Plusieurs espéces de champignons telluriques mais pathogénes sont
capables d’infecter les racines des plantes sauvages et cultivées. Parmi ces champignons,
sont souvent incriminés des ascomycétes avec des especes appartenant aux genres
Fusarium et Verticillium, des basidiomycetes avec des espéces telles Rhizoctonia solani,
Armillaria mellea et Corticium rolfsii. D’autres encore sont classifiés en tant qu’oomyceétes
avec par exemple Aphanomyces, Phytophthora et Pythium. Ces cryptogames causent des
maladies avec des symptébmes de flétrissement communs qui sont consécutifs a des
pourritures racinaires et/ou a l'obstruction des vaisseaux conducteurs de la plante infectée
(Agrios, 2005). Leur présence engendre un risque élevé pour la santé et la pérennité des
cultures, auquel cas, ces agents phytopathogénes engendrent des pertes qui peuvent
s’avérer étre trés élevées pour les oléiculteurs (Boulila, 2011). Dans ce chapitre, nous
mettons I'accent sur les dépérissements d’origine fongique, en I'occurrence ceux causés par
Fusarium solani.



Introduction générale

®

(A) Symptomes de la Fusariose sur le collet (B) Aspect microscopique du Fusarium
(C) Aspect macroscopique du Fusarium

Figure 7. Classification taxonomique de Fusarium solani.
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5 -Legenre Fusarium

5.1 - Concepts généraux

Les Fusarium sont des champignons cosmopolites, généralement présentés en tant
qu’organismes telluriques capables de survivre longtemps sous forme de chlamydospores
(des spores a paroi épaisse et issues de multiplication végétative). Cependant, ils sont
également retrouvés dans I'eau ou adsorbés sur des particules en suspension dans I'air ou
sur des organismes eucaryotes pluricellulaires (débris morts comme vivants). Certaines
espéces sont parasites et souvent présentées comme faisant parties des cryptogames
telluriques les plus agressifs. Ainsi, toutes les Iésions occasionnées par [l'activité
pathogénique d’'un Fusarium sont qualifiées de maniére non spécifique de fusariose. Dans le
cas ou ils ciblent comme organisme héte des espéces végétales, certains Fusarium causent
des flétrissements (fusariose vasculaire ou fusarium vascular wilt) et des pourritures
(pourriture fusarienne ou selon fusarium root rot / fusarium crown rot), ce qui engendre
d'importants dégats sur des plantes sauvages ou cultivées en champ, ainsi qu’en serre
(Benhamou et Chet, 1997 ; Boulila, 2011 ; Ma et al., 2013).

La répartition géo-climatique des Fusarium est trés étendue et diversifiée. Ces
champignons filamenteux évoluent dans les régions tempérées comme tropicales. Mais ils
sont rencontrés également dans des environnements climatiques extrémes tels les déserts,
en trés hautes altitudes et les régions polaires (Dignani et Anaissie, 2004). De méme,
plusieurs espéces de Fusarium (dont F. solani) ont été isolées dans de la poussiére
atmosphérique et de I'eau de pluie. Ces derniéres données sont trés précieuses car elles
éclairent sur les modes et pouvoirs de dispersion, parfois sur de trés longues distances, de
ce pathogéne par la pluie et le vent (Ruiz-Palmero et al., 2011).

Enfin, d’'un point de vue taxonomique, le genre Fusarium appartient a la classe des
Ascomycétes. Ce groupe frére des Basidiomycétes regroupe I'ensemble des organismes
dont les spores sont formées, au cours du cycle cellulaire, a l'intérieur d’'asques. Puis, le
genre Fusarium appartient a I'ordre des Hypocreales, et a la famille des Nectriaceae. Il s’agit
d’'un genre polyphylétique a la taxonomique trés complexe. Ainsi, certaines espéces
possédent des formes sexuées (ou téléomorphes) tandis que d’autres ne sont connues que
sous une forme asexuée (ou anamorphe). Actuellement, le genre Fusarium comprend plus
de 300 espéces phylogénétiquement distinctes, avec 20 espéces complexes et neuf lignées
monotypiques. La plupart des especes pathogénes de Fusarium appartiendrait aux
complexes F. oxysporum et F. solani (Balajee et al., 2009 ; O'Donnell et al., 2015). C’est sur
ce dernier complexe d’espéces, F. solani, que notre intérét se porte. La classification
taxonomique compléte et en vigueur pour cette espéce (ou complexe d’espéces) est donnée
figure 7.

5.2 - Fusarium solani

Fusarium solani est membre d'un clade monophylétique qui comprend environ 60
espéces phylogénétiques connues sous le nom de "complexe d'espéces Fusarium solani"
(ou Fusarium solani Species Complex, FSSC) (O’Donnell, 2015 ; Geiser et al.,, 2013).
Plusieurs espéces sont douées de virulence et sont alors responsables de maladies souvent
associées a des pourritures racinaires sur une gamme vaste et diversifiée d’'une centaine de
plantes hétes. Les espéces hbtes prédominantes sont les cultures maraichéres, les

10



Introduction générale

Figure 8. Aspect macroscopique de Fusarium solani (souche Fso14, utilisée dans ces
travaux de thése) apres 8 jours de culture sur milieu PDA.

Q
|
|

Monophialides

Microconidies Macroconidies Chlamydospores

Figure 9 Structure microscopique de Fusarium solani (exemple de la souche CBS 490.63)
(a, conidiophores avec monophialides ; b, chlamydospores ; ¢, micro et macroconidies).
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[égumineuses et les cucurbitacées. Mais certaines espéces pérennes font parties de leur
héte cible. Par conséquent, la nomenclature des espéces biologiques individuelles (formae
speciales, f. sp.) du FSSC est principalement liée a celle de la plante hote colonisée : par
exemple F. solani f. sp. pisi sur le pois ou F. solani f. sp. lentis sur la lentille. Enfin, le
complexe d’espéces F. solani serait la forme anamorphe de Nectria haematococca (de Hoog
et al., 2011).

5.3 - Morphologie des Fusarium

Sur milieu de culture classique de type PDA, les Fusarium poussent assez rapidement et
présentent habituellement des mycéliums aériens de couleur blanchétre a créme (figure 8).
Les formes imparfaites (anamorphiques) sont caractérisées par des filaments aériens ou
mycélium, systématiquement septés (ou cloisonnés), sur lequel émergent
perpendiculairement des conidiophores (de type monophialides avec une collerette distincte).
Ces conidiophores peuvent générés des conidies hyalines généralement unicellulaires
(figure 9). Fusarium produit trois types de spores asexuées, le plus souvent sous forme de
fuseau (d'ou le genre Fusarium tire son nom latin, fusus): les microconidies, les
macroconidies et les chlamydospores (Nelson et al., 1983 ; Agrios, 2005).

- Les microconidies, unies ou bicellulaires, mesurent environ 2,0-4,5 a 8-16 um. Elles
sont parfois disposées en chainettes ou agglutinées en fausses tétes, et se
présentent souvent sous la forme de virgules ou ellipsoidales. Elles sont
produites abondamment par des conidiophores allongés et verticillés quelles que
soient les conditions environnementales. Ces microconidies sont le type de
spores le plus fréquemment observé a l'intérieur des vaisseaux de plantes
infectées.

- Les macroconidies, d’aspect fusiforme et/ou de croissant (faucille) conférent I'un des
principaux critéres morphologiques d’identification des Fusarium. Deux fois plus
volumineuses que les microconidies avec des tailles d’environ 4-6 a 28-42 pym,
elles sont cloisonnées et se composent de trois a cinq cellules ou septa (Larone,
1995). Elles sont produites par des conidiophores courts et branchés, et sont
généralement observées cbte-a-cote sur un stroma mycélien saillant en forme de
coussin. Cet ensemble appelé sporodochium est observé a la surface des
organes végétaux qui ont été tués par I'agent pathogéne.

- les chlamydospores sont des spores rondes généralement observées au milieu des
hyphes ou en position terminale, souvent par paires, parfois en triplets mais
rarement agglomérées entre elles. Elles mesurent de 6 a 10 ym de diamétre.
Elles sont entourées d’une paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Cette paroi
épaisse leur permet de subsister d’'une année sur l'autre dans un sol ou sur des
débris végétaux en cours de décomposition ou déja décomposés. Elles sont
comparées a des structures de dormance. Elles resteraient donc dormantes
jusqu’a la stimulation de leur germination par des substrats organiques ou des
exsudats racinaires. Leur germination engendre la formation d’'un nouveau
mycélium, produisant a son tour des conidies (Beckman et Roberts, 1995 ;
Agrios, 2005).
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dans les vaisseanx du xyleme
Formation des conidies sur
le tissu mort de 'hote
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de mycélinm, microcomidies,
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Figure 10. Cycle de la maladie du flétrissement causé par Fusarium solani (d’aprés

Nasraoui, 2006).
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5.4 - Les symptémes de Fusarium

Les Fusarium sont responsables d’'importants dégéts qui peuvent survenir a tout moment
dans le cycle de développement de la plante héte. Son mode d’inoculation serait
essentiellement assuré par les semences récoltées de plantes infectées, mais survient
également a partir de sols contaminés. Dans ce dernier cas, Fusarium infecte les plantes par
un développement mycélien déja actif dans le sol, ou consécutif a la germination de conidies
et de chlamydospores en dormance (figure 10). En contact avec une plante hoéte, le
mycélium envahit les racines en pénétrant par des blessures ou des sites qui sont différents
selon les espéces de Fusarium. Par exemple, F. oxysporum sp. conglutinans pénétre au
niveau des apex ou des zones en différentiation et d’élongation, alors que F. oxysporum sp.
lini pénétre essentiellement au niveau des poils absorbants. Selon les sites de pénétration,
l'infection débute par la perforation de l'assise épidermique. Pour certains pathosystémes
comme F. oxysporum sp. Cubense sur bananier ou F. oxysporum sp. Batatas sur pomme de
terre, linfection s’opére via des blessures (Beckman et Roberts, 1995, Li et al.,, 2013a).
Aprés pénétration dans la racine, les hyphes croissent en direction du cylindre central pour
atteindre les vaisseaux du xyléme a l'intérieur desquels le mycélium prolifere abondamment,
se ramifie puis débute la production massive de microconidies. Ces derniéres se détachent
des hyphes, et profitent du flux de la séve pour étre véhiculées vers les parties aériennes de
la plante hoéte. Il s’ensuivra rapidement la destruction des vaisseaux infectés et leur
obstruction en de nombreux points, responsable du flétrissement des parties situées plus en
aval.

Ces événements structuraux chez la plante infectée -dits déviants- correspondent aux
symptdmes primaires (pourriture des racines et du collet), et seront responsables des
symptémes secondaires de flétrissements de la partie aérienne de la plante (Boulila et al.,
1994 ; Agrios, 2005 ; Triki et al., 2006 ; Jardak et al., 2007). Le flétrissement de la plante,
aussi décrit a travers le flétrissement vasculaire, est la "maladie" qui provoque le plus grand
nombre de dégats dans les cultures. Elle est le plus souvent diagnostiquée dans des
conditions édaphiques relativement chaudes et dans les serres. Il est généralement mis en
cause la sporulation du champignon. En effet, les présences de mycélium et des
microconidies, éventuellement aggravées par les réponses locales de défenses de la plante
(notamment avec la formation de thyloses, et la sécrétion de gommes), vont occasionner un
blocage du transport d’eau dans les vaisseaux infectés (Klein et Correll, 2001).

Les symptdmes engendrés correspondent donc a une situation de privation d’eau extréme
liée a un envahissement massif des vaisseaux conducteurs dans lesquels Fusarium sporule
abondamment. Selon la plante considérée, les symptbmes sont trés variables. lls se
manifestent par un éclaircissement de la nervure, la chlorose des feuilles suivie de leur
desséchement. En cas d’attaque sévére, la plupart des plantes flétrissent et meurent
rapidement, tandis que les plantes les moins affectées deviennent chétives et non
productives (Agrios, 2005) ; quoi qu’il en soit, les plants les moins sensibles mais atteints par
la maladie n’en restent pas moins des foyers contagieux.

5.5 - Impacts agro-économiques et sociétaux

Ce champignon tellurique sévit partout dans le monde, y compris dans plusieurs pays du
bassin méditerranéen (Al Ahmed et Hamidi, 1984 ; Sanchez Hernandez et al., 1998 ; Porras
et al., 2003). Sa dissémination se réalise majoritairement au niveau du sol via les eaux de
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Figure 11. Structure moléculaire du Déoxynivalénol (DON) et du Zéaralénone (ZON).
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ruissellement, et le vent ou les éclaboussures. De méme, plusieurs activités humaines sont
incriminées, comme par exemple certaines pratiques culturales qui impliquent I'utilisation
d’équipements contaminés ou l'importation dans les exploitations agricoles de terreaux ou de
plants et semences contaminés (Nasraoui, 2006).

Depuis quelques années, une recrudescence de la fusariose est enregistrée. Curieusement,
beaucoup d’agriculteurs ignorent I'origine de cette maladie et les moyens de lutte a adopter
pour limiter son inexorable et rapide expansion. De nombreux fongicides de synthése
chimique sont proposés. Cependant leur formulation s’avére souvent quasi -voire totalement-
inefficace contre les maladies vasculaires fusariennes. Enfin, dés lors ou Fusarium est
introduit dans un sol, il est impossible de I'éliminer d’autant qu’il présente une forte capacité a
y persister plusieurs années. Ceci est notamment associé a la présence de chlamydospores
et de mycélium capable de survivre sur des débris, voire de coloniser certaines espéces
végétales environnantes (dont certaines cultivées) et qui sont considérées porteuses saines
sur lesquelles il n’induit pas de maladie (par exemple : F. oxysporum f.sp. nicotianae, 'agent
responsable de la fusariose du tabac qui est hébergé chez le coton, I'okra ou le soja) (Nelson
et al., 1981).

Outre le fait que Fusarium impacte significativement la pérennité sanitaire de grandes
cultures annuelles (i.e. céréaliéres) ou pérennes (i.e. vergers), et donc le revenu des
cultivateurs et des secteurs économiques apparentés (i.e. stockeurs, transformateurs etc), sa
présence est également source d’inquiétude pour les consommateurs. En effet, le genre
Fusarium est connu pour sécréter une large gamme de toxines (phytotoxines et
mycotoxines). Ces toxines conférent un pouvoir pathogéne important vis-a-vis des
organismes hoétes (et donc dans linduction de la maladie), bien que leur sécrétion ne
semblent pas étre corrélée systématiquement avec les niveaux de pathogénicité du
champignon. Sauf que nombre d’entre elles peuvent contaminer la production alimentaire
courante a base de plants infectés, d’autant que leur structure chimique particuliere leur
confére une grande stabilité responsable de leur large transfert dans la chaine alimentaire.
Ces toxines impactent sérieusement la santé des animaux et des humains dés lors ou elles
sont ingérées. En effet, elles n'induisent pas de réponse du systéme immunitaire et peuvent
présenter quatre types de toxicité: aigué, chronique, mutagene et tératogéne. A maintes
reprises, ces toxines ont fagonné I'histoire de 'Humanité soit en tant que fléau (ergotisme...)
soit positivement (antibiotiques, anticancéreux...), et aujourd’hui, elles font I'objet d’'une
surveillance aigue. Ces toxines sont traitées dans le chapitre suivant.

5.6 - les toxines de Fusarium

Les toxines fongiques sont des métabolites secondaires et ne joueraient aucun réle dans
la croissance du champignon si ce n’est indirectement en fagonnant son environnement
biotique proche (compétition avec d’autres organismes etc). Parmi les cing familles de
mycotoxines les plus importantes, Fusarium aurait le pouvoir de sécréter des fumonisines,
des trichothécénes et de la zéaralénone, avec des quantités variables en fonction des
espéces (Pitt, 2000). Mais les toxines produites par Fusarium les plus connues sont le
déoxynivalénol (DON) et le zéaralénone (ZON) (figure 11). La présence de ces toxines est
trés surveillée dans l'alimentation humaine et animale en raison de leur fréquence
d’apparition récurrente dans divers produits agricoles telles les céréales. Dans I'immense
majorité des cas, leurs quantités sont infimes, mais des pics de contamination sont parfois
observés, dépassant les seuils de concentration toxique sanitairement acceptables (Placinta
et al., 1999).
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Le DON est chimiquement décrit comme 12,13- époxy-3, 4, 15-trihydroxytrichotheque-9-en-
8-un (C15H2006, MW: 296,32, CAS: 51481-10-8). Il cristallise sous forme d'aiguilles incolores
et est stable a des températures élevées (stable a 120 -C, modérément stables a 180 -C). Il
est soluble dans l'eau et dans des solvants polaires (AESA, 2004a). Le nom trivial
"vomitoxine" a également été attribué a cette toxine en raison de sa capacité aigué a
provoquer des vomissements (Vesonder et al., 1973).

Le ZON est une lactone d'acide résorcyclique et est chimiquement décrit comme 6- (10-
hydroxy-6-oxo-trans-1-undécéne) lactone d'acide résorcyclique (CisH2205, MW: 318,36,
CAS: 17924-92-4) (EFSA , 2004b). Cette toxine présente une structure cristalline de couleur
blanche. Elle est insoluble dans I'eau, mais soluble dans une solution alcaline aqueuse et
divers solvants organiques. Le ZON est stable au cours du stockage des denrées et de leur
traitement dont la cuisson (toxine thermostable) (EFSA, 2004b).

Une attention particuliére est constamment accordée a la co-occurrence de ces toxines. En
effet, leurs modes d'action sont différents. DON est connu pour inhiber la synthése des
protéines (EFSA, 2004a ; Feinberg et McLaughlin, 1989 ; Rotter et al., 1996), tandis que
ZON posséde des propriétés oestrogéniques. A ce titre, cette molécule est classée dans le
groupe des perturbateurs endocriniens (EFSA, 2004b ; Kuiper - Goodman et al., 1987).

6 - Les moyens de lutte requis dans le contrble des agents du dépérissement

La nature des Fusarium pathogénes (surtout sous leur forme de chlamydospores) les
rend capable de survivre au sein d’une rhizosphére pendant plusieurs années, dans des
conditions les plus défavorables, et qu’ils soient en présence ou non de leurs plantes hétes
(Frederix et Den Brader, 1989). Comme pour la plupart les maladies causées par des
cryptogames telluriques, les fusarioses ne peuvent donc pas étre éradiquées en champs par
'emploi de fongicides de synthése. De méme, les pratiques culturales répondant par la
destruction des débris de récolte des plantes atteintes de fusarioses, les jachéres sur de trés
longues durées, la rotation culturale ciblant des cultures d’espéces cultivées non hétes
peuvent agir sur la densité de I'inoculum présent dans un sol (Edel et al., 1995 ; Scott et al.,
2012). Néanmoins, la ou l'agriculture intensive est hautement spécialisée et concerne tout
particulierement des essences pérennes, ces pratigues montrent trés vite des limites. En
effet, la rotation des cultures est impraticable sur le plan économique (Miguel et al., 2004).
De plus, la pratique des cultures en rotation peut s’avérer totalement inéfficace car certaines
formes spéciales de F. solani (F. sp. ciceris, melonis et lentis) colonisent des espéces
végétales voisines sans provoquer de symptdmes apparents, se comportant tels des
porteurs sains (Belabid, 2003). Enfin, de nombreux fongicides systémiques sont proposés
pour lutter contre les maladies associées a des Fusarium. Cependant, leur emploi n’offrirait
qu’une protection partielle (Song et al., 2004 ; Amini et Sidovich, 2010).

Le seul levier efficace limitant la propagation des maladies en champs est I'utilisation de
variétés de plantes résistantes si elles sont disponibles. Cependant, les programmes
d’amélioration variétale de la plupart des espéces agronomiques restent trés longs et
excessivement colteux.

L’incidence de la fusariose dépend étroitement des caractéristiques pédologiques des sols,
mais surtout de la population microbienne qu’il héberge (i.e. la pédofaune). Ce phénoméne
encore nommé "sols suppressifs" a permis la caractérisation de nombreuses espéces de
bactéries et champignons dites antagonistes ou protectrices. Ces organismes participent
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dorénavant a la consolidation d’'un concept de lutte dite biologique, utilisée aujourd’hui
comme une des stratégies du contrble des fusarioses. A ce titre, ces microorganismes sont
qualifies de BCAs (Biological Control Agents) et ont acquis un statut trés particulier car ils
présentent un fort intérét agronomique.

Ce chapitre expose quelques moyens de lutte des phytopathogénes. De part leur
multiplicité, ne sont traitées ici que les approches phytosanitaires qui sont majoritairement
employées dans la protection des oliveraies contre des cryptogames, a savoir la lutte
culturale, la solarisation, la lutte chimique et la lutte biologique. Un regard sera porté a la lutte
biologique, et tout particulierement a I'emploi des agents fongiques Trichoderma comme
BCA.

6.1 - Llalutte culturale

Ces dernieres années, la multiplication de plants d’olivier est principalement assurée par
la technique de bouturage. Pour aboutir a des plants sains et vigoureux, il est fortement
recommandé d’utiliser des substrats indemnes d’organismes pathogénes, de s’assurer que
le sol n'ait pas été préalablement infesté par les agents pathogénes, et que les terres des
oliveraies n’aient pas supporté précédemment des cultures sensibles aux Fusarium. De
méme, il est fortement recommandé de respecter les densités de bouturage, d’enlever et
d’'incinérer les boutures pourries ainsi que les branches infectées ou mortes taillées, ou
encore de désinfecter les outils de taille, et d'installer des systémes de drainage efficaces
(Vossen et al., 2008).

6.2 - Lalutte génétique et greffage

Des variétés d'olivier résistantes sont créées et leur utilisation reste des plus efficaces
économiquement et écologiquement. De toute évidence, les nouveaux génotypes résistants
proposés doivent afficher également des caractéres agronomiques intéressants. Ces
génotypes d’intérét agronomique majeur sont utilisés soit pour remplacer les arbres morts
dans les oliveraies infestées par Fusarium, soit comme porte-greffes de greffons issus de
cultivars déja existants mais sensibles aux Fusarium, soit encore pour étre incorporés
comme géniteurs des programmes de sélection (Angiolillo et al., 1999).

Cette lutte génétique est souvent couplée a l'utilisation ciblée de porte-greffes résistants
aux phytopathogénes. Par exemple, différentes études ont démontré que I'expression des
symptbmes au niveau des parties aériennes chez les cultivars sensibles est liée a l'effet
population des pathogénes telluriques, et que les racines sont avant tout des réservoirs
naturels de ces pathogénes. Par conséquent, l'utilisation de porte-greffes d'olivier résistants
aux Fusarium est une approche complémentaire du contrdle génétique couramment
employée. Ces porte-greffes sont sélectionnés pour résister a la pénétration de Fusarium, et
empécher toute tentative de colonisation du champignon dans les tissus des variétés
greffées.

6.3 - Llasolarisation

La solarisation du sol est I'une des méthodes physiques de contrdle les plus efficaces
pour réduire a moyen et long termes la densité populationnelle de différents pathogénes
comme Fusarium, mais également Verticillium et Rhizoctonia. Cette méthode consiste en
une "pasteurisation" du sol. Elle consiste en une élévation de la température des couches
superficielles (jusqu'a 30-40 cm). Cette élévation thermique est assurée par I'énergie
irradiante du soleil. Le résultat sera d’autant plus probant que la durée du traitement est
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suffisamment longue, environ 45 jours. Cette élévation thermique est obtenue en recouvrant
le sol avec des films transparents de polyéthyléne aprés un arrosage abondant. L'humidité
assure une meilleure conduction de la chaleur en profondeur. Ainsi, les températures du sol
peuvent atteindre des valeurs comprises entre 35 et 60°C (selon le type de sol et la
profondeur). De plus, il est avancé que la solarisation présente I'atout majeur de detruire des
champignons phytopathogénes (ainsi que des adventices), tout en préservant des
champignons utiles (Vincent et al., 2000). Par exemple, cet effet sélectif permettrait de
préserver les champignons antagonistes comme les Trichoderma harzianum, diminuant la
nocivité de Fusarium ou Verticillium (Foury, 1994 ; Otero et al., 2014).

6.4 - La lutte chimique

Les champignons présentent un pic de développement durant les périodes chaudes et
humides, entre mars et juin. Afin de limiter leur propagation, des traitements préventifs sont
fortement conseillés, et ce a des périodes précises dans l'année, si possible avant
'apparition des symptdmes de maladies. La bouillie bordelaise reste encore un traitement
couramment appliqué. Cependant, des produits chimiques de synthése dont la dangerosité
pour [l'environnement, les oléiculteurs et les consommateurs est démontrée, sont
abondamment appliqués.

Par exemple, le Tachigaren est un fongicide doté de propriétés systémiques ascendantes. Il
est actif sur différents champignons telluriques parasites responsables de la fonte des semis
ou du dépérissement des plantes (Pythium, Fusarium...). La substance active est
'hymexazol. Son mode d'action est complexe et n'est pas complétement élucidé. |l
interférerait avec la synthése des acides nucléiques. Ainsi, il "empécherait" la croissance du
champignon, mais son action inhibitrice touche aussi la germination des spores. Par contre, il
présenterait un effet stimulant sur les défenses naturelles de la plante et la croissance des
racines par la formation de racines latérales. L’hymexazol doit étre appliqué par trempage
des racines et/ou par pulvérisation sur le sol. Il est ensuite rapidement absorbé par les
racines et distribué dans toute la plante.

Autre fongicide, le carbendazime. Sa pulvérisation sur les troncs et branches arréte
significativement les attaques de Verticillium dahliae pendant plusieurs mois (Tombesi et al.,
2007 ; Triki et al., 2006). De méme, il a été montré que le carbendazime exercait une forte
activité inhibitrice sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum. Par contre il agirait
modérément sur la germination des spores de ce méme champignon.

De part leurs actions inhibitrices complémentaires, ’hymexazol et le carbendazime peuvent
étre utilisés en mélange, offrant une inhibition globale de l'infection par Fusarium entre 82%
et 87%, quand leur application séparée leur confére des inhibitions de 15% et 38%
respectivement (Yang et al., 2010).

6.5 - Lalutte biologique

Durant la fin du XIX®™ siécle, une somme considérable de recherches a maintes fois
démontré qu'un large panel de microorganismes appartenant a diverses origines
phylogénétiques présentes des aptitudes a inhiber différents agents pathogénes. Ces
aptitudes sont a la base de la lutte biologique.

La lutte biologique est définie par I'OILB (Organisation Internationale de la Lutte
Biologique) comme étant |'utilisation d'organismes vivants (appelés agents de lutte
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biologique, agents bénéfiques ou auxiliaires de cultures), ou de leurs produits, pour
empécher ou réduire les pertes ou dommages causés par des organismes nuisibles
(parasites, ravageurs et mauvaises herbes) (Sforza et Sheppard, 2004). Un engouement de
plus en plus prononcé pour la lutte biologique s’est forgé avec la connaissance des effets
néfastes des pesticides chimiques sur les écosystémes et la santé humaine. De plus, les lois
environnementales sont de plus en plus contraignantes et visent a réduire I'utilisation des
pesticides dans l'agriculture conventionnelle, d’ou l'intérét croissant pour cette approche
alternative qu’est la lutte biologique.

La lutte biologique est l'une des composantes de la lutte intégrée contre les organismes
nuisibles. Cependant, la lutte biologique est aujourd’hui considérée plurielle car elle associe
tous les moyens de lutte disponibles, chimique, biologique, mécanique, thermique, etc. Elle
vise non pas a éradiquer les ravageurs, mais a maintenir leur population en dessous d'un
seuil de nuisibilité plagant les structures agricoles dans une situation économique
supportable.

Au niveau de la rhizosphére et du contrble des agents pathogénes telluriques, la lutte
s’organise principalement autour de I'emploi de bactéries appartenant aux genres
Agrobacterium, Bacillus, Streptomyces et Pseudomonas, et de champignons appartenant
aux genres Ampelomyces, Candida, Coniothyrium et Trichoderma. Leurs modes d’action
peuvent étre multiples. Deux termes sont parfois rencontrés dans la littérature pour les
nommer:

- Celui de BCA, pour "BioControl Agent", est utilisé dans le cas ou son action est
directe sur 'agent pathogéne (Avis et al., 2008).
- Celui de PGPM pour "Plant Growth Promoting Microorganism", est utilisé lorsque le
micro-organisme a une action sur la plante. Ce terme se décline en PGP-F
(Fungi) pour les champignons, PGP-Y (Yeast) pour les levures, PGP-B pour les
bactéries et PGP-R pour les rhizobactéries.
Néanmoins, les agents de biocontrdle sont généralement a la fois BCA et PGPM, ce qui est
le cas pour les Trichoderma spp. (Hermosa et al., 2012, Gajera et al., 2013).
Ces agents sont pour la plupart eux-mémes telluriques. D’ailleurs, il s’avere que 1 a 10% des
isolats du sol renfermeraient des souches aptes a développer un pouvoir antagoniste in vitro.
Cependant, de ce nombre, trés peu ont l'aptitude a inhiber naturellement des agents
phytopathogénes dans un sol ou une plante. De méme, un plus petit nombre encore serait
capable d’inhiber un large spectre d’espéces pathogénes (McSpadden et al., 2002), d’ou les
nombreuses recherches trés fouillées qui sont menées sur différents biotopes et cultures
associées afin de caractériser un maximum de souches potentiellement bénéfiques en
agronomie. Par conséquent, une bibliographie trés dense décrit ces auxiliaires a travers leur
diversité phylogénétique, mode d’application/introduction ou leur mode d’action sur leurs
cibles par exemple. Dans ce manuscrit, nous ciblons notre propos sur le genre Trichoderma.

Quelles que soient les stratégies de lutte biologique employées (i.e. par inondation,
conservation, introduction...), elles reposent sur des événements d’antagonisme entre
organismes, comme pour ce qui concerne nos travaux de recherche entre Fusarium solani
(le phytopathogéne) contre Trichoderma harzianum ('antagoniste). En écologie, le terme
antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable d’'un organisme vis-a-vis d’'un
autre a lintérieur d’'une population microbienne hétérogéne (Curl et Truelove, 1986). Par
conséquent, I'emploi d’antagonistes a pour objectif de maintenir la population d’'un organisme
néfaste, au mieux de la diminuer significativement. A linstar des interactions plante-
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microorganismes, les interactions tripartites (plante/pathogéne/antagoniste) sont trés
complexes, quand bien méme les mécanismes cellulaires et moléculaires potentiellement
déployés sont relativement universels. Les interactions menant au biocontrdle peuvent
inclure I'antibiose, la compétition, la prédation tant au niveau de la rhizosphére qu’a I'intérieur
de la plante. De méme, peut étre mise en jeu l'induction des mécanismes de défense de la
plante (Benizri et al., 2001).

- L'antibiose, est liée a la production de métabolites toxiques par les microorganismes

antagonistes qui agissent comme des antibiotiques en inhibant la croissance de
'agent pathogéne. De nombreux champignons et bactéries sont producteurs de
composeés toxiques. Au sein du genre Trichoderma, I'antagonisme par antibiose
est un mode d’action trés répandu qui repose sur la production de métabolites
secondaires de natures diverses en exergcant un effet inhibiteur voir létal sur
I'agent pathogéne (Vinale et al., 2007-2014). A ce jour, prés de 200 métabolites
issus de Trichoderma spp. et appartenant a différentes classes de composés
chimiques ont été répertoriés (Reino et al. 2008). lls peuvent étre classés en trois
catégories : les composés volatiles, les composeés diffusibles et les peptaiboles. Il
est difficile de connaitre les métabolites secondaires qui sont produits et actifs in
planta. Certaines espéces de Trichoderma comme, T. harzianum, T. koningii et
T. viride produisent du 6-pentyl-a-pyrone (6PAP) ; ce métabolite volatile jouerait
un réle dans la lutte biologique a I'égard de plusieurs champignons
phytopathogénes dont Fusarium oxysporum (Jelen et al., 2013 ; Blaszczyk et al.,
2014 ; Vinale et al., 2014). Parmi les mycotoxines produites par Trichoderma
harzianum, ce méme 6-pentyl-a-pyrone provoque des réductions de croissance
mycélienne de 70% envers Ralstonia solani, et de 32% envers Fusarium
oxysporum. De méme, ce composé inhibe complétement la germination des
spores de Fusarium (Scarselletti et Faull, 1994).

Enfin, agissant de maniére synergique avec les mycotoxines, des enzymes
hydrolytiques sont sécrétées par le genre Trichoderma et dégradent la paroi
cellulaire des champignons phytopathogénes. Parmi ces enzymes, figurent les
chitinases, -1,3-glucanases, cellulases, protéases et autres hydrolases. Ces
enzymes, souvent associées aux activitts mycoparasitaires du champignon
bénéfique, font partie intégrantes des "métabolites" diffusibles impliqués dans le
mécanisme général d’antibiose (Howell, 2003 ; Harman et al., 2004 ; Eziashi et
al., 2006 ; De Castro et al., 2010).

- Le mycoparasitisme, se manifeste par I'attaque d’'un champignon parasite sur un
organisme hoéte (ou proie), instaurant I'interaction dans un contexte nutritionnel
direct (Gagné, 1984). Le comportement mycoparasitaire des champignons reste
trés complexe, et sera spécifiquement exposé dans le paragraphe 6.7 "Le
mycoparasitisme".

- La compétition, traduit une notion de rivalité entre deux ou plusieurs
microorganismes. Au niveau de la rhizosphére, la compétition est intense et
s’exprime par la colonisation de la surface racinaire (Sivan et Chet, 1989 ; Reyes
et al., 2004). Cette concurrence peut concerner la colonisation d’'un espace,
'absorption d’éléments nutritifs (carbone, azote, fer, molécules organiques
diverses etc) ou bien cibler des facteurs environnementaux qui deviennent
limitant pour les pathogénes hoétes; ceux-ci n'‘ont alors plus la possibilité de se
développer. Le genre Trichoderma est parmi les microorganismes
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rhizosphériques les plus compétitifs. Lors de la colonisation des racines, il tirerait
profit de I'apport nutritif libéré par le systéme racinaire. L’activité de compétition

s’établit généralement grace a la production d’'une large gamme de métabolites
secondaires (Kim et al., 2004).

- La potentialisation de la vitalité chez la plante infestée, s'établirait grace a deux

événements : une stimulation des mécanismes de défense de la plante soit
localement soit systémique, et une stimulation physiologique générale. Les
auxiliaires, en contact avec les plantes, permettent a ces derniéres de renforcer
les mécanismes de défense des parties racinaires comme des parties aériennes
(Yedidia et al., 2000). Ces défenses sont celles rencontrées lors de relations
parasitaires de type incompatible, et rendent les plantes quasi résistantes a
certaines maladies. C’est ce qui est communément appelé la résistance
systémique induite (Systemic Induced Resistance, ou ISR). Les modalités fixant
les relations parasitaires et les différents types de défense seront exposées dans
le chapitre 6.8 "Interaction plante/pathogénes".
Quant au second événement, il se produit grace a une meilleure absorption des
nutriments (cuivre, fer, phosphore, manganése ou sodium) fixés et non fixés dans
le sol (Yedidia et al., 2001). En effet, plusieurs nutriments sont dits fixés par le sol
(surtout s’il est acide), les rendant trés difficilement assimilables par la plante.
Cela concerne notamment le phosphate qui devient insoluble en se combinant au
calcium ou au fer, et certains oligo-éléments (Fe?*, manganése etc). Trichoderma
harzianum (T22) est capable de rendre plus accessibles ces nutriments pour la
plante. Cette accessibilité passe par leur solubilisation, généralement liée a la
sécrétion de substances spécifiques qui réduit I'environnement (réduction du Fe®*
en Fe?*, etc). Les minéraux, comme le manganése, jouent un rble essentiel dans
les défenses naturelles des plantes et dans la résistance contre les maladies.
Cette potentialisation nutritionnelle pour la plante induit un second effet, la
stimulation du systéme racinaire qui se matérialise par une accélération de la
croissance du végétal. Par exemple, cette méme souche de Trichoderma Tz
favorise le développement d’un systéme racinaire performant et sain, qui
concrétement, se traduit par une production de biomasse plus élevée et donc une
culture robuste et plus homogeéne. Cet effet est d’autant plus marqué lorsque les
plantes croissent dans des conditions environnementales non optimisées.

Ces différents modes d'action ne sont pas exclusifs les uns des autres. Au contraire, ils
peuvent coexister le plus souvent dans un méme organisme. Mais qu’ils s'expriment
individuellement, successivement ou en synergie, ils agissent de concert et concourent a
l'efficacité de [I'antagoniste. Par exemple, Pseudomonas fluorescens (a [linstar de
Trichoderma T22) présente plusieurs modes d’action : une compétition trophique en
particulier pour le Fer et une antibiose vis-a-vis de I'agent pathogéne, secondées par
I'aptitude a induire de maniére systémique la résistance de la plante (Alabouvette, 2004).

6.6 - Le mycoparasitisme

Dans la nature, les champignons évoluent au sein de communautés d'organismes. Ces
communautés comprennent les plantes, les animaux et de nombreuses autres espéces
d’organismes microscopiques dont les champignons. Au niveau du sol, dont chaque gramme
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hébergerait plus d'un million de micro-organismes, [lactivit¢ microbienne est
remarquablement intense. Cette activité est d’autant plus explosive que les microorganismes
évoluent au niveau des zones sous influence des racines, la rhizosphére. Les micro-
organismes trouvent en effet dans ce milieu trés spécifique des substrats énergétiques
libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme : sucres, acides aminés, acides
organiques, hormones etc.

Les relations qui s’établissent entre ces organismes sont trés complexes en raison de leur
grande diversité (indifférence, saprotrophisme, commensalisme, symbiose, ou parasitisme),
mais surtout, de leur évolution possible au cours du temps. Dans un sol par exemple, la
population des espéces parasitaires semble supérieure a celle des organismes non-
parasitaires (Lafferty et al., 2008). La relation parasitaire, unilatérale et extréme, s’inscrit
dans un contexte particulier : des champignons appartenant a des espéces différentes ou
identiques et évoluant dans un méme substrat rivalisent entre eux pour le contréle de cette
source nutritive, et la compétition peut devenir si agressive que certaines des espéces les
plus compétitives se spécialisent pour devenir potentiellement parasites envers les espéces
moins compétitives. Pourtant, quels que soient les modes de vie, ils se matérialisent par des
mécanismes moléculaires quasi identiques. Par exemple, tous les champignons sécrétent
des enzymes hydrolytiques (i.e. glucanases, chitinases etc) dans un substrat, mais ces
enzymes permettent aux espéces saprotrophes d’exploiter des substrats morts, tandis que
ces mémes hydrolases permettent aux espéces pathogénes de pénétrer leurs hbtes
animaux, végétaux ou méme fongiques et d’en soutirer leur constituants moléculaires
comme nutriments.

Dans un tel contexte d’interactions concurrentielles, il est souvent montré que des
champignons agressifs peuvent agir comme des mycoparasites. Cette situation, limitée en
réalité a une frange de la population fongique d’'un écosystéme donné, ne se manifeste pas
exclusivement par I'appropriation des substrats en les puisant directement a I'intérieur d’'un
hbte. Ce détail est trés important, car il montre la richesse des interactions mycoparasitaires
qui existe dans la nature. C'est pourquoi de maniére générale, a la place du terme
mycoparasite celui de fongicole semble plus approprié car il couvre toute la gamme des
associations qui s’établit entre les champignons qui cohabitent sur un méme substrat, et ce
quelle que soit la nature biologique de I'association (i.e. mycoparasitaire, antibiose,
compétitions spatiale et/ou nutritionnel etc) (Gams et al., 2004). Cependant, 'usage du terme
fongicole dans la littérature cache souvent la nature exacte des relations (c’est-a-dire des
mécanismes d’appropriation de nutriments sur I'héte) qui est soit inconnue soit trés difficile a
établir (Jeffries, 1995).

Stricto sensu, le mycoparasitisme se référe spécifiquement au parasitisme d'un organisme
('héte) par un champignon (le mycoparasite). Ainsi, les champignons peuvent étre
mycoparasites de plantes, d’animaux etc. A un grain encore plus fin, ces champignons
peuvent étre mycoparasites d’espéces de champignons elles-mémes pathogénes (ou
parasites). Les mycologues exposent un tel phénoméne en parlant d’hyperparasitisme. Dans
certains ouvrages traitant de la lutte biologique, les hyperparasites sont également qualifiés
de parasitoides.

Enfin, par analogie avec les agents pathogénes des plantes, les relations
mycoparasitaires peuvent étre décrites comme étant nécrotrophes ou biotrophes.
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Les parasites nécrotrophes envahissent leurs hoétes et s’en nourrissent en les tuant. Ces
champignons se développent alors tels des saprotrophes, mais restent responsables du
collapse des cellules de leur héte. lIs incluent beaucoup d'Ascomycétes qui forment un grand
nombre de spores asexuées (les "genres mitosporiques"), comme les espéces de

Gliodadium et surtout Trichoderma, ainsi que plusieurs espéces de Zygomycétes comme
Dicranophora et Spinellus, ou I'Oomycéte Pythium. De méme, les nécrotrophes peuvent étre
classés sur la base des niveaux d'interaction qu’ils établissent avec leur héte, c’est-a-dire:

- Nécrotrophie de contact, qui se manifeste par un contact physique entre les hyphes
sans émission de tube de pénétration qui s'immiscent sous la paroi des hyphes
de I'hbéte. Ce cas concerne par exemple linteraction Cladosporium qui
provoquent la nécrose des basides du champignon pathogéne Exobasidium
camelliae, et ce sans pénétrer a l'intérieur des basides (Mims et al., 2007).

- Nécrotrophie invasive, qui se manifeste par une pénétration des hyphes de I'héte par
ceux du parasite. Par exemple, ces événements "d’invasion nécrotrophique" sont
facilement observables sur des spores de champignons mycorhiziens
arbusculaires appartenant aux genres Acaulospora, Glomus, Gigaspora,
Sclerocystis et Scutellospora. Ces champignons sont omniprésents dans la
nature, et leurs spores peuvent étre extraites facilement des sols par simple
tamisage. De maniére trés intéressante, la plupart des échantillons tamisés
contiendraient une proportion trés significative voire quasi exclusive de spores
parasitées. En effet, la paroi de ces spores est perforée par de nombreux canaux
radiaux fins, causés par la pénétration de structures de pénétration et de sugoirs
issus des hyphes de champignons mycoparasites. Ces champignons
nécrotrophes par invasion peuvent étre des Oomyceétes tels Spizellomyces et
Pythium ; des espéces qui sont d’ailleurs fréquemment observées mélangées
parmi les spores mycorhiziennes arbusculaires.

Les parasites biotrophes, établissent une relation souvent présentée comme "équilibrée",
car elle se manifeste par la croissance du parasite sur un mycélium du champignon héte qui
est gardé en vie. La plupart des mycoparasites biotrophes appartiennent aux genres Dispira,
Dimargaris, Piptocephalis et Tieghemomyces (des Zygomycétes). Fait intéressant, les
biotrophes sont généralement difficiles a cultiver in vitro. Leur croissance optimale est
assurée dés lors ou ils croissent en culture double avec leur héte. Enfin, les biotrophes
peuvent étre classés sur la base de la nature de l'interface hote-parasite :

- Les biotrophes intracellulaires : ils pénétrent leur thalle dans le cytoplasme de I'héte, et
absorbent directement les molécules qui s’y trouvent (principalement observés chez les
Chytrides et quelques Oomycétes).

- Les biotrophes "haustoriaux" : lls forment une petite structure spécialisée, I'haustoria,
qui se développe en différent points sur les hyphes du parasite, et qui perfore la paroi de
I'hbte pour y pénétrer sans épanchement cytoplasmique. Les membranes plasmiques
des deux protagonistes rentrent en contact afin d’initier les échanges unilatéraux de
nutriments.

- Les biotrophes par fusion (fusion biotrophique) : ils créent des cellules de contact
spécialisées, qui s’enroulent autour des hyphes de I'hdte et dont les membranes
cytoplasmiques fusionnent, réalisant une continuité cytoplasmique directe entre les
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hyphes du parasite et ceux de I'héte. Ces événements cytologiques se manifestent par la
création de fins pores dans les parois des hyphes, aboutissant a la formation de ponts
spécialisés inter-hyphes. A la lumiére de ces définitions, souvent trés réductrices et
difficilement applicables pour certaines associations, le confinement d’agents
phytopathogénes au sein de plusieurs cultures peut étre alors assuré par 'emploi d’agents
microbiens dont les aptitudes hyperparasitaires s’exprimeraient d’emblée dans leur
environnement naturel. En d’autres termes, ces hyperparasites peuvent jouer le role de
"mycofongicides”. Plusieurs souches de Trichoderma harzianum, hétérotrophes au carbone
au comportement hyperparasitaire de type nécrotrophe invasif envers différents pathogénes
fongiques, sont activement sélectionnées pour jouer un tel role protecteur.

6.7 - Les interactions plantes/pathogénes - généralités

Les interactions entre la plante et un agent pathogéne impliquent des échanges
d’'informations, majoritairement moléculaires. Chaque protagoniste de linteraction est
capable de reconnaitre 'autre, et d’adapter son métabolisme pour fournir les conditions
favorables a I'expression de sa virulence (Thordal-Christensen, 2003 ; Alfano et Collmer,
2004). Parallélement, la plante co-évolue afin d’'identifier a 'aide de récepteurs des motifs
moléculaires spécifiques de ces pathogenes. Ces événements de reconnaissance activent
brutalement tout un réseau de communication intracellulaire permettant soit de renforcer les
défenses constitutives soit de lancer la biosynthése de nouvelles défenses prévenant alors la
propagation du pathogéne. Les qualités et spécificités de ces dialogues moléculaires entre
les protagonistes inscrivent I'interaction soit dans un contexte de compatibilité (maladie) soit
d'incompatibilité (résistance).

L’interaction incompatible est caractérisée par trois types de réponses défensives inductibles
qui se succédent de maniére spatiotemporelle aprés linfection initiale. La premiére est
nommeée réponse hypersensible (ou HR). Elle concerne les cellules en contact direct avec
'agent pathogéne. Sauf exception, cette HR se concrétise par une production explosive de
défenses, provoquant un collapse rapide des cellules. La deuxiéme est nommée résistance
induite localement (LAR). Elle concerne les cellules contigués de celles développant la HR.
Elle se matérialise par 'accumulation également rapide de nombreuses défenses, mais les
cellules restent vivantes. La LAR agirait come une frontiere défensive autour de la zone
infestée (HR). Enfin, la troisieme est nommée résistance systémique acquise (SAR). Elle
correspond a la mise en place systémique des défenses sur le plant a distance du point
d’infection, c’est-a-dire généralisée a I'ensemble des tissus de la plante. Selon les espéces,
ces défenses généralisées persisteraient assez longuement. Cependant selon le type
d’élicitation, deux types de résistance systémique sont observées: la SAR (Systemic
acquired resistance pour résistance systémique acquise) et la SIR ou ISR (resp. Résistance
Systémique Induite ou Induced Systemic Resistance).

La SAR et I'ISR sont phénotypiquement similaires. Cependant, elles different par leurs
voies d’inductions et les défenses mises en jeu. La SAR est directement déployée par la
reconnaissance d’'un pathogéne avirulent, et ferait intervenir l'acide salicylique et des
protéines lieées a la pathogénicité (PR : Pathogenesis-Related Proteins). Quant a I'ISR, elle
est stimulée par des agents non infectieux, les PGPM (Plant Growth Promoting
Microorganism) qui sont souvent des endophytes. Les signaux hormonaux participant a
I'établissement de I'lISR concerneraient plutét les familles des jasmonates et I'éthyléne, et
des défenses de type phytoalexines.
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Figure 12. Aspect macroscopique de Trichoderma harzianum (souche Ths97, utilisée dans
ces travaux de thése) aprés 8 jours de culture sur milieu PDA.
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Figure 13. Structure microscopique de Trichoderma sp.
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A linstar de n’importe quelle fonction physiologique, ces équilibres phytohormonaux sont
pivots dans I'établissement des relations parasitaires. Les voies indépendantes de l'acide
salicylique impliquent les voies de I'acide jasmonique et I'éthyléne (voie JA/Et). L'infection par
un pathogéne biotrophe provoquerait principalement une activation des voies dépendantes
de SA, tandis qu’une infection par un pathogéne nécrotrophe, une blessure ou la
reconnaissance d’'un PGPM induiraient des réponses de défense impliquant les voies
dépendantes aux équilibres JA/Et. Selon la contrainte, la composition des composés
défensifs produits varie en fonction des voies mises en jeux. Cependant les équilibres
phytohormonaux sont trés subtils et complexes. Globalement, les voies dépendantes du SA
semblent avoir une certaine priorité sur celles impliquant les équilibres JA/Et, avec de
possibles inhibitions des réponses de défense induites par ces dernieres (Pieterse et al.,
2001 ; Spoel et al., 2003). Par contre, les voies JA/Et dépendantes auraient un effet positif
(synergique) sur l'action des voies SA dépendantes. L’activation simultanée de la SAR et de
I'ISR peut conduire a une résistance contre les maladies plus importante que chacune d’elle
exprimée séparément (van Wees et al., 2000). Tandis que la SAR protégerait la plante sur
plusieurs semaines contre de nouvelles infections (quel que soit 'agent pathogéne), 'ISR ne
conférerait qu'une protection totale sur quelques jours (Harman et al., 2004). Enfin, la
durabilité de la résistance induite par les PGPM différe d’'une plante a I'autre mais aussi en
fonction des souches de PGPM utilisées (Ramamoorthy et al., 2001).

L’ensemble de ces mécanismes de résistance (HR, LAR, SAR, ISR) déployés par les
plantes permettent de se protéger contre un large spectre d’agents pathogénes de nature
fongique, mais également bactérienne et virale, ou contre des ravageurs tels des insectes,
des nématodes et des herbivores, ou encore, des phanérogames parasites.

7 - Les microorganismes bénéfiques, cas de Trichoderma

7.1 - legenre Trichoderma, concepts généraux

Le genre Trichoderma est une moisissure appartenant a la classe des Sordariomyceétes,
et dont les membres sont généralement classés comme organismes anamorphes de la
famille des Hypocraceae de la division des Ascomyceétes. La caractérisation de nouvelles
espéces de Trichoderma ne cesse d’augmenter, rendant la taxonomie du genre Trichoderma
trés complexe. Cette classification, initialement basée sur des critéres morphologiques au
niveau des conidiophores et des phialides (Bisset, 1991 ; Leuchtmann et al.,, 1996), est
continuellement bouleversée par le biais de la biologie moléculaire (Esposito et Silva, 1998 ;
Chaverri et al, 2015). Quant a T. harzianum, I'analyse de séquences de génes d’ARN
ribosomiques (/TS), d'un facteur d’élongation (EF-71alpha), d’'une calmoduline (CAL) et d’une
actine (ACT) chez différentes espéces, a permis de prouver que Trichoderma harzianum
était le téléomorphe (forme reproductrice sexuée) de 'Ascomycéte Hypocrea lixii (Chaverri et
al., 2003ab).

Les souches de Trichoderma sont avant tout identifiables par leurs aspects morphologiques
caractéristiques, notamment grace a leurs pigments conidiens verts clairs ou blancs et a leur
structure de conidophores branchés (figures 12 et 13). La plupart ne présentent pas de cycle
sexuel et leur cycle de développement ne présenterait que des phases de multiplication
végétative par mitoses. Ces sporulations, abondantes, leur assurent un développement trés
rapide. Ce mode de vie est d’autant plus efficace que les organes de dissémination de
Trichoderma sont capables de rester a 'état quiescent. Leur développement mycélien est
stimulé lorsqu’une source d’énergie appropriée est disponible (Samuels, 2006). Les
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Trichoderma sont remarquables pour leur croissance rapide (avec un mycélium verdatre en
pleine croissance liée a la sporulation du champignon) et leur capacité a utiliser un large
gamme de substrats d’origines naturelle ou chimique bien que leurs besoins nutritionnels
semblent assez faibles.

Grace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, les
Trichoderma sont ubiquitaires et trés répandus dans la nature, a I'exception notable de
l'antarctique. lls sont retrouvés dans des milieux écologiques trés différents, terrestres
comme aquatiques. En relation avec les plantes, les Trichoderma sont pour la plupart
saprophytes et trés rarement parasites, et vivent principalement associés aux racines ou sur
des débris végétaux en décomposition (tout particulierement dans la litiere des foréts)
(Howell, 2003). Enfin certaines espéces sont endophytes et colonisent les parties aériennes,
les feuilles notamment. Au sein de la rhizosphére, le développement de plusieurs espéces de
Trichoderma semble étre favorisé par la présence d'un grand nombre de racines qu'elles
colonisent aisément. || a été démontré que la plupart des sols tempérés et tropicaux
contiennent au minimum une centaine de propagules de Trichoderma par gramme du sol
(Harman et al., 2004). De méme, la présence des propagules de Trichoderma peut
représenter jusqu'a 3% du total des propagules fongiques d’un sol forestier ou 1,5% des
champignons dans des sols destinés au paturage (Gams et Bissett, 1998). A ce titre, ils sont
considérés comme des organismes majeurs dans 'équilibre des microflores ou ils évoluent,
et leur présence si prégnante associée a leur haute activité hydrolytique laisse sous-entendre
gu’ils sont un maillon important dans la chaine biologique.

7.2 - Trichoderma comme agent de lutte contre les phytopathogénes

Les propriétés antagonistes de certains Trichoderma spp. ont été mentionnées pour la
premiére fois par Vuillemin en 1887 (cité dans Lamy Krafft et Roquebert, 1981). Du fait de la
prise de conscience de la nocivité des pesticides, ils suscitent un intérét grandissant. En
effet, certaines souches de Trichoderma présentent I'aptitude a parasiter des champignons
appartenant notamment a une trés large gamme d'agents phytopathogénes (Chet, 1993). De
plus, certaines souches établissent des colonisations vigoureuses et durables a la surface
des racines de plants parasitées, en pénétrant I'épiderme ainsi que quelques couches
cellulaires sous-épidermiques. Ce contact avec la plante instaure une relation trés
particuliere entre les protagonistes, dont la plante tire un profit positif trés significatif. Par
conséquent, depuis les années 1930, certaines souches de Trichoderma ont été valorisées
en tant qu’agents biologiques de protection efficaces pour contréler certaines maladies
fongiques et bactériennes chez les plantes (Harman et al.,, 2004 ; Dubey et al., 2007 ;
Thangavelu et al., 2004 ; Hermosa et al., 2012 ; Sriram et al., 2013). Par exemple, sa
présence in planta et en particulier au niveau des racines et des feuilles empéche le
développement de certaines maladies parasitaires causées par Botrytis cinerea, Fusarium
solani, Helminthosporium sativum ou Pythium ultimum.

7.2.1 - Actions antagonistes directes déployées par Trichoderma

Ce n'est toutefois qu'en 1971 que Dennis et Webster ont pu élucider les différents
mécanismes d'action de ce champignon antagoniste qui incluent principalement le
mycoparasitisme, l'antibiose, la compétition pour les nutriments et l'espace, puis la
stimulation des défenses et de la physiologie générale de la plante (Tseng et al., 2008).
L’activité antagoniste de Trichoderma, quelles que soient ses modes d’action déployées,
semble étre un processus complexe. Lors d’'une action directe (mycoparasitisme), plusieurs
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phases ont été décrites (figure 14). En premier lieu se déroule une croissance chimiotrophe
du parasite vers I'hdéte. Il s’ensuit sa reconnaissance via un processus classique de type
récepteurs/ligands. Ainsi les souches de Trichoderma reconnaissent leur cible par
lintermédiaire de petites molécules, notamment des fragments peptidiques, qui sont libérées
sous l'action d’enzymes hydrolytiques sécrétées par Trichoderma. Ces molécules peuvent se
lier a un récepteur couplé a une protéine G ou a des récepteurs Gpr1 qui se trouvent au
niveau des membranes plasmiques des hyphes de Trichoderma. Cet attachement déclenche
une cascade de signalisation impliquant des protéines G et des protéines kinases qui
activeront a leur tour une série de MAPK. Ces voies de transductions modulent I'activité de
facteurs de transcriptions, eux mémes augmentant I'expression de génes qui codent les
enzymes impliquées dans la biosynthése de métabolites secondaires, ou d’enzymes de
dégradation de la paroi appelées CWDEs (glucanases, chitinase, peptidases ...) (Kubicek et
al., 2014). A ce stade, Trichoderma s’enroule autour du pathogéne (processus décrit comme
un étranglement), et son adsorption est assurée par des liaisons entre des glucides présents
dans la paroi de Trichoderma et des lectines présentes dans la paroi du champignon parasité
(Inbar et al., 1996). A linstar de n’importe quel organisme vivant, 'agent parasité répond
simultanément a I'attaque portée par Trichoderma, en sécrétant des métabolites secondaires
volatiles ou dissouts et des poisons oxygénés (ROS, reactive oxygen species). Ces derniers
élicitent une réponse de stress supplémentaire chez Trichoderma, concourant a la production
d’enzymes et de nouveaux métabolites secondaires dédiés a leur détoxication (Druzhinina et
al., 2011). In fine, ces interactions aboutissent a la dissolution du cytoplasme de I'hnéte par
injection de toxines et d'enzymes digestives qui le détruisent de l'intérieur. Les nutriments
sont ensuite absorbés par Trichoderma, et orientés vers son métabolisme général. Ce
mycoparasitisme est un mécanisme majeur de l'activité antagoniste de Trichoderma contre
des agents phytopathogénes.

Le genre Trichoderma instaure également des situations de compétition envers les
ressources en nutriments et l'espace a coloniser. Les Trichoderma sont parmi les
microorganismes rhizosphériques les plus compétitifs. lIs tirent profit de I'apport nutritif libéré
par le systéme racinaire des plantes avec la possibilité de coloniser ces racines. La
pénétration des Trichoderma dans les tissus racinaires est généralement limitée au niveau
de la premiére couche et/ou de la couche secondaire des cellules racinaires (Yedidia et al.,
1999, 2000; Metcalf et Wilson, 2001). La fixation de Trichoderma sur les racines des plantes
favorise I'absorption et la concentration de quelques éléments nutritifs "dissouts" dans la
solution du sol comme le cuivre, le fer, le manganése, le phosphore et le sodium (Yedidia et
al., 2001).

Ces événements de compétitions sont généralement assortis a des sécrétions de toxines. En
effet, les Trichoderma sont aptes a sécréter prés de 200 métabolites secondaires
appartenant a différentes classes de composés chimiques (Reino et al., 2008 ; Andrabi et al.,
2011). Parmi ces composés, nous retrouvons des peptaiboles (polypeptides) ayant des
effets antifongiques, antibactériens (principalement contre les souches Gram +) et antiviraux.
La nature des peptaiboles varie selon les espéces. Par exemple, T. harzianum sécréte des
trichorzianines A et B et des trichorzines, T. viride sécréete les viridines, trichotoxines A et B,
et des trichorovines, quant a T. koningii, il synthétise de la koningine, de I'acide koningique et
des trichokonines. Certains de ces métabolites sont aussi nécessaires pour assurer des
modifications chimiques de I'environnement (pH, ionisation etc). En synergie avec ces
actions directes, Trichoderma instaure des actions indirectes comme la promotion de la
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croissance des plantes en accroissant la disponibilité en éléments nutritifs pour la plante, et
une stimulation systémique des réponses de défense chez la plante (Naseby et al., 2000 ;
Benitez et al., 2004 ; Vos et al.,, 2015). Ces actions ne sont pas exclusives les unes des
autres ou spécifiques d’'une espece de Trichoderma, mais elles s’exécuteraient plutot
ensemble.

7.2.2 - Actions antagonistes indirectes, déployées par la plante sous la gouverne de Trichoderma

Parallélement aux activités antagonistes directes, il a été démontré dans les années 90s

que Trichoderma présente I'aptitude a moduler les résistances localisées et systémiques a
I'égard de plusieurs agents pathogénes (Elad, 1996 ; Enkerli et al., 1999 ; Druzhinina et al.,
2011) (figure 15).
Ces inductions chez les plantes sont assurées suite a la reconnaissance de substances
chimiques sécrétées par les hyphes de Trichoderma. Différentes familles de molécules
intégrent ces événements, dont des péptaiboles et le ceratoplatanin Sm1 (EPL1 chez
certaines espéces), ou encore la Xylanase Eix, qui induisent la résistance chez les plantes
notamment par I'activation des activités hydropéroxyde lyases, péroxydases et phénylalanine
ammonia-lyases. Ces enzymes intégrent les voies de biosynthése des composés des
phénylpropanoides (ou phytoalexines) et de lignification des tissus, qui dans un contexte
physio-phytopathologique, créent un environnement toxique tout en participant a la
rigidification pariétale et au dép6t de callose qui freineraient la progression des agents
phytopathogénes.

Enfin, d’autres effets positifs peuvent étre mis en exergue, telles la résistance aux
contraintes abiotiques des plantes, une amélioration de I'efficacité photosynthétique et une
meilleure utilisation de certains minéraux du sol comme l'azote. Ces effets qui procédent
d’'une maniére synergique, seraient a l'origine d’'une accélération de la croissance des
plantes. En effet, des plants traités par Trichoderma présentent une forte augmentation du
systéme racinaire (longueur et poids sec) et des feuilles (poids sec, longueur des pousses)
(Harman et Bjorkman, 1998 ; Howell, 2003). Ces modifications physiologiques résulteraient
d'une synergie entre plusieurs facteurs, dont une meilleure translocation de nombreux
minéraux comme le cuivre, le fer, le manganése ou le zinc qui peuvent étre non disponibles
dans certains sols ou bien existent sous des formes non assimilables pour les plantes, ou la
modulation des équilibres entre des hormones végétales comme celles impliquées dans
l'organogénése et la stimulation des défenses végétales. Cette influence sur I'architecture
générale du protagoniste végétal serait liée a laptitude originale que présentent les
Trichoderma a synthétiser des molécules mimant les phytohormones comme des auxines et
des cytokinines, ou alors des enzymes participant a leur biosynthése comme I'ACC
Désaminase (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) a I'égard de I'éthyléne (Hermosa et al.,
2012 ; Chanclud and Morel, 2016) (figures 16 et 17). Les équilibres hormonaux sont trés
complexes mais constituent les principaux leviers pour modifier 'expression des processus
physiologiques d‘un organisme eucaryote pluricellulaire. Et comme introduit dans le chapitre
5.8, le processus de développement et la modulation du systéeme de défense de la plante
sont interconnectés par un réseau de voies de signalisations hormonales dont les acteurs
majeurs sont I'acide salicylique, les jasmonates et I'éthyléne (Viterbo et al., 2010 ; Hermosa
et al., 2012).
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Aujourd’hui, ces connaissances fondamentales sont valorisées et exploitées en agronomie
afin d’optimiser le contréle de certaines maladies chez des plantes cultivées. Ainsi, des
souches de Trichoderma (sous forme de conidies, de mycélium et/ou de chlamydospores) ou
des substances organiques produites a partir de ces souches sont commercialisées en Asie,
en Europe ou aux Etats-Unis et appliquées sur un large éventail de cultures (Harman et al.,
2004). Cependant, Trichoderma présente des mécanismes d’antagonisme globalement
complexes. Il peut utiliser un ou plusieurs mécanismes d'action en synergie pour contrdler un
champignon cible. De méme, le déploiement des mécanismes varie selon les champignons
cibles et les conditions environnementales (pH, température, humidité, etc). Une application
de Trichoderma sera d’autant plus efficace qu'il est appliqué préventivement c’est a dire
avant les premiers signes d’'une quelconque infestation. Sa faculté a créer des manchons de
protection autour des racines permet de prévenir toute entrée d'agent pathogéne. Un effet
positif similaire est observé lorsqu'il est pulvérisé sur les parties aériennes du végétal. De
plus, comme décrit auparavant, I'installation de Trichoderma induit des effets stimulants pour
la croissance d’'une plante saine.

7.3 - Exploration de la relation pathosystémique et tripartite impliquant Trichoderma sous le prisme
nutritionnel

L’interaction qui unit Trichoderma avec ses champignons hoétes dans un environnement
physico-chimique trés particulier, en I'occurrence celui d’'une plante infestée, traduit avant
tout I'établissement d’'une relation trophique au profit de I'hyperparasite. Par définition et a
linstar de n’importe quel champignon hétérotrophe vis-a-vis de [I'élément carbone,
Trichoderma s’alimente aux dépens d’autres organismes vivants en y puisant par
absorbotrophie (et essentiellement par osmotrophie, d’ou la présentation des champignons
parasites comme étant des agents osmotrophes) les ressources moléculaires nécessaires au
maintien de la vie, autrement dit les aliments. A ce jour, I'appréciation de son cycle de
développement sous un angle trophique (eau, minéraux et macromolécules) n’a pas été
exhaustivement amorcée. Et pourtant, de telles données contribueraient a mieux comprendre
fondamentalement le cycle de développement du champignon tout en alimentant les
réflexions déja engagées par différents laboratoires de recherche tunisiens et internationaux
dans 'optimisation des moyens de lutte contre certains mycoparasites de l'olivier.

La composition chimique hydrophobe des membranes biologiques leur confére une
imperméabilité vis-a-vis d’ions et de petites molécules organiques et inorganiques chargées.
L’'absorbotrophie est alors un mécanisme qui permet dincorporer par diffusion
transmembranaire et sans déformation de membranes une nourriture "dissoute". Cette
diffusion s’organise au travers de tout un réseau complexe de canaux, de transporteurs, de
pompes, de "translocateurs" situés au travers des membranes cytoplasmiques des hyphes.
Ces transporteurs transmembranaires sont généralement spécifiques d’'une ou de quelques
molécules particuliéres, et facilitent leur circulation a travers les membranes cellulaires a
l'aide de gradients de concentration chimiosmotiques (base de 'osmotrophie). Ce mode de
nutrition ne peut étre effectif que dans un environnement liquide, subséquent a la
biosynthése et la sécrétion d’enzymes extracellulaires qui catabolisent I'environnement
organique du champignon.
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Il est impossible ici de dresser un éventail exhaustif des systémes de transport qui
déterminent les compositions moléculaires et les états d'énergie des cellules. Une étude
récente avance que les cellules dans leur diversité se composeraient de plus de 10 000
systémes de transport non redondants classés dans plus de 1 000 familles de transporteurs
en fonction de leur phylogénie et de leur fonction. Autre chiffre traduisant I'intérét que porte la
communauté scientifique a ces transporteurs, les 11 000 citations de référence (Saier et al.,
2016).

Chez les champignons, certaines familles sont relativement bien étudiées comme par
exemple les "Major Facilitator superfamily" (MFS) ou les "Amino acid-Polyamine-
organoCation (APC) superfamily" (Fajardo Lopez et al.,, 2008 ; Lucic et al., 2008). Une
superfamille, les "Major Intrinsic Proteins" (MIP), est comparativement moins étudiée. C’est
pour cette raison que cette superfamille attire particuliérement toute notre attention.

8 - Les Major Intrinsic Protein (MIP)

8.1 - Concepts généraux

Les protéines intrinseéques majeures (MIP), encore appelées génériquement aquaporines
(AQP), sont des canaux membranaires qui transportent de I'eau et/ou du glycérol retrouvés
dans presque toutes les membranes biologiques, plasmalémique et intracellulaire (ou
systéme endo-membranaire). De part leur répartition ubiquitaire dans un organisme et leur
participation fonctionnelle a assurer 'échange de matiére a travers ces membranes, les MIP
sont impliquées dans la majorité des processus physiologiques de I'organisme.

La fonction principale des MIP est de faciliter le transfert bidirectionnel d'eau et de petits
solutés a travers les membranes biologiques en réponse a des différentiels de gradients
osmotiques. En fonction de leur perméabilité et de leurs caractéristiques structurales, c’est-a-
dire selon leur aptitude a diffuser de I'eau exclusivement ou également du glycérol, les MIP
sont classées en 2 principaux groupes distincts, respectivement les aquaporines (AQP stricto
sensu) et les aquaglycéroporines (GLpF, glycerol-uptake facilitators, ou GLP) (figure 18).

8.2 - Les MIP fongiques

Les MIP sont partagées par la plupart des organismes procaryotes et eucaryotes
(Danielson et Johanson, 2008). Chez les champignons, la classification MIP repose
principalement sur celle des espéces de levures et applique la nomenclature des MIP de
mammiféres (Pettersson et al., 2005). Les MIP comprennent 3 sous-familles principales : les
AQP orthodoxes (les aquaporines), les AQGP (aquaglycéroporines) et les XIP (X-Intrinsic
proteins) (Dietz et al., 2011 ; Xu et al., 2013) (figure 19).

Historiquement, la premiére analyse phylogénétique compléte de 19 levures et de trois
champignons filamenteux (deux Ascomycetes et un Basidiomycéte) (Pettersson et al., 2005)
a permis de classer 55 MIPs fongiques en quatre groupes: les aquaporines orthodoxes, les
aquaglycéroporines de type Fps-like, les aquaglycéroporines de type Yfl054c et des
aquaglycéroporines de type "autres". Les protéines de type Fps1 ne sont rencontrées que
dans les levures comme Saccharomyces cerevisiae et les AQGP "autres" seulement dans
les champignons filamenteux. Quant aux protéines de type Yfl054c, elles sont partagées
entre les levures et les champignons filamenteux
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La caractérisation fonctionnelle de la capacité de transport des MIP fongiques pour I'eau ou
de petites molécules neutres a principalement débuté sur quelques MIP appartenant a six
espéces de levures: S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Zygosaccharomyces
rouxii, Candida albicans, Kluyveromyces lactis et K. marxianus. Par la suite, Gupta et
Sankararamakrishnan (2009) ont identifié neuf membres de type XIP a partir des séquences
génomiques de huit espéces fongiques sur la base de la similitude de séquence avec
quelques XIP végétales. A l'instar des plantes, il s’avére aujourd’hui que les XIP représentent
la plus petite sous-famille MIP fongique. En dehors de quelques Ascomycétes et
Basidiomycétes, les XIP ont été seulement observées chez quelques Microsporidia. Chez les
Ascomycétes, les XIP ont été trouvées exclusivement dans la subdivision des
Pezizomycotina, tandis qu'a l'intérieur des Basidiomycétes, les XIP semblent étre absentes
des Ustilaginomycotina (Nehls et Dietz, 2014). Enfin, cette sous-famille dont les fonctions
des membres restent énigmatiques dans la physiologie du champignon, forment un groupe
trés particulier qui serait le seul a étre en commun avec les plantes (Gupta and
Sankararamakrishnan, 2009 ; Lopez et al., 2012). Enfin, par rapport aux AQP et AQGP,
beaucoup reste a découvrir sur cette sous-famille.

Depuis quelques années, le nombre de séquencages des génomes de champignons est en
pleine expansion, et les séquences sont souvent rendues publiques. De nouvelles
séquences MIP sont donc accessibles et permettent d’enrichir et d’affiner les jeux de
données phylogénétiques (Dietz et al.,, 2011 ; Xu et al.,, 2013 ; Verma et al., 2014). Par
exemple, certains grands sous-groupes d'’AQGP fongiques peuvent étre classés comme a ou
B, et sont rencontrés respectivement chez les Ascomyceétes et Basidiomycétes (Xu et al.,
2013). Il existe également deux petits sous-groupes fongiques d’AQGP désignés y1 et y2. Le
sous-groupe y1 se trouve principalement chez des espéces de Mucoromycetes. Le second
groupe, y2, a été récemment identifié et serait partagé entre quelques espéces
filamenteuses d’Ascomycétes (Verma et al., 2014). Mais ces nouvelles données n’offrent que
des ajustements mineurs car aucune nouvelle famille n’a été mise a jour ; les MIP fongiques
semblent se disperser entre 3 sous-familles, les AQP, les AQGP et les XIP.

Les MIP fongiques sont donc diverses et se classifient en un grand nombre de clades qui
se distinguent nettement de ceux rencontrés chez les animaux ou les végétaux (a I'exception
notable des XIP). Contrairement a ces deux derniers regnes, trés peu de MIP fongiques ont
été analysées fonctionnellement. Cette carence s’adresse d’autant plus aux MIP issues de
champignons filamenteux. Les MIP fongiques les plus étudiées furent celles de la levure
Saccharomyces cerevisiae. Le génome de cette espéce posséde deux génes AQGP, Fps1
et Yfl054c, dont les protéines sont des perméases au glycérol fonctionnelles (Hohmann et
al., 2000 ; Oliveira et al., 2003). Fps1 joue un rdle clé dans lI'osmorégulation de la levure en
régulant les taux de glycérol intracellulaire lors de changements en osmolarité externe
(Ahmadpour et al., 2014), alors que la fonction cellulaire de Yfl054c reste incertaine (Oliveira
et al., 2003). Chez les champignons filamenteux, seules quelques MIP ont été étudiées, et
en grande majorité au sein d’espéces mycorhiziennes. L'AQGPs GintAQPF2 de Glomus
intraradices, membre du sous-groupe Yy, a montré une activité élevée lorsqu'elle était
exposée au polyéthyleneglycol et une grande aptitude a transporter I'eau, ce qui est crucial
pour les cellules de levure transformées afin de survivre a une contrainte osmotique (Li et al.,
2013b). De méme, deux AQGP (Lacbi1:317173 et Lacbi1:391485) rencontrées chez le
Basidiomycéte ectomycorhizien Laccaria bicolor et appartenant au sous-groupe a, montrent
une perméabilité a I'eau plus importante que I'AQP orthodoxe Lacbhi1:392091 (Dietz et al.
2011). Les AQGP Lacbi1:317173 et Lacbi1:391485 sont également aptes a transporter de
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Figure 20. Modéle du sablier des aquaporines. D’aprés Isokpehi et al., 2009.
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I'ammoniac (en plus du glycérol pour Lacbi1:391485). Ces MIP participeraient aux échanges
azotés primordiaux lors des relations unissant les plantes avec les symbiontes
ectomycorrhiziens (Nehls and Dietz, 2014). Enfin, leur fonction dans les interactions plante-
champignon incluraient la signalisation pendant I'établissement de la symbiose (Navarro-
Rédenas et al., 2015) et le transport de I'eau dans les racines mycorhiziennes (Xu et al.,
2015).

8.3 —MIP et relation parasitaire

Comme nous I'expliquions précédemment, une frange du monde fongique est parasite, ou
pathogéne. Ces organismes tirent parti d’autres organismes vivants ou morts (ou hétes).
Leur installation engendre généralement des symptdomes morbides (ou maladies) de tout ou
partie de leur héte, allant parfois jusqu’a provoquer sa mort. Ces parasites s’attaquent aussi
bien aux plantes (comme par exemple la fusariose provoquée par les Fusarium), aux autres
champignons (Nyctalis asterophora qui s’attaque aux russules et lactaires), aux insectes
(Beauveria sp. utilisé dans la lutte contre le paludisme puisque parasitant les moustiques) et
aux animaux dont les Hommes (Aspergillus, responsables des aspergilloses). De maniére
exceptionnelle, certaines espéces de champignons seraient décrites "carnivores", car elles
seraient aptes a capturer et a digérer leurs proies, souvent des nématodes (Kerry, 2000).

Les études démontrant I'implication potentielle de MIP dans I'établissement de relations

parasitaires sont exceptionnellement rares a la vue de la bibliographie foisonnante qui
entoure les champignons parasites ou les MIP. Les quelques études disponibles les traitant
ensemble ciblent essentiellement des interactions impliquant des espéces de protozoaires
parasites comme Plasmodium, Trypanosoma and Leishmania (Fadiel et al., 2009 ; Beitz,
2005 ; Hansen et al., 2002), ou encore un groupe trés particulier de champignons parasites
unicellulaires rencontrés chez les animaux, les Microsporidiomycota (Verma et al., 2014). De
maniére attendue, ces MIP sont aptes a transporter de I'eau et/ou du glycérol. Mais de
maniéere totalement remarquable, comme par exemple chez Trypanosoma brucei, certaines
MIP montrent un filtre de sélectivité inhabituel avec une surreprésentation de grands résidus
d’aminoacides hydrophobes de type IVLL, et 'absence systématique de résidus aromatiques
et/ou chargés. Il s’avere que T. brucei provoque la maladie du sommeil chez I'homme, et que
'augmentation de sa résistance croisée aux médicaments mélarsoprol et pentamidine serait
conférée par ces MIP particulieres. En effet, ces molécules s’intégreraient dans le vestibule
de certaines MIP en dépit leur imposante masse (>92 Da) comparée a celle du glycérol (33
Da) (Baker et al., 2012 ; Graf et al., 2013).
Chez les phytopathogénes, le champignon parasite du riz Magnaporthe oryzae renferme au
moins 4 AQP orthodoxes et 2 AQGP. Trois de ces génes semblent induits au niveau des
structures d’infection, les appressoria. Il a été avancé que des efflux de glycérol provenant de
ces appressoria seraient essentiels pour M. oryzae, car aprés avoir perforé la paroi cellulaire
des cellules végétales, ces efflux éviteraient leur éclatement (Liu et al., 2015). En effet,
I'accumulation de glycérol en tant que molécule osmoprotectrice semble étre un événement
essentiel dans les processus d’infection des cellules végétales (Thines et al., 2000).

Les études ciblant des MIP fongiques concernent avant tout aujourd’hui l'identification de
nouvelles cibles médicamenteuses envers des espéeces fongiques pathogénes pour I'humain,
et dont une augmentation a résister aux médicaments est rapportée, probablement via une
voie "d’excrétion/détoxication” dépendante des MIP (Agre et al., 2002 ; Kontoyiannis
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et Lewis, 2002 ; Sanglard, 2002 ; Castle, 2005 ; Beitz, 2005). A notre connaissance, et a
I'exception d’'une caractérisation de MIP chez le pathogéne du riz Magnaporthe oryzae,
aucune étude phylogénétique ou fonctionnelle n’a ciblé des MIP de champignons
mycoparasites.

8.4 - Structure protéique, et détail de quelques points de régulation

La structure des MIP fut établie par des études de cristallographie aux rayons X sur des
séquences animales, végétales et microbiennes. Ces études ont montré des caractéristiques
structurelles hautement conservées entre MIP (figure 20). En général, ces protéines sont de
poids moléculaires moyens compris entre 23-35 kDa. Elles se composent de six régions
transmembranaires (hydrophobes et hélicoidales, numérotées de 1 a 6) ayant toutes une
inclinaison d’environ 30° par rapport au plan de la membrane, et qui sont reliées entre elles
par cing boucles (A a E). Les boucles A, C, et E sont situées dans l'interface apoplasmique,
tandis que les deux boucles B et D se situent dans l'interface cytoplasmique. Enfin, les MIP
se terminent par deux régions N- et C-terminales, plus ou moins longues selon la MIP et
'espéce, qui évoluent dans l'interface cytoplasmique. Les six hélices transmembranaires se
rassemblent entre elles, donnant naissance a une architecture globale d’'un monomére en
forme de canal. La sélectivité de ce canal vis-a-vis de tel ou tel soluté est notamment
assurée par les boucles B et E. En effet, ces boucles présentent des séquences primaires en
aminoacides globalement hydrophobes, les forgant a s’insérer vers l'intérieur du canal. De
plus, ces séquences possédent chacune un motif hautement conservé entre MIP et composé
de 3 acides aminés: asparagine, proline et alanine (Asn-Pro-Ala, NPA). La trés haute
conservation de ce double triplet d'acides aminés en fait une des caractéristiques majeures
des aquaporines Ces motifs sont disposés de telle maniére qu’ils se font face en
configuration anti-complémentaire au coeur du canal. Ce cceur n’en reste pas moins un
environnement globalement hydrophobe et, en empéchant I'établissement de liaison
hydrogéne, il permet le passage rapide des molécules polaires et/ou chargées (comme I'eau
ou le glycérol). Ces motifs sont hautement stratégiques pour la fonctionnalité de la protéine,
car ils participeraient a la création d’'une zone de constriction dans le canal (tel un sablier)
(figure 20). Chez AQP1 par exemple, le diamétre du pore passe de 20 A environ au niveau
de ses extrémités a 2,8 A au point le plus étroit, soit au niveau de I'histidine 180. Dans un tel
goulot d’étranglement, le passage se limite aux seules molécules d’eau suffisamment petites
pour passer. Le passage des molécules se congoit de maniere orientée et en file indienne.
Un pore plus conséquent permet le passage de molécules plus volumineuses comme le
glycérol ; cela concerne les AQGP ou GLP.

Ces motifs ne sont pas les seuls a étre responsables de la sélectivité des MIP. lls sont
secondés par différents résidus d’acides aminés disséminés le long de la séquence primaire.
Par exemple, une seconde structure appelée filtre aromatique/Arginine (Ar/R) est composée
de quatre acides aminés: un premier est situé dans I'hélice 2, un dans I'hélice 5 et les deux
derniers au niveau de la boucle E inter-hélicoidale contenant la seconde boite "NPA". Cette
seconde structure impose une constriction plus étroite que celle proposée par les motifs
"NPA", et sa composition trés variable en acides aminés serait en partie responsable de la
capacité a transporter différents solutés (Mitani-Ueno et al., 2011). De plus, elle contribuerait
aussi a I'exclusion protonique assurée par le filtre NPA.

Une fermeture du canal, occasionnant l'arrét des flux de solutés, peut étre obtenue par
protonation d'un résidu Histidine situé au niveau de la boucle D. Cette boucle D se rabattrait
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sur le col, tel un couvercle, offrant une conformation fermée a I'aquaporine (Hedfalk et al.,
2006). A linverse, un événement de phosphorylation au niveau de la boucle B agirait
directement sur la boucle D, rendant une conformation ouverte a 'aquaporine (Hedfalk et al.,
2006 ; Lopez et al., 2016).

Enfin, les AQP s’associeraient dans la membrane pour former des homo- et des hétéro-
tétrameres. Ces structures quaternaires seraient nécessaires pour le repliement,
'acheminement et la stabilité des protéines au sein des membranes. Fonctionnellement,
chaque sous-unité est un canal entiérement opérationnel, mais certaines études ont révélé
que cette configuration tétramérique augmenterait les activités de diffusion de chaque sous-
unité.

9 -Conclusion

L’olivier s’enracine trés profondément dans [I'histoire de I'Humanité, et l'oléiculture a
travers les siécles occupe toujours une place importante dans I'agriculture, 'économie et la
culture de nombreux pays dont la Tunisie. Pour lutter contre les infections causées par de
nombreux bioagresseurs, la production d’'une olive de haute qualité nécessite cependant
I'utilisation toujours trop importante de pesticides de synthése chimique. La récurrence de
ces traitements et des quantités appliquées posent le probléme de leur impact sur
'environnement et la santé humaine (agriculteurs, transformateurs et riverains), mais
également celui de leur présence insidieuse a travers de multiples résidus -souvent plus
nocifs- dans les fruits ou dans I'huile touchant donc tous les consommateurs.

A l'instar de la plupart des espéces pérennes et annuelles cultivées, I'utilisation intensive de
ces pesticides n’assure en rien la pérennité des plantations oléicoles. En effet, il a été
exposé dans ce premier chapitre que [lolivier est la cible de nombreux agents
phytopathogénes comme des agents cryptogamiques (Fusarium spp.) ou bactériens
(Pseudomonas syringae) mais aussi de nombreux parasites tels les insectes (mouche),
toutes ces maladies qui affaiblissent années aprés années l'arbre et son potentiel de
production. Les épidémies de fusariose, tout comme celles décrites précédemment,
progressent inexorablement au fur et a mesure du temps dans le paysage oléicole tunisien,
voire méditerranéen. Toutes ces pathologies deviennent, en ce début de 21°™ siécle, une
source d’inquiétude majeure pour la profession oléicole déja fragilisée conjoncturellement.
Dans ce contexte, le biocontréle par utilisation de micro-organismes bénéfiques doit étre
reconsidéré comme une stratégie de protection pertinente, et ce a plus d'un titre : parmi ses
nombreux avantages, cette voie alternative aux fongicides protége la plante de maniére non
spécifique tout en potentialisant la robustesse de son état physiologique général. De plus il a
été prouvé que la lutte biologique exerce un impact trés faible sur les écosystémes.

De méme, le microorganisme bénéfique établit un dialogue avec ses partenaires. Le
décryptage de ces dialogues moléculaires trés complexes dans leur grande majorité peut
servir de levier afin d’optimiser les relations engagées entre I'agent bénéfique et sa cible.
Ces dialogues traduisent des situations d’attaque et de défense pour I'agent bénéfique
comme pour sa proie, mais aussi I'établissement d’échanges trophiques entre les
protagonistes. Dans ce second contexte, les MIP sont des acteurs majeurs impliqués dans
les échanges de matiére qui modélent la vie ; il nous a paru trés opportun et intéressant de
les y étudier.

A partir de cet état de I'art, nous pouvons définir les objectifs et les démarches qui ont
permis de structurer les travaux de cette thése.
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L’étude bibliographique présentée dans le chapitre précédant souligne limportance
historique et culturale de la filiere oléicole en Tunisie. Elle met aussi en lumiére I'urgence de
développer une voie alternative a 'emploi des pesticides de synthése chimique pour assurer
une production d’olives rentable mais fragilisée par de nombreuses maladies, dont la
fusariose.

Tandis que certaines de ces maladies sont relativement bien décrites et étudiées
fondamentalement chez l'olivier, les données traitant de la fusariose (étiologie, mécanismes
moléculaires de l'interaction etc) restent trés fragmentaires voire inexistantes.

Durant ma thése, nous avons voulu répondre a une hypothése centrale : I'agent Trichoderma
harzianum peut-il étre considéré comme un micro-organisme bénéfique capable d’exercer
une activité de biocontréle contre I'agent phytopathogéne Fusarium solani chez l'olivier? Les
champs exploratoires de cette hypothése peuvent étre appréhendés au travers de directions
et de méthodologies trés diverses. Pour ce qui nous concerne, nous avons ciblé nos actions
en tentant de répondre a deux grandes questions de physio-phytopathologie moléculaire,
chacune correspondant a un chapitre qui sera développé dans le manuscrit :

Question 1 - T. harzianum a-t-il un impact sur la virulence de F. solani chez l'olivier ? Cette
question cible le caractére protecteur qu'une souche de Trichoderma harzianum puisse avoir
envers une souche de Fusarium solani, deux souches fongiques qui sont issues de terrains
agricoles tunisiens. Différentes actions ont donc été mises en ceuvre : i) Evaluation des
niveaux de protection que T. harzianum apporterait sur de jeunes plants d’olivier inoculés par
une souche particuliere de F. solani ; ii) Suivi des niveaux d’expression transcriptionnelle de
génes impliqués dans 'immunité fondamentale des plants d’olivier et potentiellement induits
par T. harzianum ; iii) Décryptage in vitro des mécanismes d’attaque que déploierait T.
harzianum en contact avec F. solani.

Question 2 - Les MIP sont-elles impliquées dans les relations trophiques de T. harzianum ?
Cette seconde question cible donc spécifiquement le réseau trophique que T. harzianum
établit avec son environnement, in planta (olivier) ou in vitro (milieu artificiel), et en présence
ou non de son champignon hbte F. solani. Quelles que soient ces situations physiologiques,
elles s’inscrivent dans des événements trophiques, et bien que les champignons
osmotrophes se nourrissent par diffusion transmembranaire de produits de digestion
extracellulaire, les données ciblant les mécanismes moléculaires sous-jacents sont trés
complexes et ne traitent pas de 'ensemble des perméases qui peuvent étre mises en jeu.
Dans cette seconde partie, nous étudions l'implication de la famille de perméases
transmembranaires appelée Major Intrinsic Protein (MIP). A linstar de la premiére question,
quatre actions ont été menées : i) Evaluation de la diversité des MIP au sein du genre
Trichoderma (et Fusarium) en comparaison avec la diversité des MIP déja décrite au sein de
certains clades fongiques (données bibliographiques) ; ii) Evaluation des profils d’expression
transcriptionnelle des MIP en situation d’installation des champignons sur olivier et lors
d’événement de mycoparasitisme ; iii) Caractérisation in silico des éléments régulateurs cis
composant les promoteurs des MIP de Trichoderma exprimées dans les conditions
physiologiques ciblées ; iv) Elaboration de la structure tridimensionnelle de MIP appartenant
aux grands sous-groupes identifies préalablement, et identification de points de régulation
majeurs pouvant prédire la fonction de perméase vis-a-vis de quelques solutés (eau, glycérol
etc).
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Les résultats de ces actions sont présentés dans deux articles qui constituent les chapitres 3
et 4 de la thése. Le premier, intitulé "Beneficial effect of Trichoderma harzianum strain Ths97
in biocontrolling Fusarium solani causal agent of root rot disease in olive trees", est publié
dans la revue Biological Control. Le second, intitulé "MIP diversity from Trichoderma :
structural consideration and transcriptional modulation during mycoparasitic association with
Fusarium solani in olive trees" a été acceptée pour publication dans la revue Plos one.

Chaque question se terminera par une synthése des données les plus marquantes et de
leur discussion. Les réponses que nous proposerons permettront d’avancer (1) dans la
conception de moyens de lutte biologique contre la fusariose, notamment par I'utilisation de
souche de T. harzianum ; (2) dans la compréhension des mécanismes déployés par T.
harzianum en situation de biocontrble envers F. solani, et (3) dans la compréhension de la
superfamille des MIP qui reste trés peu étudiée chez les champignons par rapport aux autres
régnes, animaux et végétaux. L’ensemble de ces données sera résumé dans un schéma
global de l'interaction tripartite [olivier-T. harzianum-F. solani].

Bien que répondant aujourd’hui a des questions fondamentales de (physio)phytopathologie
moléculaire, cette thése répond également a des problématiques de contrdle biologique de la
fusariose touchant une grande culture arboricole tunisienne, 'oléiculture. Ainsi cette thése
s’intégre pleinement dans une démarche plus large et finalisée d’optimisation de moyens de
luttes alternatifs aux pesticides. Dans ce cadre, le mémoire se conclura sur quelques
perspectives de recherche.

Quelques derniéres précisions

L'aspect cotutelle de cette thése m’a offet un environnement propice pour
I'épanouissement et la réussite de ce sujet de recherche. Par exemple, les expérimentations
d’inoculation sur plants d’olivier ont été entreprises en Tunisie sous la responsabilité de Dr
TRIKI, et les analyses moléculaires ont été réalisées au sein de 'lUMR PIAF a I'Université
Clermont Auvergne. De méme, nous avons fait appel a I'expertise de M. AUGUIN Daniel,
structuraliste moléculaire des protéines et qui est positionné a I'Université d’Orléans, pour
affiner nos modéles tridimensionnels des MIP exprimées chez Tichoderma harzianum.

Par ailleurs, au début de ma thése, j'ai pu participer a une étude sur les X-intrinsic Protein
(XIP) chez 'Hévéa. Cela m’a permis de me familiariser avec les outils de la transcriptomique.
D’ailleurs, 'ensemble des travaux réalisés sur ces XIP d’Hévéa a fait 'objet d’'une publication
intitulée "The Hevea brasiliensis XIP aquaporin subfamily: genomic, structural and functional
characterizations with relevance to intensive latex harvesting" et publiée dans la revue Plant
Molecular Biology, dans laquelle je figure parmi les auteurs. A ce titre, I'article est inclu parmi
les annexes du chapitre 7.

Enfin, nous précisons qu’il n’'y a pas de chapitre spécifiquement réservé a la description
des matériels et des méthodes employés durant ma thése pour mener a bien nos travaux de
recherche. Les méthodes d’étude étant trés spécifiques de chacune des 2 questions
abordées, leurs descriptions sont englobées dans chacun des chapitres les exploitant (ie 3 et
4).
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Question 1 Trichoderma harzianum a-t-il un impact sur la virulence de Fusarium solani chez
lolivier?

Préambule

Une recherche d’agents cryptogamiques a été menée dans le sol de champs de culture
d’oliviers. Une souche de Fusarium solani a été isolée et enregistrée Fso74 (Dr Mohamed Al
TRIKI, résultat non publié, Institut de I'Olivier, Université de Sfax, Tunisie). |l s’avére que
cette souche exprime une forte agressivité sur la plupart des cultivars d’olivier, et serait
incriminée dans I'apparition d'importants dégéats au niveau de différentes productions
agricoles, y compris l'oléiculture. Nous avons décidé d’exploiter cette souche Fso714. Mais
dans la mesure ou nous entreprenions nos expérimentations sur le cultivar Chemlali qui est
largement répandu dans les oléicultures en Tunisie, il était au préalable important de vérifier
sa sensibilité envers Fso714. En d’autres termes, il était crucial que cette souche réponde au
postulat de Koch, c’est-a-dire que le lien de causalité qu’unit 'agent phytopathogéne aux
symptdmes qu’il provoque soit clairement établi. Ainsi, Fso14 isolée de plants malades et a
nouveau inoculée sur de jeunes oliviers Chemlali sains induit sur ces derniers les symptémes
de dépérissement attendus. Le test étant positif, la souche F. solani Fso14 fut utilisée pour
les expérimentations prévues.

Différentes approches de luttes sont envisageables pour protéger les cultures des fusarioses
(Fernanda et al., 2012). Encore actuellement, les agriculteurs ont largement recours a
'emploi des méthodes chimiques (Avasthi et al., 2010 ; Paster et Barkai-Golan, 2008).
Cependant, l'utilisation excessive de ces fongicides dans le contréle des champignons
mycotoxigéniques reste onéreuse pour la profession oléicole, et entraine d'importants
dommages environnementaux, écologiques et de santé publique. De plus, si ces traitements
offrent globalement une protection efficace contre les maladies fongiques, elle reste de
courte durée. En effet, leur efficacité est relativement peu durable a cause de I'adaptation
rapide des populations de phytopathogénes qui se traduit par le développement de
résistance (Paster et Barkai-Golan, 2008 ; Raja, 2014). Ces faits ont notamment conduit a
mener une réflexion plus percutante sur la valorisation de luttes alternatives aux fongicides.
Le biocontréle s’inscrit pleinement dans cette remise en question, et passe par ['utilisation
d'organismes vivants bénéfiques (BCA) parmi lesquels figurent des espéces du genre
Trichoderma. A ce jour, aucune information ne semble indiquer que des Trichoderma spp.
puissent protéger des plants d’olivier contre le développement de fusarioses.

A la lumiére de ce manque d’information et tenant compte des enjeux environnementaux et
sociétaux d’une telle lutte, nous avons voulu vérifier 'hypothése qu’'une souche de
Trichoderma puissent stopper la virulence de I'agent de la fusariose sur olivier. Une trés
large gamme de souches de Trichoderma était a notre disposition. Aussi, il nous a semblé
opportun de cibler une souche naturellement présente dans les sols agricoles tunisiens, en
I'occurrence la souche de T. harzianum Ths97 (Triki et Priou, 1997). En effet, nous sommes
convaincus que l'utilisation d’espéces bénéfiques indigénes en lutte biologique contribue a
préserver non seulement I'équilibre des agrosystémes, mais aussi de leur potentiel de
rendement. L'effet antagoniste de cette souche fut alors testé de maniére préventive et
curative sur des jeunes plants d’olivier Chemlali exposés a I'agent de la fusariose, F. solani
Fso14. Sur ces mémes plants, I'expression de plusieurs génes intégrant différentes voies de
défense végétale fut analysée : le stress oxydant, la voie des phénylpropanoides, des PR
protéines, et des enzymes et facteurs de transcriptions impliqués dans I'établissement des
équilibres phytohormonaux de la plante. Enfin, des tests in vitro ont été entrepris afin
d’apporter quelques faisceaux d’indices quant aux mécanismes cellulaires que déploierait
Ths97 envers son champignon héte Fso14.
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1. Introduction

Olive trees (Olea europaea L.) are one of the most ancient domes-
ticated fruit trees in the Mediterranean basin, and remain a fruit crop of
interest worldwide. There is currently an increase of olive tree orchards
worldwide, due to both their resilience to climate change, and also a
larger demand for olive oil. However, like any plant species of
agronomical interest, olive trees are subject to severe attacks from a
variety of pathogens that affect their health, and ultimately their yield
and oil organoleptic quality (Triki et al., 2009; Boulila, 2011; Gharbi
et al.,, 2016). An increased incidence of drying syndromes has been
observed, especially in some young olive tree orchards and in nurseries.
They result in partial wilting and sudden death of young trees. In all of
the countries where olive trees are grown, a number of fungi have been
reported to be associated with root diseases in nurseries and new
orchards. In Tunisia, preliminary studies were carried out on related
mycoflora from symptomatic olive plants in different oil-producing

regions. One of several potential soil-borne pathogens, a new strain of
Fusarium solani (Fsol4), was isolated. This strain is known to be
responsible for fusarium root rot disease, and was the focus of this
study.

The Fusarium genus is presented as a cosmopolitan soil saprophyte,
but it includes some of the most aggressive phytopathogen species
(Dean et al., 2012). Under certain environmental conditions, strains can
become facultative biotrophic parasites, causing cortical decay, root
rot, and leaf yellowing and wilting, and ultimately, the premature death
of the infested plants (Coleman, 2016). Regarding olive trees, variations
in pathogenicity of different Fusarium spp. isolates have been reported,
and F. solani was described as one of its most aggressive pathogens
(Barreto et al., 2001; Trabelsi et al., 2016). Despite substantial
economic losses caused by F. solani, disease control is still limited to
systemic fungicide treatments and prophylactic actions. Both measures
seem to be very limited (Chandel and Deepika, 2010). They become
rapidly ineffective in controlling phytopathogens under conditions
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conducive to disease and raise serious environmental and safety
concerns. In addition, these measures could quickly become ineffective
in controlling phytopathogens, with risks of resistant strains emerging
(Saiz-Jimenez et al., 2012). The latest surveys conducted in the highest
olive-producing areas portray a scenario where the disease is steadily
expanding (Sergeeva, 2011). For these reasons, it is crucial to intensify
efforts to develop alternative agricultural management practices that
could replace chemicals to biologically control F. solani on diseased
olive plants, thereby acting in a sustainable and environmentally
friendly way. One such alternative requires biological control agents
(BCAs) that reduce the amount of inoculum and/or disease-producing
activity of pathogens (Cook, 1993). So far, however, few detailed
scientific studies have been carried out on the efficient protection of
olive trees against Fusarium spp. through the use of BCAs belonging inter
alia to the Trichoderma genus.

Several rhizocompetent filamentous fungus Trichoderma spp. are
now attractive biofungicide agents, able to control various plant
pathogenic fungi. Trichoderma is synergistically beneficial by competing
for space and nutrients, and inhibiting and/or parasiting off pathogens
using highly fungitoxic antibiotics (Vinale et al., 2014) in combination
with extracellular cell wall-degrading enzymes (CWDEs) (Qualhato
et al., 2013). In addition, Trichoderma spp. exhibits biostimulating
abilities, inducing plant resistance mechanisms and root development
and plant growth (Lorito et al.,, 2010). Locally and systemically
inducing plant defenses is currently viewed as the pivotal mechanism
by which Trichoderma spp. diminishes plant disease symptoms at the
root and foliar levels. These modulations in host plant’s resistance (also
called ISR, Induced System Resistance) result in a superficial and long-
lasting Trichoderma colonization of root tissues (Shoresh et al., 2010;
Hohmann et al.,, 2012). These plant-mediated responses may begin
because elicitors originating from Trichoderma itself are recognized, or
due to the hydrolytic activity on its prey (Djonovic et al., 2006;
Monteiro and Ulhoa, 2006). They are usually regulated and relayed
by jasmonic acid (JA)- and ethylene (ET)-dependent signaling pathways
(Pieterse et al., 2009). However, the complex underlying molecular
mechanisms in the Trichoderma-induced resistance have only been
partially revealed and understanding them is highly difficult. It is
assumed that the plant recognition of Trichoderma triggers the activa-
tion of a cascade signal which then in turn activates a variety of defense
responses, including the secretion of antimicrobial reactive oxygen
species (ROS), numerous secondary metabolites such as phytoalexins
and pathogenesis-related proteins, callose depositions and the possible
development of a type of programmed cell death (PCD) known as
hypersensitive response (HR) (Shoresh et al., 2010). In fine, the
completion of these physiological events leads to multiple host resis-
tances. While a considerable body of literature demonstrates the use of
antagonistic Trichoderma spp. as an efficient alternative to conventional
approaches in controlling various soil-borne phytopathogens (Verma
et al., 2007), and that includes several F. solani strains capable of
infesting different hosts like annual plant species (Rojo et al., 2007; Tae
Gwan and Knudsen, 2013), only a few preliminary reports have
evaluated the effectiveness of Trichoderma spp. against several olive
tree pathogens (including some Fusarium strains) on olive trees (Moussa
et al., 2006). The tripartite interaction T. harzianum/olive tree/F. solani
needs to be further understood.

This study was undertaken to investigate the antagonistic effect of
the fungus Trichoderma harzianum strain Ths97 on the phytopathogen
Fusarium solani strain Fso14 in olive trees. First, we examined Ths97’s
capability to reduce fusarium dieback symptoms caused by Fso14, both
in the root system (primary site of infection) and in the aerial plant
parts that develop secondary symptoms with leaf collapses. Second, we
evaluated the impact of Ths97 and Fsol14 (alone, and in combination,
either preventively in primed plants or curatively in diseased plants) on
expressing defense-related genes from major defense pathways. Third,
we investigated the potential mycoparasitic activity of Ths97 on Fso14
in in vitro condition at a microscopic level. Then we discussed how a
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better understanding of the multiple mechanisms involved when F.
solani Fsol4 is inhibited by T. harzianum strain Ths97 could provide
valuable guidance for using T. harzianum strain Ths97 to control
fusarium root rot biologically.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and fungal strains

Olea europaea cultivar Chemlali obtained from herbaceous cuttings
of two-year-old plants were used for assays. This cultivar is highly
susceptible to several soil-borne fungi such as Fusarium spp., including
F. solani strain Fso14 (Triki et al., 2009). Plants were planted in plastic
bags containing autoclave-sterilized sandy clay soil, and kept in a
growth chamber. Bioassays were carried out using gnotobiotic experi-
mental conditions aimed at reducing any artifact tied to possible
microorganisms that can interfere with the Trichoderma and Fusarium
protagonists or the relationship between them. Plant growth para-
meters were 16-h photoperiod, 26/23 °C (day/night), relative humidity
of around 70%, and regular irrigation. F. solani strain Fsol4 was
previously isolated from rotted roots of young olive trees showing
dieback symptoms in Tunisian orchards. Fso14 was identified by using
molecular methods based on the sequencing amplification products of
the ITS regions by PCR with an accession number KU863548. Tricho-
derma hargianum strain Ths97 (Triki and Priou, 1997) from Tunisian
farmland was the bioagent used as an antagonist against Fso14. All
fungi strains are recorded at the “Institut de 1’Olivier” (University of
Sfax, Tunisia). For experiments, fungi were grown on PDA plates
(Potato Dextrose Agar: 200 g potato, 15 g dextrose, 20 g Agar-agar,
gsp 1L distilled water), and incubated in darkness for 7-10 days, and at
25 °C and 27 °C for Fso14 and Ths97, respectively, to allow abundant
conidia production.

2.2. In planta antagonism assay

Antagonism tests on plants were conducted by inoculating olive tree
roots with conidia suspensions prepared by mixing the contents of four
agar plates (6 cm diameter) with 600 ml of sterile deionized water in a
blender for 2 min at high speed. Roots were carefully dug out, cleaned
with tap water, and submerged for 1h in the inoculum suspensions
(Triki et al., 2011). Control plants were handled similarly with sterile
water. After inoculation, plants were replanted in plastic bags contain-
ing new autoclave-sterilized sandy clay soil. For the confrontation
assays, Ths97 and Fsol4 were inoculated successively with 6 days
between each inoculation. The preventive assay corresponds to plants
inoculated with Ths97 in the first step, and the curative assay
corresponds to plants inoculated with Ths97 in the second step. The
pathogenicity of Fso14 was assessed weekly for 8 weeks by measuring
the severity of aerial symptoms using the 0-4 scale developed by
Sanchez-Hernandez et al. (1998). This scale examines the percentage of
yellowing or necrotic foliage, where 0 = 0%, 1 = 1-33%,
2 = 34-66%, 3 = 67-100%, and 4 = dead plant. The number of
biological repetitions was: n = 6 for water control plants, n = 9 each
for Ths97 and Fso14 infested plants, and n = 18 each for curative and
preventive treatments. Eight weeks after the experiment started, and for
each biological condition, all plant roots were carefully harvested and
randomly pooled to give three biological replicates, rapidly frozen in
liquid nitrogen and stored at —80°C until needed for molecular
analyses.

2.3. In vitro antagonism assay

In vitro confrontation tests were done as previously described
(Behamou and Chet, 1997). Two mycelial plugs (8 mm diameter) were
cut from the edge of actively growing cultures of Ths97 and Fsol4
respectively, and placed 4-cm apart in a new PDA plate. The paired
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cultures and control cultures (Fsol14 alone) were incubated at 27 °C in
the dark and sealed with Parafilm. The radial growth of each mycelial
colony was monitored daily. The percentage of mycelial growth
inhibition I (%) by Ths97 was calculated according to Whipps (1997)
by applying the following formula:

1(%) = (1-Dn/Do) x 100 €))

where I (%) represents the mean inhibition of mycelial growth, Dn is
the mean diameter of Fso14 growth in the presence of THs97, and Do is
the mean diameter of Fso14 growth in the absence of Ths97 (control).
Experiments were done in triplicate. Parasitic activity was observed
under a microscope at 100X, by adsorbing mycelia on clear tape at the
interaction area between Ths97 and Fsol4 after 24-48 h of mycelial
confrontation, and then apposed on microscope slides. The occurrence
of several specific hyphae contact structures (i.e. coiling, adjacent
hyphae, papilla-like structure, and consecutive disruptions in cell
morphology of Fsol4) was considered evidence of mycoparasitism
(Harman et al., 2004; Chacon et al., 2007).

2.4. RNA isolation and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis

Total RNA from plant roots was extracted according to Chang et al.
(1993). Root tissues were ground to a fine powder in liquid nitrogen
and transferred into 1 ml of lysis CTAB extraction buffer (bromide
cetyltrimethylammonium). The homogenate was incubated for 5 min at
65 °C, and treated twice with 1vol of chloroform:isoamyl alcohol
(24:1). The supernatant was collected and treated overnight in 2 M of
LiCl at —20°C. The precipitate was collected by centrifugation
(16,000g for 45 min) and was washed with 80% ethanol. Pellet was
dissolved in 25 pl of water (DEPC) before being treated with 10 U
RNAse free-DNAse (Promega, Madison, WI, U.S.A.) for 30 min. After
two chloroform:isoamyl alcohol (24:1) washes, total RNA was precipi-
tated with 100% ethanol (2V) 2h at —20 °C. After centrifugation at
16,000g for 30 min, the pellet was washed with 80% ethanol, dissolved
in 50 pl of water (DEPC), and stored at -80 °C for further analysis. RNA
concentrations were determined by spectrophotometry at OD 260/280
(spectrophotometer ND-1000, Nanodrop, France), and quality was
checked by using 2% TAE/agarose electrophoresis.

First-strand cDNA was synthesized from 1 ug of total RNA by using
oligo-nucleotide-deoxythymidine primers in a final volume of 20 pl
following the protocol provided in SuperScript® III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™). The synthesized cDNA
was diluted 10-fold with sterile water, and used as a template for PCR.
The abundance of defense-related transcripts was determined by Real-
time Q-PCR with a MyiQ instrument (Bio-Rad), using the comparative
C: method. To normalize the amount of transcripts present in each
reaction, seven putative internal controls (housekeeping genes) were
tested. Gene encoding for beta-Actin (AC:AF545569, Schiliro et al.,
2012; Ray and Johnson, 2014) was chosen as a housekeeping gene for
its stable constitutive expression during fungus infestation. Primers
used in this study were selected from those used in previous works on
olive defense responses (Corrado et al., 2012; Gémez-Lama Cabanas
et al., 2014, 2015). Four primer pairs were designed specifically for this
study with the Primer3plus application (http://www.bioinformatics.nl/
primer3plus), including stilbene synthase (SS), peroxidase (POD),
Pathogenesis-Related protein 1-like (PR1), and isochorismate synthase
(ICS). Corresponding gene sequences were retrieved by BLAST searches
within the Olive Genome and Annotation database http://denovo.cnag.
cat/genomes/olive/. All primer and gene nomenclature is detailed in
Table S1. PCR was done in a 96-well plate with a total volume of 15 pl,
containing 10 pl of MESA GREEN qPCR MasterMix Plus (Eurogentec),
0.5 uM (each) of forward and reverse primers, and 2 ul of cDNA
template. Amplifications were done using the following cycle para-
meters: 94 °C for 30 s, followed by 35 cycles at 94 °C for 15 s, 54/60 °C
(according to primer pairs) for 15s, 72°C for 20s, followed by
generating a dissociation curve to confirm the amplification of PCR
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single bands. Gene expression levels were quantified from the threshold
cycle (Cr) according to the 2224 method (Livak and Schmittgen, 2001).
In order to evaluate the differential fold change of an isoform from the
fungus-challenged olive assays, cDNA synthesized from the untreated-
olive assay was used for normalization. Before calculating relative
expression levels, PCR efficiency and specificity were tested for each
pair of primers on cDNA from a mix of control olive samples according
to the protocol used by Livak and Schmittgen (2001). PCR was
performed as described above in triplicate. The PCR efficiency and
correlation coefficients (R%) of each primer pair were generated using
the slopes of the standard curves. The efficiencies were calculated by
the formula: efficiency (%) = (10¢~1/51°P9 — 1) % 100. This was parti-
cularly important for primers originally designed for tracking gene
expression in leaf organs (Corrado et al., 2012; Gomez-Lama Cabanas
et al.,, 2014, 2015). All PCR technical samples were assayed in
triplicate, and reactions were done for three biological replicates.

2.5. Statistical analysis

The effect of Ths97 on Fso14 (in planta and in vitro tests) and the
expression of defense-related genes for each biological assay were
presented as the mean + Standard Error. Quantitative data for the in
vitro test and the expression of defense-related genes were analyzed
using the parametric method from STATISTIX V8 software (2012); to be
precise, a one-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by a Tukey’s
honestly significant difference (HSD) post hoc test (P < 0.05).
Concerning the statistical analyses for evaluating the antagonism test
in planta, they were performed using SAS, version 9.3 (SAS Institute,
Cary NC). Because disease severity was assessed using an ordinal rating
scale (j = 0,...,4), the dataset was analyzed using rank-based nonpara-
metric methods thoroughly detailed in Supplemental Fig. S1.

3. Results and discussion

3.1. In planta protective effect of T. Harzianum Ths97 against the spread of
Fusarium root rot disease

F. solani isolates were isolated from young olive trees showing
dieback symptoms, and collected from different nurseries and new
orchards. F. solani frequency varied between locations, and even though
this strain shows different degrees of aggressiveness on various olive
tree clones, it systematically causes both high disease incidence and
severity (Dr. Triki, unpublished results). In this study, the pathogenicity
test demonstrated that the strain Fso14 was pathogenic to Olea europaea
var. Chemlali, and induced typical symptoms on all parts of the olive
plants and for all treated plants (Fig. 1A). Aerial symptoms consisted of
yellowing and chlorosis of leaves and twig dieback that ultimately
browned and defoliated. Concerning the root system, symptoms were
quite unspecific with expected severe rot. All Fso14-challenged plants
rapidly declined and began to die after seven weeks of infestation
(Figs. 1B2 & 2). In dual inoculation contexts, Ths97 incorporated into
the root mixture significantly reduced aerial disease severity. This
protection is correlated with an apparent healthy state of the root
system, in particular in comparison with Fso14 infected plants (Figs. 1B-
4 &5). Protection effectiveness was significant after the fifth week of
co-inoculation, reducing the severity of foliar symptoms by 50% and
25% in preventive and curative contexts, respectively (Fig. 2AB,
Supplemental Fig. S1.). Disease severity seemed to decrease rapidly,
which corresponded to the emergence of new young leaves. It should be
pointed out that Ths97 biocontrol of Fs14 not only prevented emergent
disease but remarkably, made it possible for Fso14 diseased plants to
recover health when Ths97 was used remedially, demonstrating the
efficiency of Ths97 as a beneficial fungal biocontrol agent. These
outcomes are promising because they emphasize the opportunity of
using this strain as an ultimate recourse for a curative therapeutic
option on diseased crops.
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Fig. 1. Symptoms of Fusarium root rot disease on aerial (A) and root (B) systems from two-year-old olive tree transplants after eight weeks of fungal invasion. (A1-B1) water control; (A2-
B2) F. solani Fso14 inoculated plants; (A3-B3) T. harzianum Ths97 inoculated plants; (A4-B4) Preventive treatment: Ths97 treated plants followed by Fso14 infestation; (A5-B5) Curative
treatment: Fso14 infested plants treated with Ths97. Both dual inoculation contexts were done with a 10-day delay separating each fungal inoculation. All fungi were inoculated on roots.

4 |—=— Water (A) )
||—*— F. solani /
A T, harzianum /
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+— Curative ;
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1
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Disease severity (relative effect) Disease severity (median)

1 2 3 4 5 6 7 8
Time (week post treatment)

Fig. 2. Disease severity indices related to in situ antagonism test. Median disease severity
rating (A) and estimated relative marginal effects (B) for fusarium root rot disease on
olive transplant aerial part according to treatment (water control, F. solani Fsol4, T.
harzianum Ths97, Preventive, and Curative treatments), assessed over 8-week period.
Both dual inoculation contexts were performed with 10-days delay separating fungal
inoculation. Vertical bars in B: 95% confidence limits. Statistical procedure is detailed in
Supplemental Fig. S1.

Nevertheless, it should be pointed out that even though the Ths97-
treated plants lost half of their leaves (Fig. 2.), the situation turned out
to be reversible. Ths97-treated plants rapidly stimulated the emergence
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of new leaves by the end of the 5th week and restored their entire
foliage by the end of the experiment. This unexpected physiological
event was also observed with the water treatment, but to a lesser extent.
Physiologically, it is plausible that the decline in plant health in the first
three weeks was caused by injuries to the finest roots during handling
and re-potting of the plants. These collateral effects seem to be more
marked with fungal treatments, possibly due to the special relationship
that plants can establish with fungal partners. But most of all, that fact
reveals that the earliest stages of a fungal treatment may be critical for
young plants, and particularly it highlights that a BCA application
should not be viewed as inconsequential.

3.2. In vitro antagonistic effect of T. Harzianum Ths97 on F. Solani Fso14
mycelia growth

Based on the biological facts above, in vitro work was undertaken to
gain a better understanding of the competitiveness and biocontrol
ability of Ths97 against Fsol4. In dual culture tests on Petri plates,
Ths97 rapidly stopped Fsol4 mycelia growth, and completely covered
the Fso14 colony (Fig. 3). Ths97 colonized a large area of the culture
medium due to its faster mycelial growth than Fsol4 (Fig. 3A,
Supplementary Fig. S1.). This ability to grow rapidly gives the
antagonist a notable advantage in competition for space, nutrients
and dominance over its prey host, all being equally important and
mutually inclusive phenomena (Altomare et al., 1999; Benitez et al.,
2004). Just before physical contact between hyphae after 3 days of
growth, a thin pre-contact zone of growth inhibition for Ths97 can be
observed for several hours. This initial interaction between Fso14 and
Ths97 may involve both defensive and offensive combat from both
protagonists. It suggests that Fso14 initially interferes with the growth
progress of Ths97, probably due to the release of diffusible, non-volatile
organic inhibitory compounds. These secondary metabolites and/or
antibiotics may interfere at a short distance with cell metabolic activity
tied to development and expansion, but it can be reasonably speculated
that Ths97 has the ability rapidly to detoxify them. Indeed, after this
short 3-day incubation period of cross signaling by pre-contact chemical
dialog between fungi, Fso14 hyphal growth definitively ceased and
reached a ceiling at 65% compared to the control (Fig. 3-
Supplementary Fig. S1.), while Ths97 was able to encroach into the
inhibition zone and overlap the FsoI4 colony. Furthermore, Ths97
rapidly activated a heavy sporulation at various spots of its hyphal
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2 weeks

Fig. 3. Development of the mycoparasitic reaction of T. harzianum Ths97 against F. solani Fso14. (A) Growth kinetic of T. harzianum Ths97 and F. solani Fso14 on PDA medium for 6 days.
(B) Plate confrontation assays where T. harzianum Ths97 mycelial overgrew and sporulated on F. solani Fso14 two weeks after inoculation (27 °C).

expansion, including on the Fsol4 colony (Supplementary Fig. S1.).
This last physiological feature depicts an important step in Trichoder-
ma’s parasitic activity (Brunner et al., 2005).

Optical microscopic analysis of contact and overgrowth zones
showed that most of the Ths97 hyphae grew alongside that of the host
with numerous contact points, and branching toward adjacent Fso14
hyphae (Fig. 4.). This branching of Ths97 hyphae may be an active
response, probably due to chemo-attractants released by the host prey,
which drive the course of Ths97 hyphae. Some evidence of development
of helicoidal-shaped hyphae by the mycoparasite around the host
hyphae (or “coiling”) were observed. These coiled cell structures are
commonly seen from various mycopathosystems, but they are not
systematic (Moraga-Suazo et al., 2011). As observed macroscopically,
the intense sporulation of Ths97 formed several spore aggregates that
adhered to the host hyphae. However, restricted by technical limits, no
germination was clearly discernable after adhesion in our in vitro
experiment. The physical contact between mycelia included the round-
ing and blistering of some Ths97 hyphal apex, corresponding to the
formation of papilla-like structures. Lastly, numerous Fso14 hyphae in
contact with Ths97 hyphae exhibited disintegrated-like morphological
disruptions. Many morphological deformities have been reported in the
past for the target fungus, manifested by plasma membrane retraction,
cytoplasm aggregation and vacuolization, formation of numerous
septae in the host giving a bead-chain appearance, initiation of cell
wall degradation and necrosis. These manifestations were typically
assigned to the inhibitory performance of BCAs such as Trichoderma

spp. on its hosts (Benhamou and Chet, 1997; Benitez et al., 2004).
Interestingly, these microscopic events paralleled with physiological
changes in the macroscopic aspect of Fso14 mycelia, such as a relative
waxy moist appearance with a wide brownish pigmentation of the
colony (Fig. 3.). Similar excessive pigmentation developed by Fsol4
was earlier shown for other Fusarium, and this particularity is connected
to a physiological response to environmental changes in the vicinity of
the stressed fungus tied to nutritional deficiencies, self-defense and
antagonism against the competitor fungus (Son et al., 2008).

Collectively, macroscopic and microscopic phenomenons deployed
by Ths97 leading to collapse of Fso14 hyphae during invasion are highly
informative: both clearly substantiate mycoparasitic activities for
Ths97. These outcomes do not necessarily translate into what actually
happens upon physical contact between mycelia in planta. In this light,
these abilities would need to be clarified in future research.

3.3. Harzianum Ths97, an enhancer of root defense pathways in olive trees

A beneficial Trichoderma sp. could contribute to alleviating plant
disease symptoms in de novo- or modulation of an array of gene
expressions involved in the host plant immune system.
Transcriptional regulation of various defense-related genes in olive
trees was analyzed during the colonization of the root system by the
beneficial agent Ths97 alone or in the presence of its prey Fsol4
(Fig. 5.). Root tissues were sampled eight weeks after fungi inocula-
tions. This amount of time is long enough for Ths97 to effectively

Fig. 4. Mycoparasitic reaction of T. harzianum Ths97 against F. solani Fso14. Signs of mycoparasitism of T. harzianum Ths97 (green arrow) on F. solani Fso14 (red arrow), using optical
microscopy (X 100), and after coloration with methylen blue (1% w/v). Hyphae were sampled at the confrontation zone and from the Ths97-overgrown Fsol4 colony by adsorbing
mycelia on clear tape. (ABCD) Antagonistic Ths97 hyphae growing alongside Fsol14 hyphae, where (DE) coiling points were observed; (D) branching events with Ths97 papilla-like
structures on Fsol4 hyphae (black arrows); (FG) Ths97 spore aggregates around Fso14 hyphae; (AFG) morphologic deformities of Fso14 (black arrows). Scale bars represent 10 ym in all
panels. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 5. Defense-related gene modulation in olive tree roots following fungal inoculations, alone or in preventive or curative combinations. (X) Water control, (X) F. solani Fso14, (X) T.
harzianum Ths97, (X) Preventive treatment, (X) Curative treatment. (A) Oxidative burst; (B) Pathogenesis-related protein; (C) Phenylpropanoid pathway; (D) Hormonal status. Data
correspond to the mean of three independent biological experiments. Bars represent the biological standard error. Letters on vertical bars indicate significant differences between

treatments (Tukey post hoc test after one-way Analysis of Variance (ANOVA), P < 0.05).

penetrate the area inside and around olive tree roots as previously
observed with other Trichoderma strains (Ruano-Rosa et al., 2016;
Carrero-Carron et al., 2016). Genes related to oxidative stress (Fig. 5A),
PR proteins (Fig. 5B), phenylpropanoids synthesis (Fig. 5C) and hormo-
nal status (Fig. 5D) were analyzed by quantitative real-time RT-qPCR.
These defense-related markers participate in the first lines of pre-
formed and inducible defense reactions (namely innate immunity of
basal resistance) that protect plants from pathogen threats (Jones and
Dangl, 2006). Most of them had been previously characterized in olive
trees in interaction with the beneficial endophyte Pseudomonas fluor-
escens PICF7 (Schiliro et al., 2012; Gomez-Lama Cabanas et al., 2014) or
the pathogen Verticillium dahliae (Gomez-Lama Cabanas et al., 2015).
Because plant defense and surveillance systems are above all unspecific
global cell processes against entire groups of pathogens, we expected
here that these defense-related genes could play a role in the tripartite
myco-phytopathosystem.

For the majority of the defense responses monitored, Ths97 and
Fso14 induced a contrasting accumulation of transcripts. Ths97 mostly
induced up-regulations, although small, while Fso14 induced several
strong inhibitions. These differential expression patterns could be
explained by the specific ability of each agent, whether beneficial or
pathogen, to activate or repress, respectively, elements involved in
some crucial, although non-specific, stages of plant defense response.
Whereas Fso14 would behave like several other phytopathogen agents
that actively establish intimate connections with their host plants in
order to suppress various defenses during compatible interaction (Alba
Juan et al., 2011), the plant seems to recognize Ths97 to trigger the
accumulation of its defenses as responses. However, although a Ths97
inoculation initially caused some leaf damage, it does not seem to be
identified as a threatening agent by the plant that rapidly recovered. It
therefore seems probable that Ths97, although recognized by the plant,
was able to overcome several host defenses as discussed below. How
Trichoderma operates such a substantial advantage, i.e. tolerance and/or
metabolization of plant defense molecules, is little understood. More
interestingly, plant responses were further enhanced when Ths97 and
Fso14 were co-inoculated (Fig. 5). This three-player interaction (plant-
BCA-pathogen) induced a stronger accumulation of most transcripts
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encoded for defense-related proteins as compared to Ths97 alone. These
transcriptional steady state levels are very intriguing, and resemble the
unique physiological situation called the “priming effect” (Martinez-
Medina et al., 2016). This particular defense response can be observed
in pre-stimulated plants that display a faster and/or stronger modula-
tion of defense-related genes when they are subsequently challenged by
a pathogen. And this is especially apparent for olive tree roots
preventively colonized with Ths97 prior to Fsol4 infestations, and
might explain the faster reduction in disease severity compared to the
curative context (Fig. 2). Some works have substantiated such a priming
effect induced by several Trichoderma strains against different patho-
gens (Yedidia et al., 2003; van Hulten et al., 2006; Gallou et al., 2009;
Perazzolli et al., 2011; Brotman et al., 2013), but hitherto data is mostly
fragmentary and the related underlying molecular mechanisms are still
largely misunderstood (Conrath, 2011; Martinez-Medina et al., 2016).
However, the benefits of priming outweigh the costs when disease does
occur, and several authors rightly point out the need to use primed
plants as a promising strategy in disease management (van Hulten
et al., 2006; Beckers and Conrath, 2007; Perazzolli et al., 2011).

The impacts on cell structure and/or physiology following an over-
accumulation of typical and unspecific defenses are well described.
Therefore, our hypotheses related to possible physiological behavior of
the two fungi in olive trees have led us to define possible avenues for
further thorough reflection. Indeed, despite the non-exhaustiveness of
the defenses studied here, the expression pattern of these eighteen
markers was very informative. In a phytopathological context, it reveals
the occurrence of an oxidative burst which is one of the earliest
defensive manifestations of stressed plants to attack by invaders
(Lehmann et al.,, 2015). In our work, SOD, APX, and GST are
significantly up-regulated with Ths97, and not significantly modulated
by Fso14 (P < 0.05) (Fig. 5A.). In a preventive context, and to a lesser
extent for the curative context, all are highly up-regulated. These
modulations are in accordance with previous studies showing that up-
regulation of these genes plays a positive key function in the defense
system of plants challenged by beneficial agents possibly engaged in
ROS detoxification (Singh et al., 2011). Thus, whatever the oxidative
status of the challenged roots, no necrotic lesions have been macro-
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scopically observed. It first of all reflects that, after fungus colonization,
the roots have triggered an oxidative burst, but most importantly they
have responded adequately to prevent any cell damage by readjusting
the balance that occurred between the enzyme systems involved in
ROS-generation and ROS-scavenging. It is interesting to note that an up-
regulation of the antioxidant machinery in roots seems to be a general
mechanism used by different Trichoderma strains during plant invasion
(Singh et al., 2011; Mastouri et al., 2012; Brotman et al., 2013; Gajera
et al., 2015). Up to now, very little clues are available about how
biocontrol agents act to protect host cells by suppressing ROS over-
accumulation in plants under biotic stress (Alquéres et al., 2013).
Paradoxically, every life form is sensitive to the suddenness of oxidative
burst. This includes biotrophic fungal phytopathogens which ROS are
first directed to counteract within the plant. Thus, the question may
arise as to how the beneficial agent can also tolerate such an oxidative
environment. It is probably due to Trichoderma’s ability to modulate
accordingly its own ROS-scavenging pathways to ensure rapid turnover
of the ROS and maintain an acceptable ROS homeostasis. Concerning
BCAs, it has been proven that ROS may be a driving force in stimulating
the arsenal of hydrolase-encoding genes involved in biocontrol activity
against phytopathogens (Montero-Barrientos et al., 2011; Lorito et al.,
2010). However, to the best of our knowledge, even though potential
ROS-producers have been defined for some Trichoderma strains
(Montero-Barrientos et al., 2011; Herndndez-Onate et al., 2012), there
is no available information on the cell regulation networks deployed by
Trichoderma to prevent and detoxify itself against the plant’s ROS.

As for other defense reactions, results indicate that gene encoding
for PR-proteins (f-1,3-glucanase, chitinase, thaumatine-PR5, and
Ribonuclease-PR10), with the exception of PR1 (Fig. 5B.), and for
proteins involved in phenylpropanoids biosynthesis (PAL, C4H, COMT,
SS) (Fig. 5C.), were up-regulated in olive tree roots by the beneficial
agent Ths97 when most of them were repressed or non-modulated by
the pathogenic agent Fso14 (aside for CHI). As previously observed with
the oxidative pathway, most of these genes were expressed when Ths97
and Fso14 were co-inoculated, and even more strongly in a preventive
context with primed plants. PR proteins are host-coded proteins
stimulated by biotic stress, and their accumulation in response to
invading pathogens is one of the crucial steps in the inducible portion of
a plant’s self-defense mechanism (Sels et al., 2008). The two hydrolytic
enzymes GLU and CHI show direct antifungal activity by decomposing
the -1,3-glucan and chitin residues which constitute the fungal cell
wall (Edreva, 2005). GLU has also been reported to have an indirect
effect following degradation of the fungal cell wall by releasing
oligosaccharide elicitors, which can activate plant defense mechanisms
as secondary amplifier signals (Tian et al., 2011). The phenylpropanoid
pathway serves as a rich source of metabolites in plants (or phenylpro-
panoids) derived from the carbon skeleton of Phenylalanine. High
concentrations of these molecules around pathogen-infected areas are
known to restrict or weaken pathogen growth. PAL is the key enzyme in
the first stage of phenylpropanoid metabolism, and with ROS and POD,
they participate in the biosynthesis of p-coumaric acid derivatives,
phytoalexins, cell-wall thickening and lignification, papilla formation,
and other secondary metabolites that contribute to the localized and
systemic plant resistance processes (Yedidia et al., 2003).

In dual inoculation of Ths97 with Fsol4, high accumulation of
transcript encoding for some PR-proteins and phenylpropanoid proteins
correlated with the olive tree induced resistance against Fso14. A large
amount of scientific literature has been dedicated to this topic, and
some authors have argued that plant defense induced by the antagonist
might be one of the pivotal biocontrol mechanisms by which phyto-
pathogens can be indirectly inhibited (Schiliro et al., 2012; Lu et al.,
2013). As for ROS issues, it is tempting to hypothesize that Ths97 deals
with the plant defense system by deploying detoxifying self-defense
mechanisms. They may engage a large panel of hydrolytic enzymes or
proteases, ABC efflux transporters, and pleiotropic and multidrug
resistance transporters, those that are involved in the defense responses
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of some Trichoderma against the prey’s weapons (Kapat et al., 1998;
Benitez et al., 2004; Seidl et al., 2009; Ruocco et al., 2009; Monteiro
et al, 2010; Chen et al. 2011). A whole transcriptome shotgun
sequencing of Ths97 would make it possible to identify the full
involvement of these cell detoxifying processes in protecting cells,
colonizing olive tree roots, and expressing mycoparasitic activity.

Lastly, Trichoderma activates the signaling pathways responsible for
expressing genes by reprogramming the responsive plant hormonal
status (Zamioudis and Pieterse, 2012). Plant hormones play a key role
in modulating plant defense responses, operating in two major defense
pathways, relying on jasmonic acid (JA) and ethylene (Et), or salicylic
acid (SA). They modulate each other via complex networks of regula-
tory cross-talk based on different types of host-pathogen interactions
(Jones and Dangl, 2006). In this study, the modulation was recorded of
five marker genes known to be involved in activating JA/Et- and SA-
mediated signaling pathways (Fig.5D.) (Choudhary et al., 2007;
Schiliro et al., 2012). Although accumulation profiling of related mRNA
does not exactly translate to plant hormonal status, it does offer a good
overview about hormonal events that occurred during the dual fungus
colonization. Our results showed that the genes encoding for the ACO
enzyme and the ETR transcription factor related protein (ethylene
pathway) and the lipoxygenase (JA pathway) are significantly up-
regulated by Ths97 and slightly repressed or not modulated by Fso14. In
contrast, one of the key enzymes for SA biosynthesis ICS (isochorismate
synthase), the SA binding enzyme ACL also engaged in the cyanogenic
glycosides catabolism, and the pathogenesis-related protein PR1 (clas-
sically presented as influenced by SA) were highly repressed or not
significantly modulated by Ths97 and Fsol14. These gene modulations
agreed with previous work showing particular reprogramming [JA/Et —
SA] balances which occur in some Trichoderma spp.- (Salas-Marina
et al., 2011), or biotrophic pathogen plant interactions (Glazebrook,
2005). For some plant species, the JA/Et-signaling pathway is believed
to be in favor of in planta colonization by biotrophs, which could
correspond to the trophic feature of Ths97 and Fsol4. Remarkably, this
SA-signaling pathway was highly accelerated when fungi were co-
inoculated. Such a putative switchover in SA status could partially
explain an adequate resistance in primed root olive trees responsible for
preventing Fso14 development (Fig. 2.). A final aspect of this relation-
ship is the BCA’s induced systemic resistance (ISR) response of the host
plant. Although it was not a focus of this study, a change of local
hormonal homeostasis may also interfere with systemic modulation of
the plant defense system. However, Trichoderma’s ISR process appears
to be complex and host plant dependent. Most hormone signaling
pathways are interlocked together, and the outcome of the hormonal
network as a whole determines the effectiveness of the immune
response to a specific type of invader (Zamioudis and Pieterse, 2012).
Now, because ISR confers broad-spectrum resistance to various types of
abiotic stresses or soil-borne phytopathogens and any opportunistic
aerial invaders, it is an attractive tool for modern sustainable agricul-
ture. Ths97 as an ISR-inducer in olive trees will be monitored in the
near future.

Taken as a whole, these molecular data indicated that T. hargianum
Ths97 could locally modulate various signaling pathways involved in
the innate immunity system in roots. Furthermore, Ths97 seemed to
exacerbate this innate immunity when co-inoculated with its prey,
Fsol4, creating favorable resistance-primed physiological conditions.
Because an over-modulation of defense-related genes coincided with a
cessation of the spread of fusarium root rot, further studies are
necessary on the interactions between olive tree roots, the phytopatho-
gen F. solani and the beneficial bioagent T. harzianum Ts97 in order to
fully understand the underlying physiological processes.

4. Socio-environmental challenge — Conclusion

In conclusion, the clear suggestion from our work is that mycopar-
asitism by T. harzianum Ths97 can be used as a powerful biological
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weapon to stop fusarium root rot disease in olive trees caused by F.
solani Fso14. Because biocontrol development is largely the result of a
litmus change in consumer attitude towards the use of hazardous
chemical pesticides and fungicides, this feature responds perfectly to
concerns of a more well-thought out, responsible modern agronomical
approach which inspires a growing awareness of ecology and health.
However, it is widely agreed that a large array of soil parameters
(abiotic factors and endogenous microbial activity), in synergy with
agronomical factors such as how the biocontrol agents are applied to
the ecosystem (number and timing of applications), have profound
effects on the biological control efficiency of Trichoderma. Thus,
because Trichoderma spp. is among the most-promising biocontrol fungi
used in controlling many fungal plant pathogens, it is important that
the biocontrol ability of this strain Ths97 specifically should be further
thoroughly evaluated under field conditions.
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Pieces supplémentaires

Supplemental Figure S1. Statistical procedure for evaluating disease severities related
to In planta protective effect of T. harzianum Ths97 against the spread of fusarium root
rot disease caused by F. solani Fso14. Disease severity was monitored through the
secondary symptoms observed on olive transplant aerial part. Aerial symptoms consisted of
yellowing and chlorosis of leaves and twig dieback that ultimately browned and defoliated.

Data analysis

Statistical analyses were performed using SAS, version 9.3 (SAS Institute, Cary NC). As
recommended by Shah and Madden (2004), disease severity (for fusarium root rot disease
on olive transplant aerial part), assessed using an ordinal rating scale (j =0,...,4), was
analyzed using rank-based nonparametric methods, and not with parametric techniques
(such as analysis of variance). This ordinal variable was repeatedly assessed over time in the
same experimental units (subjects). The experimental design is thus a repeated measures
design, with two factors: treatment factor (5 levels: water control, F. solani Fso14, T.
harzianum Ths97, Preventive, and Curative treatment), and factor time (8 levels). Relative
effects were computed from ranks for each experimental unit (subject) over time, and then an
ANOVA-type statistic (ATS) was performed by taking into account the dependencies within
subject ratings. The F1_LD_F1 macro (http://www.ams.med.uni-goettingen.de/sasmakr-
de.shtml) is used to determine the effects of treatment and time, as well the treatmentxtime
interaction. Estimated relative treatment effects (p;;) over time with appropriate confidence

limits were computed with the SAS macro LD_CI (Brunner et al., 2002). Then, the effect of
time for each of the levels of treatment was tested. In addition, pairwise treatment x time
interactions were tested (global pairwise comparison of disease rating curves over time); for
every pair of treatments i and i’, the null hypothesis that the difference in the distributions is
the same at all times was tested. A significant test result indicates that the pair of disease
rating curves is different over time.

Disease severity data was also analyzed by calculating the Area Under Disease Progress
curve (AUDPC), using the trapezoidal method (Madden et al., 2007), for each subject per
treatment level. One-way analysis of variance (ANOVA) is used to test the significance of the
fixed effect treatment on AUDPC. Residual normality as well as homogeneity of variances
were tested with Shapiro-Wilk test (Shapiro and Wilk, 1965) and Levene’s test (Levene,
1960), respectively. In case of unequal residual variances, a heterogeneous variance model
was fit in Proc glimmix using the random _residual_ statement with GROUP= effect option.
Adjusted means were calculated and compared with Dunnett's T3 test (for an unequal
variance model).

Results

Median disease ratings as well as the estimated relative treatment effects (p;;) over time
were shown in Figure 2A-B. Disease severity increased over the 8-week assessment period
for F. solani treatment. Test statistics for the overall effects of treatment, time, and the
treatment—time interaction, were shown in Figure S1-Table 1. The significant interaction
indicates that the treatments had different disease rating curves over time. The simple time
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effects were significant (p<0.01) for each treatment level, except for water (control) level was
p slightly significant (p= 0.02930). This result indicates that disease rating changed over time
for all treatment levels, excepting water (control) level. The ATSs for the global pairwise
comparisons were shown in Figure S1-Table 2. All disease rating curves overtime were
globally different between treatment levels.

Residuals of the linear model applied to AUDPC were nearly normal (Shapiro-Wilk test : Pr W
= 0.0911) Figure S1A. Homogeneity of variance assumption between treatment levels was
however violated (Pr F = 0.0088). A heterogeneous variance model was then fit to AUDPC.
The effect of treatment on this variable was highly significant (Pr F <0.0001).

Analysis of variance-type statistic

Effect dfn B p Chi-square value
Treatment 2.4819 181.73 <0.001
Time 2.41 156.45 <0.001
Treatment x time 3.556 31.532 <0.001

Figure S1-Table 1. Test statistics for the effects of treatment and time after inoculation on
the disease severity induced by fusarium root rot disease on olive transplant aerial part. B =
value of the test statistic (“Box-type statistic”). dfx = numerator degrees of freedom. dfp =
denominator degrees of freedom is « (not shown).

Treatment comparison F dfy P value

water control x curative 28.685 1.5479 <0.00001
water control x F. solani Fso14 53.439 1.1830 <0.00001
water control x Preventive 27.192 1.4498 <0.00001
water control x T. harzianum Ths97 15.494 1.3818 0.00001

Curative x F. solani Fso14 15.02 2.7158 <0.00001
Curative x Preventive 5.8731 3.8455 0.00013

Curative x T. harzianum Ths97 32.753 2.8481 <0.00001
F. solani Fso14 x Preventive 40.458 4.2244 <0.00001
F. solani Fso14 x T. harzianum Ths97 128.16 3.0754 <0.00001
Preventive x T. harzianum Ths97 16.375 3.6996 <0.00001
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Figure S1-Table 2. Tests of treatment x time interactions for pairs of treatments (i.e., global
pairwise comparisons of disease rating curves over time) for fusarium root rot disease on
olive transplant aerial part using analysis of variance-type statistic. The interaction of two
treatments and time has an approximate F distribution under the null hypothesis of no
interaction. dfy = numerator degrees of freedom. The denominator degrees of freedom (dfp)
is « (not shown).
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Figure S1A. Area Under Disease Progress Curve (AUDPC) according to treatment level
(water control, F. solani Fso14, T. harzianum Ths97, Preventive, and Curative treatment):
Adjusted mean + SE. Points with the same letter have values which do not differ significantly
by the Dunnett’s T3 test, at the significance level of 5%.
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Supplemental Fig. S2. Mycelial growth kinetics in dual cultures, in vitro ([]) F. solani Fso14 alone,
(P2) F. solani Fso14 growth in combination with T. harzianum Ths97, (R) T. harzianum Ths97 alone.
Time course of mycelial growth in pure or dual cultures on different days after inoculation. Results are
the mean diameters of mycelia colonies +SE, n=6; data not sharing the same letters are significantly
different (Tukey post-hoc test after one-way Analysis of Variance (ANOVA), P < 0.05).
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Supplementary Table S1. Primer pairs used for gPCR amplification
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Faits Marquants et discussion sur ces premiers résultats

Les recherches sur l'isolement et l'identification de nouvelles souches de Trichoderma
spp. au sein de structures agricoles et/ou horticoles de différentes zones agro-climatiques
ont pour mission d’évaluer ces souches pour leurs potentiels de lutte biologique contre des
agents phytopathogénes (Kredics et al., 2014). Trichoderma spp. fait partie des champignons
qui dominent différentes rhizosphéres de plantes cultivées comme celles céréaliéres incluant
le blé (Gherbawy et al., 2004), la pomme de terre (Meincke et al., 2010), ou l'oignon
(Bourguignon, 2008). La souche de T. harzianum Ths97 que nous utilisons dans ces travaux
de thése est indigéne, et fut isolée a partir d’'un sol de champs de pomme de terre (Triki and
Priou, 1997). L'utilisation de souches indigénes en lutte biologique est cruciale, car ces
souches contribuent a préserver I'équilibre de lagrosystéme tout en exprimant les
caractéristiques agronomiques attendues (i.e. phytoprotection et phytostimulation de la
plante cultivée, et par effet induit, de ses performances de production). Cette souche a été
alors placée en confrontation directe avec Fso74, soit au niveau des racines d’olivier (en
situations curative ou préventive), soit in vitro afin de tester son pouvoir antagoniste et d’en
définir son mode d’action vis-a-vis de son hbte Fso14.

L’effet antagoniste de Ths97 a I'égard de Fso14 a été testé sur de jeunes plants d’olivier,
et plus spécifiquement sur le cultivar Chemlali. Ce cultivar est trés sensible a Fso14 qui
déclenche rapidement des symptdmes morbides trés sévéres avec des pourritures racinaires
et des flétrissements foliaires irréversibles. D’ailleurs, les jeunes plants meurent aprés 4 a 5
semaines d'’infestation.

L'efficacité protectrice de Ths97 sur lincidence de la maladie a été évaluée durant 8
semaines en suivant l'apparition des symptdomes secondaires qui se manifestent par le
fletrissement des parties aériennes. Quant aux symptémes primaires sur racines, lieu
d’inoculation des agents fongiques, ils ont été enregistrés en toute fin d’expérience. Le
traitement des racines d’olivier avec Ths97 est trés efficace : 'expression des symptémes de
fletrissements aériens stoppérent dés la 4™ semaine pour disparaitre rapidement dans les
semaines qui suivirent. D’ailleurs de nouvelles jeunes pousses foliaires apparaissent. Cette
action protectrice est d’autant plus marquée que Ths97 est appliqué préventivement.
Cependant il est important de souligner qu’une application de Ths97 de maniére curative sur
des plants préalablement infestés par Fso14 permet d’atténuer les symptédmes de la maladie.
En effet, aucun développement de symptémes de fusariose n’est alors diagnostiqué. Ces
données sont trés importantes, car elles confortent l'idée que Ths97 serait un agent
antagoniste potentiellement applicable dans un contexte curatif, a l'instar de quelques
souches de Trichoderma déja décrites pour limiter la pathogénicité d’autres formes spéciales
(f. sp) de Fusarium comme f. sp. cubense (Thangavelu et al.,, 2004), f sp. dianthi
(Shanmugam et al., 2008) ou encore f. sp. melongena, f. sp. lycopersici, f. oxysporum, f. sp.
niveum et f. sp. melonis (Altinok et Erdogan, 2015), ou d'autres espéces d’agents
phytopathogénes (Benitez et al., 2004 ; Carvalho et al.,, 2014 ). Comme exposé lors de
lintroduction, plusieurs modes d'action ont été proposés pour expliquer le contréle biologique
exercé par Trichoderma envers certains agents phytopathogénes. lls comprennent,
notamment, une action directe par mycoparasitisme possiblement secondée par une action
indirecte en stimulant les réponses de limmunité de la plante. La premiére action est
difficlement démontrable in planta. Néanmoins, le comportement de Ths97 sur Fso14 quand
ces deux souches sont cultiveées ensemble sur un milieu artificiel nous a permis de mettre en
lumiére quelques faisceaux d’'indices trés intéressants.
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Dans un premier temps, Ths97 présente une dynamique de croissance plus rapide que
Fso14, lui permettant d’étre a priori plus compétitif spatialement notamment pour
'appropriation des nutriments. Ensuite, Ths97 exprimerait un comportement mycoparasitaire
directe sur Fso14. En effet, lorsque les deux champignons se développent sur un méme
milieu de culture, un prélévement de mycélium au niveau de la zone de confrontation montre
que les filaments de Ths97 s’imbriquent parmi ceux de Fso14 avec de nombreux
événements d’accolement et d’enroulement. De méme, de fins prolongements mycéliens de
Ths97 se terminant par des papilles adsorbées sur les filaments de Fso74 ont été observés.
Ces structures entre mycélia sont considérées comme des caractéristiques
comportementales typiques d’un acte de mycoparasitisme (Benitez et al., 2004). Il est donc
raisonnable d’avancer que Ths97 rentre en contact physique avec Fso74 et en soutire les
nutriments nécessaires a sa vie. En conséquence de quoi, Fso74 présente un
développement définitivement stoppé. Par extension, ces données certes obtenues in vitro
nous laissent penser que parmi les mécanismes proposés par Ths97 qui participeraient a la
protection des oliviers contre I'agent phytopathogéne Fso74, certains seraient directs et
associés a des actions de compétition et de mycoparasitisme.

En plus de ces actions directes exercées par I'agent bénéfique sur I'agent phytopathogéne,
la bioprotection de Ths97 peut également étre associée a des actions indirectes. En effet, la
présence de Trichoderma provoque de multiples réponses de la part de la plante, dont une
activation des systémes de défense inductibles de la plante qui participent ainsi a établir une
meilleure résistance systémique et/ou localisée de ces plants (Yedidia, 2000 ; Brunner et al.,
2005 ; Hibar et al., 2005 ; Shoresh et al., 2010 ; Perazzolli et al., 2012). Cette résistance est
spécifiquement nommée "'résistance systémique induite" ou ISR (Induced Systemic
Resistance) dés lors ou elle correspond au renforcement de la capacité défensive de I'héte
induit par des agents non phytopathogénes (dans le cas des champignons, les Plant Growth-
Promoting Fungi ou PGP-F) (Kojima et al., 2013). Nous émettions I'hypothése que Ths97
intégrerait ces PGP-F. Par conséquent, sur les plants ayant servi a démontrer l'effet
protecteur de Ths97, nous avons exploré I'établissement des résistances locales (donc
racinaires) a travers la modulation de génes codant des protéines enzymatiques impliquées
dans quatre voies majeures de défense chez le régne végétal : le stress oxydatif, la voie des
phénylpropanoides, les PR-protéines, et la régulation du statut phytohormonal impliquant les
salicylates, les jasmonates et I'éthyléne. Les patrons transcriptionnels enregistrés dans les
différentes conditions biologiques sont trés informatifs.

En premier lieu, et pour la majorité des génes de défense, Ths97 et Fso14 induisent des
accumulations de transcrits trés contrastées : globalement activées pour Ths97 (bien
qu’assez faiblement) et assez fortement inhibées pour Fso74. Ces tendances d'expression
différentielles pourraient s'expliquer par la capacité spécifique de chaque agent, qu'il soit
bénéfique ou pathogéne, a pouvoir activer ou réprimer respectivement des voies de
défenses végétales non spécifiques. A l'instar de pathosystémes qui répondent a une
interaction compatible (Alba et al., 2011), Fso714 établirait activement des liens trés
spécifiques avec sa plante hote, ici I'olivier, afin de supprimer certaines défenses qui lui
seraient potentiellement néfastes. Quant a Ths97, I'agent bénéfique, la plante semble le
reconnaitre et déclenche une lIégére accumulation de ses transcrits de défenses. Il est délicat
de corréler des niveaux d’expression transcriptionnelle a des niveaux d’accumulation de
molécules défensives. Néanmoins et a I'instar de ce qui est couramment observable dans
d’autres relations ou des agents Trichoderma sont aptes a accumuler des molécules de
défenses (Yedida et al., 1999), nous pouvons émettre I'hypothése que des défenses
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s’accumulent aussi dans les racines d'olivier lors de linstallation de Ths97. Il est donc
intéressant de souligner I'aptitude de Ths97 a pouvoir surmonter certaines d’entre elles. Mais
de maniére générale, les mécanismes adaptatifs déployés par les Trichoderma afin
d’exprimer un tel avantage, c'est-a-dire la tolérance et/ou la métabolisation des molécules de
défense des plantes, sont relativement peu compris.

En second lieu, lors d'une situation de confrontation de Ths97 sur Fso14, ces réponses
défensives sont significativement potentialisées. En d’autres termes, la configuration tripartite
induit dans les racines d’olivier une accumulation plus élevée en transcrits de génes de
défense par rapport a une inoculation avec Ths97 seul. Ces réponses transcriptionnelles trés
particulieres laissent entrevoir une possible mise en alerte des plants d’olivier, concept
physiologique qualifi¢ de "priming" (Martinez-Medina et al., 2016). Ce phénomeéne de
"priming" est couramment recherché dans des contextes systémiques d’élicitation de
défenses (ISR et SAR), consécutif a un traitement soit avec des agents microbiens
biostimulateurs soit avec des éliciteurs biotiques ou abiotiques (Conrath et al., 2006;
Verhagen et al., 2004; Beckers et Conrath 2007; Ton et al., 2007). Nos résultats
démontreraient que le "priming" fait également partie intégrante des réactions de défense
localisées au niveau des tissus infestés chez I'olivier, que nous qualifierions d™ILR" (Induced
Local Resistance). A l'instar de I'ISR, "I'lLR" serait associée a des changements "mineurs"
dans I'expression des génes de défenses chez I'héte, et ce tant que le pathogéne n’est pas
introduit (Pieterse et al.,, 2002 ; Hase et al., 2003 ; Verhagen et al., 2004). L’hypothése
fonctionnelle pour expliquer ces niveaux de réponses physiologiques particuliers serait que
le BCA est "reconnu" comme un agent non nuisible, instaurant la relation dans un contexte
non infectieux mais ou sa présence doit étre juste contenue (probablement en lien avec les
élévations des défenses végétales faibles mais significatives). Cette relation ne nécessite
donc aucunement l'explosion des défenses de I'héte sachant que de telles réponses
cellulaires impliqueraient des investissements trés lourds au niveau des ressources
métaboliques et énergétiques de I'héte végétal au détriment du maintien de processus
fondamentaux telles la photosynthése et la croissance (van Hulten et al., 2006). Mais ces
réponses de défense s’exacerbent plus rapidement et fortement chez les plantes pré-
stimulées lorsqu'elles sont ensuite infestées par leurs agents phytopathogénes dont I'activité
de virulence aurait plutdét provoqué linhibition de ces mémes défenses. Dans notre relation
tripartite, cette situation est particulierement éloquente pour les racines d'oliviers qui sont
préventivement colonisées avec Ths97, et cela pourrait expliquer la réduction plus rapide de
la gravité de la maladie par rapport au contexte curatif. Des travaux ont démontré que
certaines souches de Trichoderma ont I'aptitude de mettre en alerte des plantes cultivées,
les protégeant contre différents agents pathogénes (Yedidia et al., 2003, Van Hulten et al.,
2006 ; Perazzolli et al., 2011). Cependant, le "priming" est une fonction physiologique encore
peu étudiée, et les mécanismes moléculaires sous-jacents sont encore trés mal compris
(Bruce et al., 2007 ; Martinez-Medina et al., 2016). Et pourtant, leur décryptage aiderait a
mieux comprendre les mécanismes globaux rendant apte les pantes a enregistrer des
informations, notamment liées a son immunité générale, et consécutives a la reconnaissance
d’agents biostimulateurs. Parce que le "priming" offrirait de hombreux avantages en termes
de colt énergétiques qui s’expriment pleinement quand une maladie survient, plusieurs
auteurs soulignent la nécessité d'utiliser des plantes "primées" comme une stratégie trés
prometteuse dans la gestion de nombreuses maladies (Van Hulten et al., 2006 ; Perazzolli et
al., 2011).

En conclusion a ce premier chapitre, 'ensemble de ces premiers travaux démontre
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clairement que (i) la souche de T. harzianum Ths97 peut étre vue comme un mycoparasite
vis-a-vis d’une souche phytopathogéne de F. solani trés agressive sur de jeunes plants
d’olivier, Fso14, (ii) qu’elle est apte a protéger les plants d’olivier contre le développement de
la maladie, et (iii) qu’elle induit localement des réponses de défenses cellulaires car elle est
reconnue par la plante, mais aussi et surtout qu’elle est apte a mettre en alerte la plante qui
exprime ses réponses de défenses avec une grande intensité lors d’une infection par Fso14.

Nous considérons que I'ensemble de ces résultats valide notre premiére hypothése et nous
conforte dans l'idée que des solutions alternatives a I'emploi de pesticides dans la lutte
contre les fusarioses chez l'olivier existent. Les perspectives a ce travail seront apportées en
fin de mémoire (chapitre 5).
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Chapitre

Question 2

Les perméases MIP seraient-elles
impliquées dans les relations
trophiques de Trichoderma
harzianum ?
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Trichoderma harzianum?

Préambule

Les premiers travaux accomplis dans cette thése et présentés dans le chapitre précédent
démontrent que la souche de T harzianum Ths97 posséde des potentialités certaines pour
protéger l'olivier contre les attaques de la souche phytopathogéne de F. solani, Fso14. Parmi
les modes d’actions des Trichoderma spp. décrits pour étre trés complexes car ils font appel
a la plupart des mécanismes connus de I'antagonisme microbien, Ths97 agirait a priori
directement comme un agent hyperparasite, et indirectement en activant les systémes de
défense des racines d’olivier.
Cette premiére aptitude d’hyperparasitisme a attiré tout particulierement notre attention. Elle
peut étre résumée en trois actes: l'attaque (enzymes hydrolytiques, mycotoxines etc),
l'autodéfense (mécanismes antioxydants et de détoxications etc), et la nutrition. Les deux
premiers actes sont relativement bien étudiés, contrairement au dernier acte pour lequel les
données bibliographiques sont trés succinctes, voire paradoxalement passées sous silence.

Tous les champignons sont chimiohétérotrophes a bon nombre d’éléments atomiques tel
le carbone, c'est-a-dire qu’ils puisent leur énergie a partir des molécules carbonées
récupérées dans leur environnement. Ces sources de matiére proviennent de différentes
origines, et leur mode d’appropriation conditionne les différents modes de nutrition et donc
les différents modes de vie de ces organismes. Les Trichoderma spp. sont généralement
présentés comme des organismes saprotrophes (méme si des formes pathogénes ou
endophytes existent). lls se nourrissent d’'une matiére organique dégradée issue
d’organismes morts. Durant des situations trés particuliéres, telles celles rencontrées durant
cette thése, certains Trichoderma spp. peuvent devenir hyperparasites et tirer profit du
métabolisme d’autres organismes fongiques eux-mémes pathogénes. Mais quel que soit le
mode de vie, tous les champignons (et notamment Trichoderma) s’appuient sur des
processus trophiques d’osmotrophie. L’'osmotrophie correspond a des transferts de solutés
sans déformation de membranes (par opposition a la phagotrophie). Ces transferts s’opérent
en théorie par gradient de concentrations, mais les biomembranes étant quasi imperméables
aux ions et petits solutés chargés, ces transferts sont facilités par la mise en place de tout un
réseau de transporteurs protéiques transmembranaires. Quelques recherches ont permis de
comprendre I'implication de plusieurs familles protéiques apparentées a des transporteurs
dans I'établissement d’'une relation parasitique impliquant des cryptogames et leurs plantes
hoétes. Cependant, aucune ne cible spécifiquement la famille des Major Intrinsic Protein
(MIP). De plus, la diversité des MIP au sein d’agents fongiques non mycorhiziens et plus
précisément chez des champignons mycoparasitaires ainsi que leur implication dans un
contexte nutritif sont aujourd’hui totalement inconnues.

Dans ce chapitre, nous avons cherché a déterminer si les MIP pouvaient avoir un réle
dans les relations trophiques d’'un agent hyperparasite tel T. Harzianum. Nous avons débuté
par dresser un inventaire exhaustif des membres MIP au sein du genre Trichoderma afin
d’en évaluer leur diversité. Ensuite, nous avons analysé les patrons d’expression
transcriptionnelle de chaque membre lors des situations physiologiques d’installation des
champignons sur racines d’olivier ou en culture artificielle (PDA), ainsi qu’en inoculations
séparées ou en co-inoculations répondant au contexte de mycoparasitisme soulevé dans le
chapitre 1. Cependant, les profils d’expression enregistrés et corrélés aux facultés de
transport théoriques des MIP exprimées n’autorisent pas de définir leur fonction dans
'organisme. Aussi, nous avons déterminé les motifs cis-régulateurs qui sont présents dans
leurs régions promotrices.
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Ces régions sont trés informatives car elles peuvent renseigner sur les voies de régulations
qui gouvernent leur modulation et donc, indirectement, leur possible implication dans des
réseaux de protéines impliquées dans I'établissement de réponses cellulaires particuliéres.
Enfin, les structures tertiaires (tridimensionnelles) des MIP transcrites ont été modélisées.
Cette approche nous renseigne sur la structure générale des MIP de Trichoderma, mais
surtout sur la possibilité que certains solutés puissent pénétrer dans le pore voire d’étre
autorisés a y circuler afin d’étre acheminés de part et d’autre d’'une biomembrane, ainsi que
de définir des points de régulation potentiels a I'intérieur du pore et qui seraient majeurs dans
les aptitudes de diffusion de ces MIP vis-a-vis de ces différents solutés.
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Trichoderma harzianum: 7 Major Intrinsic Proteins In vitro dual confrontation

MIP transcript abundances
Xip AQp AQGP
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In planta root protection . .
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Diversity and plausible permease ability of major intrinsic proteins (or aquaporins) in
Trichoderma harzianum, and transcriptional expression during mycoparasitism
activity against the causative pathogenic agent of fusarium root rot in olive trees,
Fusarium solani

- Eight MIP are present in T. harzianum genome including 1 XIP, 4 AQGP and 3 AQP.
- Several structural checkpoints likely determine transport specificity.
- Four MIP (1 XIP, 2 AQGP and 1 AQP) are transcribed during mycoparasitism activities.

- Most of the MIP promoter cis-regulatory motifs concern carbon and nitrogen metabolisms.
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Abstract

Major intrinsic proteins (MIP) are characterized by a transmembrane pore-type architec-
ture that facilitates transport across biomembranes of water and a variety of low molecu-
lar weight solutes. They are found in all parts of life, with remarkable protein diversity.
Very little is known about MIP from fungi. And yet, it can legitimately be stated that MIP
are pivotal molecular components in the privileged relationships fungi enjoy with plants or
soil fauna in various environments. To date, MIP have never been studied in a mycopara-
sitism situation. In this study, the diversity, expression and functional prediction of MIP
from the genus Trichoderma were investigated. Trichoderma spp. genomes have at least
seven aquaporin genes. Based on a phylogenetic analysis of the translated sequences,
members were assigned to the AQP, AQGP and XIP subfamilies. In in vitro and in planta
assays with T. harzianum strain Ths97, expression analyses showed that four genes
were constitutively expressed. In a mycoparasitic context with Fusarium solani, the caus-
ative agent of fusarium dieback on olive tree roots, these genes were up-regulated. This
response is of particular interest in analyzing the MIP promoter cis-regulatory motifs,
most of which are involved in various carbon and nitrogen metabolisms. Structural analy-
ses provide new insights into the possible role of structural checkpoints by which these
members transport water, H>,O,, glycerol and, more generally, linear polyols across the
membranes. Taken together, these results provide the first evidence that MIP may play a
key role in Trichoderma mycoparasitism lifestyle.
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Introduction

Most crop farmers are confronted with the need to control various diseases (physiological or
parasitic), while trying to meet strong consumer demands to use environment-friendly farm-
ing methods. One option is to use members of the fungus genus Trichoderma, most of which
are now known to be effective antagonists of a broad array of soil-borne pathogens [1]. We
recently showed that a strain of T. harzianum (Ths97), isolated from Tunisian farmlands,
expressed antagonist activities against a strain of Fusarium solani (Fso14), which causes severe
dieback of olive roots in Tunisia [2]. Fusarium root rot diseases are steadily expanding world-
wide in nurseries and young olive groves, and disease control is still limited to systemic fungi-
cide treatments and prophylactic actions. By analogy with different tripartite pathosystems
that include some Trichoderma spp. as mycopesticides, Ths97 is thought to act as a necro-
trophic myco-hyperparasite, stopping Fso14 growth in in vitro through the development of
contact structures, namely helicoidal structures around its host, papilla-like structures and the
collapse of several Fso14 septa. Furthermore, on olive trees, Ths97 develops substantial protec-
tive activity against Fusarium root infestation. This bioprotection is correlated with the up-reg-
ulation of an array of plant defense-related pathways by Ths97.

Trichoderma spp. occur as ubiquitous common agents in most soils, and in a few cases, they
are also competitive saprotrophs, opportunistic parasites of other organisms (animals, plants
or fungi), and possibly endophytes/symbionts of plants [3]. In a competitive context within an
rhizospheric ecosystem, like other chemo-heterotroph mycoparasites (whether or not they are
classified as a biological control agent or BCA), Trichoderma spp. weave an intimate network
of nutritional links with their close partners, most relevantly here the plant [the olive tree] and
its prey [the phytopathogen F. solani]. Even today, most studies on mycoparasites (lato sensu)
focus exclusively on the mechanisms of attack and/or self-defense in plants [4]. Feed mecha-
nisms are rarely mentioned or only very cursorily. Yet they are crucial to the relationship
between myco-hyperparasites and other living organisms. Some aspects of this physiological
pathway need to be more fully understood.

Parasite growth depends on the retrieval of a countless number and variety of nutrients
from host organisms. They are mainly water, inorganic solutes, and a plethora of nitrogen and
carbon organic precursors, such as carbohydrates, amino acids, fatty acids, and nucleosides.
Internalizing external food, when it occurs without membrane deformation (ie endocytosis), is
made possible by an abundant arsenal and diverse protein groups of plasma membrane trans-
porters. This group includes the major intrinsic proteins (MIP) [5]. MIP are a large transporter
superfamily generically designated as “aquaporins” (AQP). They facilitate the selective bidirec-
tional transport of water and small uncharged molecules across biological membranes [6].
Structurally, AQP share classic folded topology and channel architecture lending them an
hourglass shape. The overall three-dimensional design of the integral membrane region has a
two-fold symmetry consisting of six transmembrane a-helices with five internal loops. A sev-
enth pseudo-transmembrane helix is formed by two smaller hemi-helical segments (in the
middle of loop B and loop E segments) that project opposing “NPA” boxes (Asn-Pro-Ala) at
the center of the structure. The pore formed by the packing of these seven helices displays this
hourglass aspect, in which the narrow constriction determines transport selectivity based on
solute size and hydrophobicity [7]. A second major determinant for substrate specificity is
located in the outer channel vestibule, and is referred to as the ar/R (aromatic/arginine) selec-
tivity region [8, 9]. This feature consists of a tetrad of amino acid residues, one from each of
the transmembrane helices 2 [H2] and 5 [H5], and two from the inter-helical loop containing
the second “NPA” box [LE1 and LE2]. “NPA” boxes and the ar/R filter regulate the single-file
conductance of water and molecules by acting as a cation- and proton-excluding selectivity
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filter. These physicochemical and thermodynamic contexts determine which molecules can
cross the pore.

With an increasing number of genome sequences available, MIP genes have now been fully
described across all living organisms, except for some thermophilic Archaea and intracellular
bacteria [10]. Despite its overall diversity, the MIP family can be functionally divided into two
major phylogenetic divisions, separating the water-selective AQP (i.e. the water-specific and the
orthodox AQP) from the glycerol facilitators or aquaglyceroporin (GlFp) [11]. In fungi, MIP
nomenclature is established on that of yeasts, and resembles that of vertebrates [12, 13]. Phylo-
genetic analysis finds three main groups with possible subdivisions: classical aquaporins (AQP),
fungal XIP, and aquaglyceroporins (AQGP) subdivided into Fps-like AQGP, Y1054-like AQGP
and "other" aquaglyceroporins [12, 14, 15, 16].

While aquaporins have been the subject of intensive study mostly in vertebrates and plants
concerning their transport specificity and their direct or indirect involvement in controlling
homeostasis, their precise role in various challenged environments is still not entirely under-
stood in most eukaryotes. This is particularly true for fungi for which MIP structure, functions
and regulation are less studied, beyond several closely related models of Saccharomyces cerevi-
siae yeasts [12], two Basidiomyceta and ectomycorrhiza fungus Glomus intraradices [16, 17]
and Laccaria bicolor [15], and the Ascomyceta Aspergillus glaucus [18]. Even so, the general
lack of fungus MIP data is surprising, given the large number of fungus species and their
diverse physiology and ecology niches that are always connected with water and a broad range
of solutes. Remarkably, MIP from fungal mycoparasites have never been comprehensively and
specifically explored.

In this study, the tripartite myco-phytopathosystem [T. harzianum Ths97 -F. solani
Fso14 -olive trees] was used to gain insight into the molecular mechanisms involved in cell
uptake of essential nutrients, by focusing specifically on the MIP route. We first investigated
MIP diversity in the genus Trichoderma, and monitored the transcriptional expression pat-
terns of these MIP in a situation of mycoparasitism involving the T. harzianum Ths97 strain
and F. solani Fso14 strain, both in vitro and in olive trees (either preventively in primed
plants or curatively in diseased plants). Second, we depicted the protein structure of the
MIP expressed by modeling, and hypothesized its ability to transport water, H,O, and glyc-
erol. In addition, the possibility that particular solutes such as small carbohydrates may be
transported across these MIP is discussed. In brief, our data provide the first comprehensive
information concerning the MIP superfamily in the Ascomyceta genus Trichoderma and
their potential involvement in a mycoparasitism context. We go on to discuss our findings
with a special focus on the trophic behaviors that Trichoderma sets up in its habitat, which
remain almost unknown in a situation of mycoparasitism.

Materials and methods
Fungal strains and plant material

Both the Trichoderma harzianum strain Ths97 and the soil-borne Fusarium solani strain Fsol4
(accession number KU863548) were isolated from private Tunisian farmlands, with the per-
mission and the help of the owner of the land, and registered at the "Institut de 'Olivier" (Uni-
versity of Sfax, Tunisia) [19]. Fungi were grown on PDA plates at 25°C and 27°C for Fso14 and
Ths97, respectively. The cultivar Olea europaea cv. Chemlali obtained from herbaceous cuttings
of two-year-old plants were used for assays because of their high susceptibility to Fso14 [20, 2].
Plants were planted in plastic bags containing autoclave-sterilized sandy clay soil, and kept in a
controled growth chamber with the following growth parameters: 16h photoperiod, 26/23°C
(day/night), relative humidity around 70%, and regular irrigation.
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Root inoculations were performed for 1 hour by placing the roots in the conidia suspen-
sions (S2 Fig). After inoculation, plants were replanted in plastic bags containing new soil. For
the confrontation assays, Ths97 and Fso14 were inoculated successively with 6 days apart. The
preventive assay corresponded to plants inoculated with Ths97 in the first step, and the cura-
tive assay to plants inoculated with Ths97 in the second step. The number of biological repeti-
tions was: n = 6 for water control plants, n = 9 each for Ths97 and Fso14 infested plants, and
n = 18 each for curative and preventive treatments. After eight weeks of infestation, roots were
carefully harvested and randomly pooled in three samples in terms of biological conditions,
rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until needed for molecular analyses. Con-
cerning the in vitro confrontation tests, two mycelial plugs (8 mm diameter) were cut from the
edge of actively growing cultures of Ths97 and Fso14 respectively, and placed 4-cm apart in a
new PDA plate (S3 Fig). The paired cultures and control cultures (Fso14 alone) were incubated
at 27°C in the dark and sealed with Parafilm. The biological repetitions were done in triplicate,
and each zone of interest was carefully harvested, rapidly frozen in liquid nitrogen and stored
at -80°C until needed for molecular analyses. Statistical analyses of in planta and in vitro dual
tests were carried out using rank-based non-parametric and ANOVA parametric methods,
respectively. These analyses are detailed in [2]. All experiments for this study with the strains
were done at the "Institut de I'Olivier" under the supervision of Dr TRIKI Mohamed Ali.

Bioinformatic analysis

Protein sequences homologous to MIP transporters from Trichoderma spp. were retrieved at
the Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/). Some new sequences were also identi-
fied by tBLASTn searches against the NCBI GenBank GSS databases (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). These investigations were conducted using keyword queries (IPR000425; Major
Intrinsic Protein; Aquaporin) and tblastn searches (with conservative criteria requiring a cut-
off of E-value of 1.0~°). For all i silico analyses on T. harzianum, T. harzianum strain CBS
226.95 v1.0 (from JGI) was used as reference. Protein names and accession numbers are listed
in S1 Table. During retrieval, each MIP member was verified by predicting the transmembrane
topology with Interproscan from EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). Molecular
modeling of MIP from T. harzianum was performed with the I-TASSER (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement) program suite [21, 22, 23]. Electrostatic potentials were established in
a PARSE forcefield [24] using the Adaptive Poisson-Boltzmann Solver [25] in PYMOL [26],
which was used to analyze and illustrate the molecular models. Structural alignment was gen-
erated with mulPBA [27]. MOLE-2 was used to define the central pores in terms of radius and
polarity. Amino acid sequences were aligned using MUSCLE [28]. Phylogenetically informa-
tive positions were selected using Gblocks [29], and maximum likelihood phylogenetic recon-
structions were made with PhyML (v3.0) [30] using the WAG substitution model, bootstrap
supports with 500 replicates and default parameters. Tree was carried out using maximum
likelihood and the phylogenetic tree was visualized with TreeDyn [31]. Theoretical isoelectric
point (pI) and molecular weight (Mw) were calculated with the Compute pI/Mw tool (expasy.
org/compute_pi/). Putative transcription factor binding sites (TFBSs) were analyzed on MIP
genes from T. harzianum that were expressed in our biological conditions. Promoters were
retrieved by searching the JGI database on sequences from Trichoderma harzianum CBS
226.95 that corresponded to the 1.5Kb of the genomic sequence upstream of the initiation
codon. TFBSs were detected with the Promoter Database of Saccharomyces cerevisiae, SCPD
(http://rulai.cshl.edu/SCPD/; [32]), and the putative biological processes (GO) were identified
with SCPD and the Universal Protein Resource Uniprot (http://www.uniprot.org/).
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RNA isolation and quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) analysis

Total RNA was extracted as previously described by [33]. Mycelia from in vitro cultures and
infected root tissues were ground to a fine powder in liquid nitrogen and transferred to 1 ml of
lysis CTAB extraction buffer (bromide cetyltrimethylammonium). The homogenate was incu-
bated for 5 min at 65°C, and treated twice with 1 volume of chloroform:isoamyl alcohol (24:1).
The supernatant was collected and treated overnight in 2M of LiCl at -20°C. The precipitate was
collected by centrifugation (16,000g for 45 min) and washed with 80% ethanol. The pellet was
dissolved in 25 pl of water (DEPC) and then treated with 1U of RNase-free RQ1 DNase (Pro-
mega, Madison, W1, U.S.A.) for 30 min to remove contaminating genomic DNA. After two
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) washes, total RNA was precipitated with 100% ethanol (2V)
for 2 hours at -20°C. After centrifugation at 16,000g for 30 min, the pellet was washed with 80%
ethanol, dissolved in 50 pl of water (DEPC), and stored at -80°C for later analysis. RNA concen-
trations were determined by spectrophotometry at OD 260/280 (spectrophotometer ND-1000,
Nanodrop, France), and quality was checked by using 2% TAE/agarose electrophoresis. Two g
of total RNA were reverse-transcribed into cDNA with Oligo-dT using the SuperScript™ IIT
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). cDNA was diluted 10-fold with sterile
water, and used as a template for gPCR. The abundance of MIP-related transcripts was deter-
mined by real-time gPCR with a MyiQ instrument (Bio-Rad). MIP gene expression levels were
calculated by the 27*4“" method [34]. PCR amplifications were done in 15 pL of PCR reaction
using MESA GREEN qPCR MasterMix Plus (Eurogentec) from 2 pl of cDNA template. Cycle
parameters were 94°C for 30s, followed by 35 cycles at 94°C for 15s, at 58°C for 15s, and 72°C
for 20s. PCR reactions were ended by generating a dissociation curve to confirm the amplifica-
tion of PCR single bands. Geometric mean of C, related to genes encoding to tubulin (Th, pro-
tein ID: 516507; Fs, 98894; JGI; [35]), 18SrRNA (Th, sequence ID: KT897696.1; Fs, JQ837837.1;
NCBI) and according to the strain, genes encoding actin (Fs, protein ID: 63567; JGI) or elonga-
tion factor 1-alpha (Th, protein ID: 146236; JGI; [36]) were used as internal references to nor-
malize MIP expression for their stable constitutive expressions during fungus development and
infestation. Specific primer pairs for each MIP member were designed in consensus zones after
alignment of MIP sequences retrieved from Trichoderma spp. or Fusarium spp. with Primer3-
plus application (http://www.bioinformatics.nl/primer3plus). Specific amplification of only one
desired band was observed using each primer combination for qRT-PCR analysis. Primer pairs
are listed in S2 Table. All PCR technical samples were assayed in triplicate, and reactions were
carried out with three biological replicates. For statistical analysis, data were analyzed using a
parametric method on STATISTIX V8 software where aquaporin steady-state gene expression
levels were computed by a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey’s honest
significant difference (HSD) post hoc test (p < 0.05).

Results and discussion

Originality of the topic

In major ongoing research in molecular plant pathology, the characterization of virulence fac-
tors that underpin host-pathogen interactions is still a topical issue. Pathogens deploy an array
of effectors that intrinsically constitute their "cell architecture” or which are secreted into the
surrounding environment to interfere with host cell processes. By extension, during a situation
of pathogenicity, all solute transporters may be regarded as virulence factors, since they are
involved in controlling the entry into the cell of molecules with nutritive value, notably when
they originate from the host prey. Because MIP play major roles in numerous physiological
processes, it is meaningful to consider these channels as pathogenic factors. The genus
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Trichoderma offers us an opportunity to study this subfamily in a tripartite mycoparasitic con-
text [T. harzianum/F. solani/olive trees] [2].

MIP diversity

In order to characterize the MIP family from Trichoderma, the genome databases NCBI and
JGI were searched using the previously described MIP translated sequences from Trichoderma
virens and Nectria haemotococca (asexual name of Fusarium solani) [15]. The different Tricho-
derma strains encode six to eight predicted MIP, while Fusarium strains encode six predicted
MIP except for F. solani with five members, and F. oxysporum and F. oxysporum f. sp. lycoper-
sici with seven members each (S1 Table).

T. harzianum and F. solani (Nehca2) exhibited eight and five predicted MIP, respectively. A
random analysis of this MIP family from diverse fungi (JGI) showed an average of five MIP
members, placing Trichoderma among those species that share the broadest range. Phyloge-
netic relationships among the Trichoderma and Fusarium MIP proteins were analyzed with
classified orthologs from Laccaria bicolor and Mycosphaerella fijiensis [15] as a reference.
Sequences fall into three major clades: the classical aquaporins (AQP), aquaglyceroporins
(AQGP) and X-intrinsic proteins (XIP) (Fig 1). Specifically, Trichoderma shows three classical
AQP, three AQGP (two Fps-like and one "other" AQGP) and a single XIP. Amino acid conser-
vation ranges from 40% to 54% sequence identity in AQP, from 40% to 54% sequence identity
within AQGP, and from 76% to 87% sequence identity in XIP. By comparison, Fusarium
exhibits three classic AQP, one AQGP (Fps-like) and likewise a single XIP. However, unlike
Fusarium, AQP present in Trichoderma were split into three sub-groups, and AQGP into four
sub-groups with three Fps-like and one "Other aquaglyceroporin” branches. All the XIP coa-
lesced into a major clade, which can be divided into two branches. Although fewer subgroups
are met in fungi than in plants, the emergence of a structural diversity is highlighted. More-
over, whatever the number of MIP members from each species, there is invariantly a genus-
dependent subfamily distribution. Despite the common lineage of these two fungi (class of
Sordariomycetes), these MIP differences in each subgroup may result from independent
rounds of gene events such as duplications, but without excluding possible gene losses. For the
Trichoderma genus, however, the limited number of differences between MIP sequences has
not provided a clear-cut answer to the question of MIP expansion. At least one duplicated
event seems to have occurred in T. harzianum and concerns the aquaglyceroporin 82211,
absent in the ancestral species T. reesei. Gene duplication plays a key role in increasing genetic
variability (driving an increase in the sizes of gene families, and in fine, the genome expansion
of species), but most importantly, these genomic events create novel genes, which may confer
potential new adaptation abilities. Here, such a relative conservation in a MIP subfamily in the
Trichoderma genus suggests that each MIP member is devolved to transporting particular sol-
utes that are pivotal in the full cycle of fungus development.

Additionally, insofar as these subfamilies (AQP, AGP and XIP) are expected to transport
different solutes [16], the strong diversity and the large number of AQGP specifically observed
in Trichoderma probably reflect the divergences in the adaptation of this fungi to contrasting
niches and/or infection processes in a specific host range of organisms completely different
from that for Fusarium. This differentiates Trichoderma from Fusarium in their respective
mycoparasitic and necrotrophic lifestyles. While still hypothetical, it is nevertheless possible
that a versatile arsenal of aquaglyceroporins may help the mycoparasite extract particular mol-
ecules at the hyphae of a broad range of potential host prey. Some examples in an amplified
spectrum of genes have also been found for virulence factors (chitinases, hydrophobins, etc) in
certain BCAs, which seem correlated with their strong mycoparasitic abilities [37, 38]. With
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Fig 1. Unrooted phylogeny of MIP protein sequences from genera Trichoderma and Fusarium genus. AQP, classical aquaporins; AGP,
aquaglyceroporins; XIP, X-intrinsic protein. The bootstrap values indicated at the nodes are based on 500 bootstrap replicates. Branch values
lower than 50% are hidden. The distance scale denotes the evolutionary distance expressed in number of amino acid substitutions per site. MIP
sequences from T. harzianum (CBS 226.95 v1.0 as reference, JGI) are highlighted in red. MIP sequences from F. solani (Nehca2 for Nectria
haematococcae, JGI) are highlighted in green. The reference sequences used to give the MIP sub-group nomenclatures are highlighted in blue
(Lacbi2, Laccaria bicolor V2; Mycfi2, Mycosphaerella fijiensis V2; Tri.virens, Trichoderma virens V2; JGI). Accession numbers of proteins are
attached after each species name; both are listed in S1 Table. Protein sequences are given in S1 Fig. Orange, blue and green squares, circles and
triangles indicate nodes that include specific T. harzianum MIP members. This code refers to Fig 2 and S1 Table.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g001

the availability of the MIP gene sequences, this work lays a firm phylogenetic foundation from
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Fig 2. Biochemical features of Trichoderma MIP. (A) Relationship between isoelectric point and molecular weight for Trichoderma spp. MIP clusters. Plot
showing isoelectric point versus molecular weight for XIP (X), aquaglyceroporins (X) and aquaporins (X). Subgroups are detailed in the phylogeny in Fig 1 and in
the S1 Table. Means + SE according to number of MIP members from each subgroup. (B) Amino acid diversity in NPA boxes and Aromatic/arginine selectivity
filters in the different MIP subgroups from Trichoderma spp. Exact ar/R locations on MIP proteins are detailed in Figs 3A, 4A and 5A.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g002

which to investigate this possibility by means of respective knock-out strains, and to assess
possible gene regulatory network resetting linked to MIP.

MIP structure

The MIP protein family in fungi contains a large number of highly divergent proteins. Apart
from being assessed by their sequence identity, MIP diversity can be monitored not only
through their biochemical features such as isoelectric points (pI) and molecular weights
(MW), but also and most importantly, by modeling their three-dimensional profiles. (Fig 2; S1
Table). Except for the AQGP subgroup with Fps-like and "Other", MIP in Trichoderma spp.
show a mean of 303 amino acids and a mean MW of 32 kDa. These features cover expected
value ranges [39]. An analysis of their overall structure shows that most AQP are neutral or
basic, the XIP are basic, and the majority of AQGP are neutral or acidic (Fig 2). Their distribu-
tions are in line with what has been observed for a broad range of MIP from other fungi [40].
However, this analysis may be too simplistic, as these distributions do not reveal subtle fea-
tures, especially as regards to potential sites of regulation such as loops and specific residues or
motifs inside the pore. Further molecular structure analysis by modeling shows that the central
channel polarization seems conserved, with almost the same distribution of charges along the
z-axis. The positive charge of the guanidinium group of the characteristic arginine in the con-
striction region is strongly expressed, and radiates over a long portion of the light of the pore
(Figs 3B, 3C, 3D, 4B, 4C, 4D, 5B, 5C and 5D) in the absence of an immediate counterion. In fact,
most of the differences in size and charge of the MIP mentioned here stem from the polymor-
phism of their amino and carboxy terminal extensions, whose role has not yet been completely
characterized (Figs 3A, 4A and 5A). We focused our interest on the MIP that are constitutively
expressed (ie Fsp-like-90014 Fig 3; "Other AQGP"-92358 members Fig 4; AQP-98742, Fig 5;
XIP-488926, Fig 5; cf section “MIP expression”), and inspection of the alignments by phyloge-
netic group shows that, aside from those variable extensions at both ends, we are facing two
groups of MIP in terms of their putative transport capabilities. On one hand, we have what
resembles water -and by extension H,0,- facilitators in the case of the AQP-98742 member and
the XIP-488926 member, and on the other hand, we have probable glycerol facilitators in the
case of the "Other AQGP"-92358 member and the Fsp-like-90014 member, whose family is also
known to group glycerol facilitators regulated by osmotic changes [16]. This segregation is
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and 2). The pore established with "MOLE- 2" is materialized by a grid on which the electrostatic potential calculated by

APBS with the PARSE forcefield is reported to compare the physicochemical nature of the channels. (C) Focus on the residues of the pore. A blue arrow indicates the ar/R
region. (D) Sidechains of the amino acids constricting the channel after both NPA motifs.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g003

confirmed on a Newick tree when comparing the four models on multiple structural alignments
with MulPBA [27]. This could be extended to the other members of each subfamily or group
considered here because of their intra-proximity. The primary difference justifying this segrega-
tion is located at the principal constriction site in the central pore, the so-called ar/R filter, which
is slightly smaller in the water-specific AQP and composed of four residues, and slightly larger in
the aquaglyceroporin and composed of four residues of which one is small (alanine) or by only
three residues (the fourth is absent, and instead a glycine is found in its position). In our case, the
constriction site is composed of F65, H185, T194 and R200 for the AQP-98742 member, of N81,
S211, Q225 and R230 for the XIP member, of F100, A244, T251 and R258 for the "other AQGP"-
92358 member, and W63, Y212, and R218 for the Fsp-like-90014 member (Figs 2, 3A, 4A and
5A). The associated diameters measured at this site on our models with the MOLE 2.0 approach
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https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.9004

were 1.28A, 1.84, 3.78A and 2.54A, respectively, which is consistent with the reasonable assump-

tion that the aperture in the glycerol transporters will be larger than in strict water transporters.
The second difference arises from the extracellular loops (A, C and E), which present vari-

able lengths. Loop A with 14 residues (D42-P55) is prominent as expected for the AQP-98742
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Fig 5. Structural analysis of the expressed fungal AQP-98742 and XIP-488926 MIPs. (A) Multiple sequence alignments (B)
Models out of an I-Tasser computation. The C-score are positive for all two models used (Cscore = 1.39 for AQP-98742;

Cscore = 1.26 for XIP-488926), suggesting a good level of confidence in all the predictions. The pore is materialized by a grid on
which the electrostatic potential is reported to compare the physicochemical nature of the channels. (C) Focus on the residues of
the pore. A blue arrow indicates the ar/R region. (D) Sidechains of the amino acids constricting the channel after both NPA
motifs. Technical procedures for each item are detailed in the Fig 3 caption.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g005

member. This is also found on the "other AQGP" member, where it measures 13 residues
(N80-592); loop A is found to be slightly shorter with 10 residues (L65-G74) for the XIP, and is
substantially halved with 7 residues (S49-D55) for the Fsp-like-90014 member. This criterion
does not seem to be discriminating in terms of molecules to be transported. Conversely and
more remarkably, loops C and E seem to permit a distinction in the nature of the transport
ensured by the MIP, suggesting a possible coupling with a third-party effector, as it could pro-
vide an interacting site for one. We note that both putative glycerol facilitators share a com-
mon topology concerning their long loop C, which fits the model of an alpha hairpin as found
in the GIFp, for which the archetype namely the E. coli Glycerol Facilitator structure was
released [41]. The second alpha helix of the hairpin is mostly hydrophobic and ends with a cys-
teine, which is also found in the XIP member at the same position near the pore entry. In both
putative glycerol transporters, this segment is 20 residues longer than its homolog in the AQP-
98742 fold: loop C is 19 residues long in the AQP member, 24 residues in the XIP member, 38
residues in the "other AQGP" member, and 36 residues in the Fsp-like-90014 member. On the
intracellular side, we note a last subtle but still remarkable difference between the two GlFp
candidates expressed concerning the net charge of loop B. In the first segment of this long
loop, prior to the short NPA helix and at the very beginning of the loop, a lysine conserved in
the Fsp-like subgroup (K76) is found instead of a conserved threonine (T114) as in the "other
AQGP" members. Post hoc, the characteristic asparagine residue of the NPA motif is replaced
by a serine in most of the "Other AQGP" members. In the second part of this loop, a conserved
arginine (R93) is present in the Fsp-members, while this position is occupied by a glutamine
(Q131) in most of the "other AQGP" members. This loop ends in both groups in a basic motif
of two successive lysines in the "other AQGP" and an arginine followed by a lysine in the Fsp-
members. To sum up, this loop is more basic in the Fsp candidates in addition to the presence
of a supernumerary and conditional positive charge of a histidine (H95 instead of the neutral
F133). This could have implications in how the two kinds of pores function, for example in
their ability to interact with possible regulators, or in their ability to favor one circulating
direction for the polyols they can tunnel across the membrane. The impact of such a subtle dif-
ference will need to be addressed in further investigations.

Even more interesting, in both GIFp-like proteins we found an internal salt bridge between
the conserved aspartate next to the ar/R filter arginine with another arginine on the helical
turn immediately following, possibly helping to regulate aperture size by tilting the short NPA
helix (Fig 6). This also occurs in generic GIFp, where this hemihelix is also one turn longer
than its homolog from the AQP-98742 member. This is currently apparent in two available
structures, an aquaglyceroporin from Plasmodium falciparum (pdb code 3C02) and the first in
the series of the E. coli glycerol facilitator (pdb code 1FX8). It implies translocation of the argi-
nine of the filter, and its Cbeta moves about 1A away from its canonical position on classical
aquaporins. This in silico data can provide intuitive insight into the potential permeability
properties of the channel in transporting not only polyhydroxyl alcohols (or polyols such as
glycerol), but also more voluminous polyols such as erythritol, arabitol, sorbitol and mannitol
as observed for pfAQP and ApAQP2, two multifunctional aquaglyceroporin channels from
Plasmodium falciparum and Acyrthosiphon pisum, respectively [42, 43]. These polyol
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(A) Structural alignment of different MIP

based on the coordinates of resolved structures made with MulPBA on a narrow but still representative sample of MIP of different classes from different kingdoms.
The name of the proteins and their relative pdb code is written with distinctive colors on the left of the alignment, itself colored by the Taylor color code in Jalview. A

o

Fig 6. Structural alignments of MIP to highlight noticeable differences in glycerol facilitators versus standard AQP.

<
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conservation threshold of 50% is applied to highlight the conservation by groups. From this comparison emerges the particular meaning of the conserved GIFp motif
NPARD: the conserved negatively-charged residue aspartate makes a salt bridge with an equally conserved residue at exactly one a-turn from it. This bridge quenches
both charges by mutual neutralization, allowing their presence in a quite hydrophobic environment for folding purposes (first quarter of a-6). (B) PyMOL scene of
the superimposition results from mulPBA displayed as a wireframe diagram of the main chain colored with respect to the sequence name coloring. The channel is
shown as a transparent volume to materialize the localization. The sidechain of the conserved arginine from the NPAR motif is shown as sticks, as also are both
charged residues occurring only in the GIFp proteins (light and dark red). A red arrow shows the relative displacement (concomitant with this type of electrostatic
bridge within the short o-helix of loop E) responsible, at least in part, for a larger pore aperture at its constriction site. Only the NPA a-helices are shown as
transparent colored coils (C) Summary of the superimposition score from mulPBA. (D) Structural alignment of MIP from the T. harzianum strain CBS 226.95
homologous to those expressed from Ths97 and based on the coordinates of good quality I-Tasser homology models. The MSA is colored by the Taylor color code in
Jalview. On the left, the Newick tree established by mulPBA is given showing the relative proximity of both XIP-488926 and AQP-98742 members on one side, and
both "other AQGP"-92358 and Fsp-like 90014 members on the other side. Models are consistent with previous data obtained on experimental structures. A
conservation threshold of 50% is also applied to highlight the conservation by groups.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g006

transporters, alongside specific sucrose transporters, could be expected to feed the fungal car-
bohydrate metabolism, which provides energy for hyphal growth and supplies carbon skeleton
to other metabolisms. However, and again most importantly, they may participate in the con-
tinuous process of generating hydrostatic pressure used by the pathogenic hyphae to break the
hyphae cell wall surface of its host and penetrate it. Because polyols make a major contribution
to the osmotic ballast, water and polyols are two interplaying components essential for hyphae
integrity when fungi move in fluctuating environments [42, 15, 16].

Finally, we used the Glycopred prediction method to examine the differences in terms of
numbers of potential glycosylation sites in these external loops. All of them are potentially gly-
cosylated except for loop A of the FSP member, loop C of the AQP and loop E of the XIP and
both putative glycerol facilitators. Most of the sites are far from the central pore. In the putative
glycerol facilitators, glycosylation sites are found in the descending hydrophobic helix of loop C.

To conclude, on the basis of these structural and possible functional considerations, eluci-
dating the physiological role of MIP in Trichoderma spp. through in-depth functional studies
with MIP variants in key residues will answer these important unanswered questions. How-
ever, this approach will not be applied on Ths97: systematic of T. harzianum appears to be
complex with many cryptic species, making it quite difficult to work with. Mutagenesis tech-
nologies require double cross-over homologous recombination around 1,5kb up- and down-
stream of the target gene, and therefore a thorough knowledge of intergenic regions, which are
highly diversified and complex between T. harzianum spp. in contrast to the transcribed
regions, which are highly conserved as shown by MIP genes. Thus, our hypothesis will need to
be confirmed in the future by mutagenesis of MIP from Trichoderma species whose genomes
are sequenced.

MIP expression

The transcriptome of Trichoderma is still the subject of several molecular studies, leading to
the identification of pathways involved in the different aspects of biocontrol mechanisms [1,
44, 45, 46]. From these studies, however, no MIP information has yet been provided. To com-
plete the in silico identification of candidates for MIP channels, their expression profile was
addressed at transcript level using real-time quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (QRT-PCR) with MIP gene-specific primers. Molecular analysis is aimed pri-
marily at Trichoderma under non-mycoparasitic conditions (mycelial growth or infestation
without its host F. solani, corresponding to the control samples) or under mycoparasitic condi-
tions in the presence of F. solani (corresponding to the assays). Additionally, two different bio-
logical contexts were studied: on “artificial substrates” with PDA on Petri dishes (in vitro), and
in roots from young olive trees (in planta). Similarly, MIP expressions from F. solani were
studied in the same biological conditions. Results demonstrated that of the eight MIP genes
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present in the genome of T. harzianum, only four were transcribed with significant differential
modulation during mycelial growth on an artificial medium and on olive roots (Fig 7). In
detail, the steady-state level of transcript abundance of AQP-98742, AQGP-92358 and XIP-
488926 was higher during the mycelial growth in planta than in vitro, while AQGP-90014 was
slightly less abundant. These diverging expressions between “growth environments” are not
surprising and have already been mentioned [47]. They could result from the presence of vari-
ous chemical factors in plant tissues that may be lacking in artificial substrates. Similarly, these
contrasting expressions could be linked to a subtle difference observed between the net charges
of their respective loop B that would determine a specific ability to favor one circulating direc-
tion of particular solutes across the membrane.

Concerning the confrontation situations, and irrespective of the biological contexts (i.e.
preventive or curative), the expressions of these four MIP were significantly modulated by the
presence of F. solani. It is of note that the onset of a differential expression of MIP genes is a
rather early event during the interaction with host prey: it occurs during the first stage of
mycelial growth, when T. harzianum is in physical contact with its prey. MIP transcript abun-
dance then increased considerably over the contact area between T. harzianum and F. solani.

Trichoderma harzianum Fusarium solani
Plants it [ Plants i
& Plates n vitro assay n planta assay us plates n vitro assay
A B [ Curative Preventive B C
a
- -
: b
C C
w
5
5 2 g
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f=
-
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& : h
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o i
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] 4
i
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@ 72760-XIP
[1488926-XIP [192358-Other AQGP [[151592-Classic AQP
[198742-Classic AQP E90014-Fps-like AQGP [ 93338-Classic AQP
[067872-Fps-like AQGP

Fig 7. Relative transcription ratios of the MIP genes from T. harzianum and F. solani. Relative expression levels of MIP genes
from T. harzianum (Ths97) and F. solani (Fso14) cultivated separately or together in artificial culture (after 6 days of inoculation)
or on roots of olive trees (after 8 weeks of inoculation). Plants vs Plates: constitutive steady state level of MIP expression from T.
harzianum and F. solani cultivated separately in plants or on PDA medium. In vitro assay: (A) T. harzianum individually, (B) area
of confrontation between hyphae, (C) area of overlap of T. harzianum on F. solani (detailed in S2 Fig). In planta assay: inoculated
separately in roots or in curative and preventive contexts (root symptoms detailed in S3 Fig). Transcript levels for each gene were
estimated using real-time qRT-PCR analyses, and normalized by the expression of three housekeeping genes specific for each
fungal strain. Relative transcript abundance rates were obtained by the E**“" method with transcript abundances from individual
in vitro culture or in planta inoculation. Data correspond to means of three independent biological experiments. Bars represent
the biological standard error. Data not sharing the same letter are significantly different (Tukey post-hoc test after one-way analysis
of variance (ANOVA), p < 0.05). Nd, transcript non-detectable significantly.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.g007
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Unexpectedly, MIP patterns contrasted sharply between the artificial and in planta dual cul-
ture contexts, except for AQGP-92358, which remained up-regulated. AQP-98742, AQGP-
90014 and XIP-488926 were up-regulated in artificial substrates, but down-regulated in planta.
Very few functional studies have been carried out on fungal MIP. However, AQP-98742
belongs to a MIP cluster that comprises MIP with putative water channels [12, 14, 47]. AQGP-
90014 belongs to a "facultative Fsp-like aquaglyceroporin” cluster including MIP with putative
water, glycerol and small neutral molecule transport channels [13, 17, 48], whereas AQGP-
92358 belongs to the "other-aquaglyceroporin” cluster made up of MIP that present glycerol
and small neutral molecule transport capacities [13, 15]. Concerning XIP, no biochemical vali-
dation has been reported in fungi. However, three inputs can be exploited to gain a better
understanding of this unorthodox cluster: (i) the MIP JQ412059 from Glomus intraradices, a
relatively proximate phylogenetic homolog of fungal XIP [16], exhibits a water transport chan-
nel [49], (ii) its transcriptional kinetics parallel that of AQP-98742 (Fig 7), and (iii) three-
dimensional structure analysis suggests a tighter channel, particularly at the constriction zone
approaching the level seen in the AQP-98742 channel (Fig 5). This would indicate a plausible
ability to channel water and possibly other small polar molecules like H,O,, but not glycerol as
previously observed for certain XIP from plants [50, 51, 52]. Despite these putative biochemi-
cal extrapolations, and because evidence of how MIP take part in fungal lifestyles is still scant
and speculative, further interpretations concerning the putative involvement of each member
during mycoparasitism of Ths97 would be premature. However, data do suggest that F. solani
has a direct influence on Ths97 genome reprogramming, and this is significant when we read
the MIP expression from the ‘in planta’ biological context. This takes place invariantly whether
Ths97 has colonized healthy plant tissues prior to a F. solani infestation (preventive treatment)
or an infested fusarium environment (curative treatment). The in vitro and in planta environ-
ments are not comparable, and it is difficult to envisage how F. solani can directly up- or
down-regulate some Ths97 genes in specific environments, unless we consider the possibility
that Ths97 displays a direct mycoparasitic activity on F. solani. The interaction of T. harzianum
with F. solani is described as mycoparasitic [35], and this feature was observed in vitro between
Ths97 and Fso14 (S2 and S3 Figs) [2]. This overall adjustment may be supplemented by the
release of cell-wall-degrading enzymes, known to be directly involved in the mycoparasitism
interaction, and whose production is influenced by various ambient factors [53, 54, 55]. These
fine and complex molecular adjustments generate specific metabolized-products (i.e. oligo-
mers) that may themselves become secondary inducers of cell responses for Trichoderma [56,
57]. This would explain the differential expression patterns of transcripts encoding MIP pro-
teins observed during the different biological contexts and stages of confrontation.

Two other interesting scenarios should be considered. The first one is that the biochemical
environments of the intercellular space change fundamentally. This event is mainly due to the
virulent activity of F. solani and also its ability to secrete an arsenal of hydrolytic enzymes [58,
59]. Certain particular plant residues generated by F. solani could interfere here with Ths97 cel-
lular responses. Such residues are inevitably absent in the in vitro context, but could possibly be
produced when F. solani infests its plant host. In the second scenario, although no information
is available about competition and defense reactions of F. solani as a host, F. solani would is be
able to develop a differential toxicogenic activity in planta compared with the in vitro context
(like Ths97, F. solani senses and responds differentially to contrasting environments) [60, 61],
and specific secreted mycotoxins (possibly in a "growth medium"-dependent manner) could
affect certain gene responses in Ths97 without, however, upsetting its mycoparasitic behavior.
To the best of our knowledge, there is no evidence to support these two last suppositions, but
whatever the case, the transport machinery reprogramming for Ths97 is governed by environ-
mental changes, probably due to the presence of exudates released from the host mycelium (F.
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solani), whose priority remains to meet nutritional needs. As for F. solani MIP expression pat-
terns, four MIP out of the six in its genome were transcribed and differentially modulated.
Interestingly, none of them was significantly detectable in infested plants treated with Ths97.
This result provides new evidence suggesting the ability of the beneficial partner to drastically
reduce the population of its host target.

MIP regulation

In line with previous findings, we showed here that Ths97 seems able to sense the presence of
its host prey and respond by modulating a set of genes that could be involved in its mycopara-
sitism. In our work on MIP, we are aware that correlations alone do not allow a causal link to
be established. In addition, the transcriptional level does not represent what happens at the
protein level. However, there are good indications that MIP transcript regulations may imply
assigned functions of isoforms in mycelia trans-cellular solute flows. Thus whatever the biolog-
ical contexts, we can intuitively expect the expression of a broad range of genes to depend pre-
ponderantly on solute sources (carbon, nitrogen, minerals, etc) available in the environment.
One of the major challenges facing biologists is to unravel the complex networks that govern
these gene expressions. One clue could come from the establishment of the existence of meta-
bolons. Transcriptional regulation relies to a large extent on molecular mechanisms that allow
nucleic acid binding proteins or transcription factors (TF) to recognize specific sets of nucleic
acids in DNA, known as transcription factor binding sites (TFBSs) or cis-regulatory sequences.
Identifying these regulatory elements in non-coding regions is an interesting key step in
understanding gene regulation and ultimately in inferring regulatory networks.

We scanned 1.5kb upstream of the start codon of the four expressed MIP using the yeast
Saccharomyces cerevisiae dedicated promoter database SCPD [32]. Conscious of the limitations
inherent in such a systematic analysis on TFBSs, which are usually very short and statistically
often highly degenerate, the fact remains that results showed an over-representation of motifs
targeted by TFs known to be involved in various carbon, nitrogen sulfur and phosphate meta-
bolic processes (Tables 1 and S3). Between 62% and 81% of motifs constituting the four MIP
promoters are in promoters of genes encoding proteins involved in carbohydrate, fatty acid
and sterol, amino acid or nucleotide metabolisms. Unexpectedly, motifs involved in the cellu-
lar responses to stress (osmosensing and ion homeostasis pathways, drug metabolization and
exportation, oxidative stress) were poorly represented (<0.05%). This contrasts notably with
plant MIP promoters, which contain a large number of TFBSs related to cellular responses to
abiotic and biotic stress [62, 63, 64]. The remaining motifs control mRNA transcription, cell
growth and division, and DNA synthesis (meiosis process) (S3 Table). We hypothesize that
this cis-element provides indications about the potential involvement of these MIP in estab-
lishing a trophic relationship that Trichoderma creates with its surroundings, and especially
here with F. solani, with which Ths97 initiates a competitive relationship. This functional trend
corroborates previous findings where functional annotations of different wide-transcript
libraries linked to a mycoparasitic context indicated a substantial over-represented category
related to various metabolic processes [35, 53, 55, 65]. Finally, if F. solani really influences
Ths97 genes expression in some way, then it would be relevant to identify the TFs network
from Ths97, which could be in direct relation with certain virulence effectors secreted by F.
solani during its plant tissue infestation phase, or related metabolized products in the case of
effectors with intrinsic hydrolase activities. To further test our hypothesis of a plausible
involvement of MIP in the competition machinery of Trichoderma against various pathogens,
and the establishment of its trophic network, suppression of MIP gene function within non-
encoding and encoding regions would have to be addressed in future experiments.
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Table 1. Proportion of putative transcription factor binding sites (TFBSs) on the 1.5kb promoter region of the expressed MIP genes from Trichoderma harzianum.
MIP promoter sequences from T. harzianum CBS 226.95 v1.0 (JGI) were used as reference. TFBSs were detected with the "Promoter Database of Saccharomyces cerevisiae"
(http://rulai.cshl.edu/SCPD/), and biological processes (GO) analyzed using «Uniprot» (http://www.uniprot.org/). TFBS nucleotide sites on 1.5kb of each promoter are

detailed in the S3 Table.

Cis-motif

ADRI1
BAS2
CSRE
GAL4
GCN4
GCR1
LEU3
MCM1
MIGI
PUT3
CARI Repressor
RAP1
STE12
PHO2
PHO4

PDR1-PDR3
ROX1

RMLI1
SMP1
XBP1

UniProt
identifier

P07248
P07269
P04386
P03069
P07261
P08638
P11746
P27705
P25502
P39001
P11938
Q03063
P07269
P07270

P33302
P25042

Q12224
P38128
P39001

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760.t001

XIP AQP
488926 98742
4 (3,8%) 2 (1,8%)
1(0,9%) 7 (6,1%)
1(0,9%) 1(0,9%)
2 (1,9%) 0
20 (14,4%) 12 (10,5%)
9 (8,7%) 12 (10,5%)
1 (0,9%) 1 (0,9%)
1 (0,9%) 2 (1,8%)
1 (0,9%) 1(0,9%)
4 (3,8%) 0
15 (14,4%) 12 (10,5%)
2 (1,9%) 1(0,9%)
4 (3,8%) 4(3,5%)
12 (11,9%) 12 (10,5%)
4 (3,8%) 4 (3,5%)
81/104 (77%) 71/114 (62%)
0 0
2 (1,9%) 1 (0,9%)
0 1(0,9%)
1 (0,9%) 1(0,9%)
1(0,9%) 1(0,9%)
4/104 (0,04%) 4/107 (0,04%)
Conclusion

AQGP
92358

4(3,3%)
1(0,8%)
1 (0,8%)
0
16 (13%)
18 (14,6%)
0
2 (1,6%)
6 (4,9%)
0
19 (15,4%)
1(0,8%)
6 (4,9%)
13 (10,6%)
13 (10,6%)
100/123 (81%)
5 (4,1%)
0

0
0
1(0,8%)
6/123 (0,05%)

AQGP
90014

4 (3,6%)
0
0
0
9 (8,1%)
21 (18,9%)
0
2 (1,8%)
3 (2,7%)
0
13 (11,7%)
0
8 (7,2%)
8 (7,2%)
4 (3,6%)
73/114 (64%)
0
1(0,9%)

0
0
3(2,7%)
4/114 (0,04%)

Carbon and nitrogen metabolic processes

Phosphate transport and metabolic processes

Cellular cation homeostasis / xenobiotic transport

Cellular response to
osmotic stress

Cellular response to stress
Cellular response to stress

Cellular response to oxidative stress

Our present results bring us nearer to understanding one molecular mechanism potentially
involved in the mycoparasitic process of T. harzianum (with the example of Ths97 here) with
the involvement of the MIP family. Modulated transcript abundance of members belonging to
the three sub-classes representative of the fungal MIP family suggests the importance of trans-
porting certain specific solutes during hyphae development and possibly self-defenses. How-
ever, owing to the complexity of the underlying mycoparasitism mechanisms, an in-depth
understanding of the functional characterization of the MIP genes reported here is essential,
and this will be improved by future studies of their subcellular localization, post-translational

regulation and precise roles in signaling and solute transporting processes in such "myco-phy-
toparasitic" tripartite interactions. Part of this effort will require focusing on key residues
shown in this study to be responsible for the specialization of the two GIFp and subsequently

testing these by mutagenesis approaches. Lastly, if we consider -by definition- that MIP are vir-
ulent factors in this (myco)parasitic interaction, the manipulation of candidate MIP genes
linked to virulence activity remains a pertinent approach to improve the T. harzianum strain.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0193760 March 15,2018

18/23



@PLOS | one

Trichoderma harzianum MIP, computational and biological insights

Supporting information

S1 Fig. Detail of all MIP protein sequences used in this work.
(PDF)

S2 Fig. Symptoms of fusarium root rot disease on root system from olive trees. Preventive
treatment: Ths97-treated plants subject to Fso14 infestation; Curative treatment: Fso14 infested
plants treated with Ths97. Dual inoculation contexts were set up with a 10-day delay between
each fungal inoculation. Fungi were inoculated on roots.

(PDF)

S3 Fig. Culture of F. solani (Fso14 strain) and T. harzianum (Ths97 strain) cultivated sepa-
rately, or together in a dual growth context related to a mycoparasitic situation. Mycelial
were grown in Petri dishes on PDA medium. Slides show 6 days of growth at 27°C. Letters A,
B, and C on dual culture assay correspond to area sampled for molecular experiments, with
(A) Ths97 individually, (B) area of confrontation between mycelia, and (C) area of overlap of
Ths97 on Fso14.

(PDF)

S1 Table. Features of the non-redundant representative fungal MIP proteins from Tricho-
derma and Fusarium species used in the phylogenetic analysis. Reference species for MIP
nomenclature: Mycosphaerella fijiensis (Mycfi) and Laccaria bicolor (Lacbi). AQP, aquaporins;
AQGP, aquaglyceroporins; XIP, X-intrinsic proteins.

(PDF)

S2 Table. Primers used for qPCR amplification.
(PDF)

$3 Table. Detail of the TFBS nucleotide sites found on 1.5kb of each promoter of the four
expressed MIP.
(PDF)
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Question 2 Les perméases MIP seraient elles impliquées dans les relations trophiques de
Trichoderma harzianum?

Complete Figure 4 legend:

Figure 4. Structural alignments of MIP to highlight noticeable differences in glycerol
facilitators versus standard AQP. (A) Structural alignment of different MIP based on the
coordinates of resolved structures made with MulPBA on a narrow but still representative
sample of MIP of different classes from different kingdoms. The name of the proteins and
their relative pdb code is written with distinctive colors on the left of the alignment, itself
colored by the Taylor color code in Jalview. A conservation threshold of 50% is applied to
highlight the conservation by groups. From this comparison emerges the particular meaning
of the conserved GIFp motif NPARD: the conserved negatively-charged residue aspartate
makes a salt bridge with an equally conserved residue at exactly one a-turn from it. This
bridge quenches both charges by mutual neutralization, allowing their presence in a quite
hydrophobic environment for folding purposes (first quarter of a-6). (B) PyMOL scene of the
superimposition results from mulPBA displayed as a wireframe diagram of the main chain
colored with respect to the sequence name coloring. The channel is shown as a transparent
volume to materialize the localization. The sidechain of the conserved arginine from the
NPAR motif is shown as sticks, as also are both charged residues occurring only in the GIFp
proteins (light and dark red). A red arrow shows the relative displacement (concomitant with
this type of electrostatic bridge within the short a-helix of loop E) responsible, at least in part,
for a larger pore aperture at its constriction site. Only the NPA a-helices are shown as
transparent colored coils (C) Summary of the superimposition score from mulPBA. (D)
Structural alignment of MIP from the T. harzianum strain CBS 226.95 homologous to those
expressed from Ths97 and based on the coordinates of good quality I-Tasser homology
models. The MSA is colored by the Taylor color code in Jalview. On the left, the Newick tree
established by mulPBA is given showing the relative proximity of both XIP-488926 and AQP-
98742 members on one side, and both "other AQGP"-92358 and Fsp-like 90014 members on
the other side. Models are consistent with previous data obtained on experimental structures.
A conservation threshold of 50% is also applied to highlight the conservation by groups.

Supplemental Table S1 Features of the non-redundant representative fungal MIP proteins
from Trichoderma and Fusarium species used in the phylogenetic analysis. Reference
species for MIP nomenclature: Mycosphaerella fijiensis (Mycfi) and Laccaria bicolor (Lacbi).
AQP, aquaporins; AQGP, aquaglyceroporins; XIP, X-intrinsic proteins.

Supplemental Table S2 Primers used for gPCR amplification.

Supplemental Table S3 Detail of the TFBS nucleotide sites found on 1.5kb of each promoter
of the four expressed MIP.
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Question 2 Les perméases MIP seraient elles impliquées dans les relations trophiques de
Trichoderma harzianum?

Faits Marquants et discussion sur ces derniers résultats

Il s’avere que Ths97 agit comme un agent hyperparasite envers Fso74. Par définition, la
relation établie avec son champignon héte s’inscrit dans un contexte nutritionnel direct
(Gagné, 1984). Comme expliqué dans la partie bibliographique et en préambule au chapitre
4, les transporteurs transmembranaires appartenant a la superfamille des MIP chez les
champignons non mycorhiziens et parasitaires sont inconnus. Nous profitons de cette
relation tripartite et mycoparasitaire pour les étudier.

En regle générale et sous réserve de génomes nouvellement séquencés et rendus publics, le
genre Trichoderma représenté a ce jour par 12 espéces présente en moyenne sept
séquences MIP. T. hamatum se distingue avec 6 membres, tandis que T. harzianum, T.
guizhouense et T. virens se distinguent avec 8 membres. Par ailleurs, toutes les espéces de
Trichoderma possédent les 3 sous-familles principales : les AQP orthodoxes qui sont entre 2
et 3 membres selon les espéces de Trichoderma, les AQGP (aquaglycéroporines) entre 3 et
4 membres, puis les XIP (X-Intrinsic Proteins) représentées par un membre unique sauf chez
T. virens avec la présence de deux membres. Ces données sont intéressantes car
comparativement a son héte F. solani qui ne présente que 5 membres MIP, ou a F.
oxysporum et de F. lycopersici (6 membres), elles montrent une conservation des AQP et
des XIP entre ces deux Ascomycétes alors qu’une duplication des AQGP accompagnée de
leur diversification semblent s’étre opérée chez Trichoderma. Ces deux clades partagent les
AQGP de type Fps-like. Cependant, tandis que les Fusarium ne présentent qu'un seul
membre, les Trichoderma en possédent au minimum 2 voire 3 pour T. harzianum, et avec
une large diversité de séquences. De méme, les Trichoderma présentent des AQGP
particulieres dites de type "Others" ou "Autres" (Xu et al., 2013). Trichoderma et Fusarium
présentent des modes de vie relativement contrastés, aussi nous émettons I'’hypothése que
les AQP et au moins une Fps-like partageraient des fonctions communes entre ces
organismes, tandis que les autres AQGP joueraient des réles particuliers chez Trichoderma.
Cette thése ne répond pas spécifiquement sur les fonctions putatives des MIP chez ces
organismes. Cependant, les analyses des éléments cis-régulateurs au niveau des
promoteurs des geénes transcrits et des structures tridimensionnelles des protéines
apparentées accessibles par le prisme d’'une modélisation dite par homologie nous offrent
quelques pistes de réflexion trés prometteuses.

Chez Ths97, quatre MIP semblent transcrites : une AQP (98742), deux AQGP avec la Fps-
like (90014) et TAQGP-"Others" (92358), ainsi que I'unique XIP (488926). Ces expressions
sont observées chez Ths97 cultivé en milieu artificiel, mais également lorsqu’il est en contact
avec les racines d'olivier. Cependant, I'expression de ces génes semble plus forte chez
Ths97 en relation avec la plante, a I'exception de celui codant la Fps-like dont I'expression
apparait fortement inhibée. Mais plus intéressant encore, ces 4 MIP sont significativement
surexprimées chez Ths97 en situation de contact avec son héte Fso14. Exactement, ces
surexpressions sont plus élevées au niveau de la zone de confrontation, mais sont déja
significativement observables dans les zones ou Ths97 n’est pas encore en contact avec son
héte. Ces données d’expression montrent que Ths97 répond a la présence d’'un champignon
étranger en reprogrammant sa transcription, et que ces reprogrammations se réalisent certes
en contact direct avec sa cible mais également sans contact physique. A l'instar de n’importe
quel organisme uni- ou pluricellulaire, il est attendu que Ths97 soit sous la gouverne de
signaux extérieurs, volatiles ou diffusibles. Ces signaux peuvent émaner de Fso14, et tout
naturellement au niveau des zones de contact physique entre les hyphes.
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En effet, ce dernier en tant que proie, devrait répondre tout comme un organisme évoluant
sous une contrainte sévére. De méme, il n'est pas exclu que ces signaux émanent de Ths97
lui-méme, au niveau des zones de confrontations, et que ces signaux se transmettent
d’hyphes en hyphes de maniére systémique (telles des substances hormonales). Quelles
que soient l'origine et la nature des ces signaux, les décrypter serait fondamental et trés
informatif. Ces connaissances participeraient a enrichir les réseaux de communication qui
animent les réponses cellulaires dans le modéle fongique qui sont encore peu compris en
situation de mycoparasitisme.

Ces quatre MIP furent nos cibles pour étudier dans un premier temps les motifs régulateurs
cis de transcriptions. Nous avons mené cette étude in silico sur 1500 bases en amont du
codon "start" de traduction. Différentes banques de données dédiées a ces motifs de
régulations sont disponibles. Elles sont établies et enrichies sur le modéle levure, et quand
bien méme elles sont comparativement moins fournies que celles dédiées aux modeles
végétal et animal (humain en I'occurrence), elles offrent de nombreux renseignements trés
intéressants. En effet et de maniére inattendue, nous enregistrons une forte a trés forte
représentativité (ie 62 a 81%) de motifs régulés par des sources carbonées, azotées et
phosphorées, ou alors impliqués dans la mise en place de divers processus métaboliques
primaires. Les motifs consacrés aux réponses cellulaires associées aux stress biotiques et
abiotiques sont de l'ordre de 1 a 2 unités (soit maximum 0,05% des motifs totaux) voire
absents. Ces taux sont trés surprenants en comparaison a ceux retrouvés dans les
promoteurs des génes MIP du régne végétal par exemple, représentés massivement par des
motifs impliqués dans les réponses de défenses de la plantes (Yamada et Bohnert, 2000; Li
et al., 2009-2013; Lopez et al., 2013). Ces résultats appuient notre hypothése selon laquelle
les MIP seraient des acteurs protéiques impliqués dans [I'établissement des modes
trophiques déployés par Trichoderma, dont I'hyperparasitisme.

Dans un second temps, nous avons cherché a modéliser la structure des MIP qui
s’expriment chez Ths97. Cette modélisation structurale a été réalisée en collaboration avec
Daniel AUGUIN, biochimiste structuraliste a I'Université d’Orléans. Parce que la modélisation
ne peut s’effectuer que sur des séquences protéiques dans leur intégralité de longueur, cette
étude ne fut pas menée spécifiquement sur les MIP de Ths97 mais sur celles issues de
'espéce T. harzianum CBS 226.95 séquencée et disponible sur le portail génomique "Joint
Genome Institute" (JGI). Nous avions tenté de travailler avec les séquences MIP de Ths97,
nous obligeant alors a les séquencer dans leur pleine longueur. Techniquement, cette étape
préalable nécessite des amorces spécifiques capables de s’hybrider avec les régions
flanquantes non traduites en 3’ et 5’ de chaque MIP. Ces régions sont inconnues chez Ths97
et a priori suffisamment différentes de celles retrouvées chez I'espéce séquencée pour que,
méme avec l'utilisation de couples d’amorces "dégénérées" congus par alignement de
séquences de plusieurs régions homologues issues d'espéces de Trichoderma
phylogénétiquement trés proches, nous ne sommes pas parvenus a amplifier les séquences
MIP correspondantes. Cependant, les régions génomiques codantes, sont quant a elles tres
semblables et codent des protéines avec en moyenne 98% d’identité. Ces niveaux nous
autorisent a travailler en toute confiance avec les séquences de T. harzianum CBS 226.95.
Ainsi, plusieurs pistes de mécanismes régulateurs furent analysées et présentées. Les
alignements par groupe phylogénétique des 4 MIP exprimées montrent qu’en dehors des
extensions variables aux deux extrémités, deux groupes de MIP se distingueraient selon leur
capacité de transport de solutés: un premier groupe avec les AQP et les XIP qui
transporteraient de I'eau et par extension du peroxyde d’hydrogéne (deux molécules ayant
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un encombrement stérique et une polarité quasi similaires), puis un second groupe avec les
AQGP incluant les Fps-like et les AQGP-"others" qui seraient des transporteurs probables
d’alcools polyhydroxyliques (ou polyols). Cette ségrégation pourrait étre étendue aux autres
membres de chaque sous-groupe en raison de leur proximité intra-locale.

Les premiéres différences pour justifier cette ségrégation sont situées au niveau du site de
constriction dans le pore central, c’est-a-dire le filtre Ar/R. Celui-ci est légérement plus petit
chez I'AQP et la XIP et est composé de 4 résidus, alors qu'il est un peu plus lache chez les
AQGP et est composé soit de 4 résidus dont I'un est relativement plus "petit" (Alanine) soit
seulement de 3 résidus (le quatrieme étant remplacé par une glycine). La disposition
particuliere de ces résidus entre sous-groupes offre respectivement des diametres de
constriction d’environ 1,2A et 1,8A pour 'AQP et la XIP, puis de 3,78A et 2,54A pour les Fps-
like et AQGP-"others". Ces diamétres d’ouverture conditionnent de maniére sélective le
transport des molécules d’eau ou de molécules plus volumineuses comme le glycérol. Il est
cependant important de préciser que ces valeurs sont légérement sous-estimées du fait du
mode de mesure proposé par le logiciel employé (MOLE2). L’eau présente un diamétre
idéalisé de 2.8 A, mais il est fondamental de garder a l'esprit I'image qu’une protéine
"respire”, entendons qu’elle est animée en continu de mouvements, ce qui laisse un panel
d’adaptation tridimensionnelle possible dans un systéme dynamique. Ainsi, la chaine latérale
de l'arginine au centre de ce filtre peut notamment occuper plus ou moins le passage lors de
ces changements conformationnels, autorisant alors le flux de certains solutés.

Un autre point de distinction entre ces MIP concernerait les boucles extracellulaires C et E.
Conjointement a la composition en aminoacides du cceur du canal, ces boucles réguleraient
la diffusion des solutés. Ainsi chez les glycéroporines, les boucles C présenteraient une
topologie commune en épingle alpha dont la deuxiéme hélice apparait dans ces cas avec
une tendance hydrophobe. En outre la longueur et la composition en résidus différent
significativement de celles des AQP strictes. Ainsi, cette boucle C qui peut étre suspectée
d’interaction avec des partenaires régulateurs, présente des sites interactifs différentiels,
donc a priori des couplages a des partenaires différents. Quant a la boucle E, elle compose
la seconde hémi-hélice. Celle-ci est relativement hydrophobe et elle intégre certains
aminoacides constituant les motifs régulateurs Ar/R et NPA situés au coceur du canal. Elle est
également plus longue d’'un tour (4 résidus de plus par rapport a l'archétype de I'AQP
standard). Les résultats semblent suggérer l'existence d’'un pont salin interne entre
I'aspartate conservé a co6té de I'Arginine du motif Ar/R et une nouvelle arginine située a un
tour d’hélice sur la face enfouie contre la derniére hélice a-6. Une extinction de charges dans
une interaction électrostatique dans ce contexte hydrophobe contribuerait éventuellement a
tendre trés Iégérement I'hnémi-hélice NPA. Ces charges ne peuvent trouver d’autre partenaire
et a défaut une contrainte supplémentaire s’exerce sur ce petit élément de structure
secondaire qui en se replacant par rapport @ son homologue dans une aquaporine plus
orthodoxe avec motif NPARS (la serine pointant dans un environnement polaire a 'opposé
de I'aspartate dont il est question) modifie Iégérement le diamétre d’ouverture du canal tel un
diaphragme. En effet dans une comparaison entre AQP stricte et AQGP il est imputable a
cette configuration que la partie radicalaire de I'arginine soit décalée d’environ 1A de sa
position canonique. Ce décalage somme toute réduit (moins d’une liaison carbone-carbone)
est néanmoins significatif a I'échelle de la molécule et contribue a un espace libre
supplémentaire a lintérieur du canal. Cette double contrainte est partagée par les AQGP,
mais absente des AQP et la XIP exprimée. Elle répondrait parfaitement aux hypothéses de
fonction de transport de solutés relativement volumineux que ces AQGP seraient capables
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d’assurer, certes le glycérol mais également des polyols plus longs comme le sorbitol,
I'érythritol, I'arabitol, le sorbitol ou le mannitol. Ces molécules sont connues pour alimenter le
métabolisme général ou pour participer au maintien de l'intégrité cellulaire en situation de
stress environnemental, y compris chez les champignons. Par ailleurs ces hypothéses sont
étayées par quelques données bibliographiques, notamment issues de travaux menés sur
des MIP de Plasmodium falciparum (pfAQP), Escherichia coli (AqpZ) ou Acyrthosiphon
pisum (ApAQP2) (Beitz et al., 2004; Wallace et al., 2012).

Une derniére nuance subtile mais néanmoins intéressante mérite d’étre exposée et concerne
la boucle intracellulaire B. Celle-ci correspond a la premiére hémi-hélice, et renferme le
premier motif NPA. Elle s’insére a lintérieur du canal formé par les 6 passages
transmembranaires pour former le site de constriction le plus étroit (conjointement a la boucle
E). Il sS’avére que les charges nettes de cette boucle sont totalement différentes entre les 2
AQGP exprimées, elles-mémes présentant des régulations contraires in planta en situation
de mycoparasitisme (ie Fps-like régulée positivement, et I'AQGP-“Others” régulée
négativement). Ainsi cette boucle est significativement plus basique chez les Fps-like avec
des points de charge supplémentaires. Ces nuances devraient se répercuter dans les
fonctions de sélectivité des pores vis-a-vis de solutés particuliers, comme dans leur capacité
d'interaction avec des régulateurs spécifiques qui restent a découvrir ou, éventuellement,
dans leur capacité a favoriser une direction de circulation des polyols de part et d’autre de la
membrane.

Par comparaison aux MIP bien caractérisées chez Plasmodium ou Escherichia par exemple,
ces données in silico fournissent un apergu certes théorique mais relativement trés proche
de la réalité des propriétés de perméabilité potentielles qu’assureraient ces canaux chez T.
harzianum dans le transport de lI'eau ou de polyols. Ces transporteurs de polyols
fonctionneraient parallélement aux transporteurs spécifiques de sucres, alimentant le
métabolisme général du champignon en carbone. De méme, et en parfaite ligne avec les
activités mycoparasitaires de T. harzianum, ces canaux pourraient participer a charger en
polyols les extrémités des hyphes, créant une élévation subséquente et continue des
pressions hydrauliques (Aw) a priori nécessaires pour briser la surface des parois cellulaires
des hyphes de son héte (déja fragilisées par des attaques enzymatiques), et le pénétrer pour
s’approprier son contenu dissout, organique et inorganique, c’est-a-dire les briques de la vie
(Beitz et al., 2004 ; Dietz et al., 2011 ; Xu et al., 2013).

En conclusion a ce second chapitre, nous sommes en mesure d’avancer qu’il existe une forte
présomption pour que les MIP modulées chez Trichoderma en situation d’antagonisme soit in
planta soit in vitro soient impliquées dans les réseaux trophiques que Trichoderma met en
place avec son environnement, en l'occurrence la plante et son champignon hbte F. solani
Fso14. Les perspectives a ce travail seront apportées en fin de mémoire, et intégrées a
celles du chapitre précédent.
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Dans la nature, les plantes sont continuellement exposées a un large éventail d'agressions
extérieures dont I'origine peut étre biotique ou abiotique. Parmi ces plantes, celles issues de
cultures intensives paient un trés lourd tribut au parasitisme. Alors que dans la plupart des
cas les plantes n’expriment pas de réactions spécifiques a ces menaces, des symptdmes
morbides plus ou moins drastiques peuvent alors apparaitre. La variabilité des résistances,
gu’elles soient spécifiques ou communes (Thrall et al., 2001; Salvaudon et al., 2008 ;
Soubeyrand et al, 2009), peut étre potentialisée par I'emploi d’agents bénéfiques
protecteurs. Ces agents qui expriment généralement des comportements antagonistes
envers de nombreux agents phytopathogénes sont de plus en plus utilisés en biocontrole. Ce
moyen de lutte phytosanitaire est donc une des alternatives a I'emploi des pesticides de
synthése chimique.

Ces agents, certes bénéfiques en agronomie, expriment au préalable ces aptitudes
naturellement dans un sol ou au sein d’un organisme. En effet, avant d’étre réorientés vers
une "option anthropique", ils évoluent originellement dans des communautés d’organismes
procaryotes et eucaryotes extrémement riches et dont les relations inter-organismes qui
harmonisent ces communautés sont remarquablement complexes. Comprendre comment les
co-adaptations s’opérent entre les pathogénes et leur hbtes -des relations parasitaires déja
extrémes et complexes et qui peuvent étre éventuellement bouleversées par la présence
d’agents antagonistes -opportunistes ou non- reste une question clé de la biologie évolutive,
théorique comme empirique, que de nombreux chercheurs notamment en phytopathologie
végétale tentent d’approfondir. D’'un point de vue écologique, et pour rester focaliser sur des
relations parasitaires dont les bases obéissent au concept du "triangle de la maladie" (Agrios,
2005), le devenir de chaque type d’interactions inter-espéces ne se résume pas qu’aux
performances génétiques de chacun des protagonistes, mais aussi et surtout aux
environnements abiotiques et biotiques dans lesquels évoluent ces pathosystémes, qu’ils
soient plantes hotes/parasites ou pathogénes fongiques hétes/hyper(myco)parasites.
L'influence de l'environnement génére donc des variations spatiales et temporelles
significatives dans les dynamiques co-évolutives de I'ensemble des interactions qui crée ces
communautés d’organismes (Forde et al., 2004; Lopez-Pascua et al., 2010). Mais a notre
connaissance, trés peu détudes menées sur le terrain documentent aujourd’hui les
événements co-évolutifs d'une relation ftripartite impliquant des plantes, leurs agents
pathogénes et leurs hyperparasites bénéfiques, et qui surviendraient au travers de plusieurs
générations a court et moyen-long termes.

Malgré tout, les données qui décrivent les relations tripartites et qui s’inscrivent dans des
stratégies de contréle biologique de ravageurs et de parasites sont abondantes. Elles offrent
donc un socle suffisamment solide afin d’explorer exhaustivement une relation tripartite qui
ne fut pas encore étudiée [olivier/F. solani/T. harzianum), ainsi que de fixer avec confiance
quelques concepts fondamentaux.

L’olivier a fagonné au fil de l'histoire de 'Humanité les paysages, les cultures et les
patrimoines gastronomiques du pourtour méditerranéen qui est, encore aujourd’hui, le
principal bassin de transformation et commercial de I'huile d’olive. La Tunisie, avec une forét
oléicole de prés de 83 millions d'oliviers se hisse parmi les principaux producteurs et
exportateurs mondiaux d’huile d’olive. Par conséquent, le fruit olive mais surtout son produit
de transformation majeur, a savoir I'huile, sont considérés de facto comme des composantes
stratégiques d’exportation internationale. La filiere oléicole est donc primordiale pour la
Tunisie, dynamisant plusieurs secteurs: économiques (agricoles et agroalimentaires :
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oléifacteurs, oléitransformateurs et exportateurs), sociétaux (création d’emploi, limitation des

exodes ruraux, maintien de la sécurité alimentaire) et environnementaux (préservation et
valorisation naturelles d’espéces oléagineuses, et par extension de I'environnement agricole
global). Aussi, dans des perspectives de développement durable, une veille est-elle
particulierement assurée a chaque étape de valorisation de I'huile d’olive, de la plantation
des oliviers jusqu’au consommateur final. Cette démarche proactive intégre, entre autres, les
gestions anticipatives et préventives des risques phytosanitaires. En effet, a l'instar de
nombreuses plantes d’intérét agronomique, lolivier est la cible de nombreux agents
phytopathogénes (Boulila, 2001). Ces attaques sont récurrentes, et elles se traduisent
généralement par des chutes de productions et donc des pertes économiques significatives.

Parmi les nombreux pathogénes qui choisissent comme plante héte [lolivier, I'agent
cryptogame Fusarium solani fait partie des principaux. Il est responsable des pourritures
racinaires ou du collet. Peu d'options sont offertes aux producteurs pour lutter contre la
fusariose sur olivier, si ce n’est I'utilisation de fongicides. Bien que les formulations utilisées
soient efficaces pour contréler F. solani, il n'en reste pas moins que leur pulvérisation
répétées engendrent de nombreuses conséquences collatérales pour I'environnement mais
aussi pour les consommateurs. Différentes méthodes de lutte existent, cependant leur
efficacité ne sera véritablement garantie que si elles sont déployées en synergie. Parmi ces
méthodes de lutte, la lutte biologique et plus spécifiquement le biocontréle par utilisation
d’agents antagonistes reste paradoxalement sous exploitée. Elle a pourtant prouvé a maintes
reprises son efficacité sur différentes cultures (Osburn et al.,, 1995 ; NRC Report, 1996).
Plusieurs agents microbiens sont ainsi employés en biocontréle, dont des souches fongiques
appartenant au genre Trichoderma (Naher et al., 2014). Il en va de méme avec certaines
substances actives antifongiques de Trichoderma, car parce qu’ils sont considérés comme
des biofongicides beaucoup moins nocifs et surtout biodégradables, ces produits dérivés
obtiennent encore plus d'attention et peuvent devenir la prochaine génération de pesticides
biologiques. L'obtention de souches a haut potentiel de contrdle biologique est donc la
condition sine qua non pour répondre a cet enjeu. Cependant, au préalable, il est nécessaire
de caractériser le plus finement possible le comportement de ces souches sur l'agent
phytopathogéne, quel que soit leur environnement d’évolution (in planta, en serre ou en
champs, in vitro etc), ainsi que certains des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-
jacents a un potentiel comportement antagoniste.

Dr Mohamed Ali TRIKI, chercheur a I'Institut de I'Olivier a I'Université de Sfax, a isolé puis
identifié une souche de T. harzianum, Ths97 (Triki and Priou, 1997). Son objectif était de
trouver une souche de Trichoderma a fort potentiel antagoniste. Cette souche est d’autant
plus opportune pour nos travaux qu’elle provient de sols agricoles tunisiens, tout comme la
souche pathogéne de F. solani. Cette démarche de travailler avec des souches indigénes
c’est-a-dire issues d’'une méme aire géographique est éminemment précieuse, car si cette
souche répond a nos attentes, son exploitation sur des oliveraies ou d’autres cultures locales
présentera moins de risque pour I'équilibre de I'écosystéme qu’une espéce nouvelle. De
plus, nous pouvons émettre raisonnablement I'hypothése qu’elle présente d’emblée toutes
les caractéristiques nécessaires pour une acclimatation aisée et rapide sur des oliveraies
tunisiennes. En effet, I'efficacité constatée au champ est souvent trés variable (Alabouvette
et al., 2006). Et par rapport a ce dernier point, deux attentions particulieres doivent étre
apportées lors de la sélection de souches antagonistes : (i) elles doivent étre aptes a
s’intégrer et a persister de maniére pérenne dans I'agrosystéme a protéger, et (ii) sachant
que le biocontréle ne doit pas étre raisonnablement appliqué de maniére exclusive, tout du
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moins dans les premiers temps de son application sur une culture implantée depuis
longtemps et sur une méme aire géographique, ces souches doivent étre compatibles avec
les pratiques culturales du végétal cultivé déja en vigueur, comme par exemple vis-a-vis des
pesticides chimiques employés. Inévitablement, ces derniers peuvent inhiber ou fortement
entraver le développement de ces BCA et par conséquent leur action bénéfique (Alabouvette
et al., 2006 ; Edel-Hermann et al., 2009 ; Gerbore et al., 2013ab ; Vallance et al., 2009).

Aujourd’hui encore, et malgré leur potentiel agronomique indéniable, peu de BCA font I'objet
d’homologation ou sont employés par les agriculteurs. Leur caractérisation exhaustive est
une démarche donc essentielle afin d’apporter toutes les chances possibles pour que le
biocontrble soit plus largement adopté. Cette thése, a travers ses questions
multidisciplinaires, a pour missions d’accompagner ce mouvement, déja en tentant d’apporter
quelques éléments de réponses qui puissent participer a répondre a cet enjeu appliqué
et stratégique.

Les résultats obtenus sont trés encourageants (figure 21). Mais de nombreuses questions
restent sans réponse, offrant plusieurs pistes d’études et d’applications alors envisageables :

Evaluer les mécanismes antagonistes par antibiose de Ths97

L’antibiose est probablement un des mécanismes le mieux caractérisé et peut-étre le plus
important déployé par les agents bénéfiques pour limiter I'invasion d’agents phytopathogénes
dans les tissus de la plante héte. Il consiste en une inhibition directe de la croissance du
pathogéne suite a la production d’enzymes hydrolytiques diffusibles et de métabolites
spécifiques (diffusibles et/ou volatiles) présentant des propriétés antifongiques et/ou
antibiotiques.

Les espéces de Trichoderma sont connues pour produire plusieurs de ces métabolites.
Leur caractérisation peut s’avérer un atout majeur dans la lutte biologique. Il serait donc
pertinent de caractériser les mycotoxines potentielles sécrétées par Ths97. S’il s’avere que
certaines d’entre elles sont efficaces contre le développement des hyphes ou la germination
des spores de Fusarium (dont Fso14) ainsi qu’envers d’autres agents cryptogames, leur
utilisation directe ou en synergie avec leur organisme d’origine devra étre réfléchie.
Cependant, la production de ces mycotoxines s’opére de maniere différentielle selon les
conditions environnementales auxquelles les souches sont confrontées (i.e. sol, plante,
agent pathogéne). Cette évaluation devra donc tenir compte de I'environnement ou évoluera
Ths97, et dans un contexte ou certaines mycotoxines d’intérét ne seraient pas sécrétées tel
espéré, des applications extérieures de ces métabolites voire l'utilisation de mutants
particuliers de Ths97 pourraient étre envisagées.

Autres facteurs de pathogénie potentiellement déployés par Ths97

Pour rester sous le prisme moléculaire de linteraction et a la maniére de nombreux
travaux de recherche ciblant ces relations ftripartites, il serait trés intéressant de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires de pathogénicité que Ths97 déploierait envers
son hote Fso74. |l s'agit notamment de I'étude des facteurs de pathogénie, des toxines,
d’enzymes hydrolytiques dégradant les parois cellulaires (CWDE), de détoxication, et
d'autres mécanismes moléculaires directement liés a la capacité de [I'hyperparasite
d'accéder, d’attaquer puis le cas échéant de tuer son héte. Ces facteurs de pathogénie sont
des pistes trés précieuses, pour répondre a des enjeux phytopathologiques mais également
en bioingénierie (fabrication de biocarburants, biodégradation de matériaux etc).Parce que
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nous estimons que la finalité de cette relation parasitaire s’inscrit dans une situation
trophique (un mode de vie pathogéne se caractérise par définition par une dépendance
métabolique sur un hoéte), il serait également trés original d’avoir une vision la plus large
possible des mécanismes d’internalisation des molécules "nutritives". Certaines familles de
transporteurs font I'objet de recherches poussées, cependant leur trés grande diversité laisse
encore de larges champs qui sont a explorer exhaustivement. Comprendre la mise en place
et les régulations d’'un tel réseau transmembranaire ("food wide web") permettra aussi de
comprendre comment le parasite s'adapte a I'évolution d’environnements nutritionnels
toujours fluctuants.

Comment s’installe Ths97 au niveau des racines d’olivier ?

Trichoderma occupe une place prépondérante au sein de la rhizosphére. De méme, il a été
démontré que certaines souches de Trichoderma qui répondent au critére de BCA seraient
capables d’entretenir une relation trés particuliére avec la plante en assurant une
colonisation durable de ses racines. Cependant, contrairement a la colonisation d’autres
BCA biostimulateurs (bactéries etc), Trichoderma coloniserait de maniére trés superficielle
les assises piliferes. En effet, seules quelques couches de cellules sous-épidermiques
hébergeraient le champignon. Mais cette colonisation "superficielle" serait responsable de
'amélioration locale et systémique de 'immunité générale de la plante hote.

Il serait donc trés important de bien comprendre les relations que Ths97 instaure avec les
racines de [lolivier. Outre l'aspect fondamental, ces études contribueront a mieux
comprendre les capacités de survie et de maintien de Ths97 au sein d’'une rhizosphére. De
telles connaissances sont trés précieuses, notamment, dans I'aide a la décision de nombreux
programmes d’élaboration et/ou d’optimisation d’application d’'un tel BCA au sein d'une
rhizosphére donnée.

Que transportent les MIP de Ths97 ?

Parmi les 8 membres MIP que le génome de Ths97 présente, 4 sont transcrites
constitutivement, et induites de maniére différentielle en situation de parasitisme. Afin de les
placer définitivement dans un contexte nutritionnel, il sera nécessaire de vérifier deux points :
(i) les capacités de transport pour différentes molécules organiques et minérales, ces
molécules étant connues pour intégrer le métabolisme général du champignon, (ii) et que ces
MIP soient bien nécessaires a la vie (et/ou survie) du champignon.

Cette double validation fonctionnelle s’opérera respectivement a I'aide de levures
(Saccharomyces cerevisiae) ou d’oocytes de xénope transfectés par des MIP issues de
Ths97, ainsi qu’a I'aide de mutants de Ths97 délétés spécifiquement de telle ou telle MIP.
Ces expérimentations apporteraient d’'importantes informations pour asseoir le bien-fondé de
notre seconde hypothése de travail.

Explorer la promotion de croissance des plantes

L’inoculation des jeunes plants d’olivier a provoqué un événement totalement inattendu, la
chute d’'un nombre significatif de feuilles. Cependant, aprés quelques semaines seulement,
ces plants ont trés rapidement développé de nouvelles jeunes pousses. De méme, nous
avons constaté que Ths97 favoriserait le développement racinaire de ces mémes jeunes
plants. Pour ce dernier point, nous sommes conscients qu’aucune appréciation statistique n’a
été menée. Néanmoins, une tendance -certes visuelle- semble se dégager. Bien que ces
événements n‘aient pas été discutés en profondeur lors de la valorisation de nos résultats,
ces données peuvent étre sources d’informations tres utiles.
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De nombreuses études ont clairement démontré le comportement biostimulateur de
différentes espéces de Trichoderma, qu'il soit en présence de leurs cibles fongiques ou non
(Hibar et al., 2005). D’un point de vue des mécanismes moléculaires mis en jeu, il semblerait
que certaines souches de Trichoderma aient I'aptitude a sécréter des molécules mimant
certaines phytohormones tel I'AIA ('acide indole acétique), notamment connu pour étre
impliqué dans I'activation de 'organogenése du systéme racinaire des plantes (Gravel et al.,
2007 ; Salas-Marina et al., 2011 ; Sofo et al.,, 2011). La surface des racines étant ainsi
amplifiée, I'absorption des éléments nutritifs (eau et sels minéraux) s’intensifierait. De plus,
cette action directe de Trichoderma sur I'architecture racinaire aurait pour effet induit
I'accélération et/ou le renforcement du développement des parties aériennes de ces mémes
plantes.

Nous n’avons pas spécifiquement étudié ici si Ths97 développait la capacité de
promouvoir une meilleure croissance des plants d’oliviers. Cependant, il serait trés important
d’analyser ce potentiel biostimulateur sur de jeunes arbres et également sur des arbres en
plein &ge de production. En effet, tout comme certaines souches de PGP-R (Azospirillum,
Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas ou Rhodobacter) sur plantes annuelles comme
pérennes (Esitken et al., 2002 ; Lee et al., 2006 ; Orhan et al., 2006), Trichoderma est aussi
connu pour accélérer la production en fruits de plantes cultivées (Gravel et al., 2007).

Quelle stratégie de traitements des plants d’olivier adopter avec Ths97 ?

Nos travaux in situ ont été menés en serre sur de trés jeunes plants. Bien que trés

informatifs, ils devront étre étendus sur des plants plus agés et en plein age de production.
Deux points seront a évaluer : la persistance de Ths97 dans la rhizosphére ou il sera
appliqué, et les relations qu’il entretiendrait avec les autres populations de microorganismes
indigénes.
Pour le premier point, la persistance physique de Ths97 mais également de ses propriétés
bioprotectrices devra étre reliée au nombre d’applications nécessaire dans 'année et a la
richesse de I'inoculum (effet population), afin d’assurer une colonisation durable de Ths97 au
sein de la rhizosphére. De méme, la meilleure période d’application devra étre définie, bien
qu’il serait "logique" d’appliquer massivement I'agent phytoprotecteur en début de printemps.
Quant au second point, il est important de garder a I'esprit qu'un apport massif d’un
organisme (quel qu’il soit) dans un écosysteme donné aura des répercutions plus ou moins
prégnantes sur les relations qui unissent les populations d’organismes déja installés dans cet
eécosystéme. De maniéere inattendue, le bouleversement de ces relations pourrait avoir des
effets collatéraux négatifs sur les relations qu’entretiendraient les plants cultivés avec ces
populations indigénes, impactant directement et de maniére inattendue le potentiel de
production. Dans un contexte d’essais en lutte biologique ciblant des cultures stratégiques
pour une région, il nous semble donc important d’apporter la plus grande attention sur la
préservation de la diversité microbiologique des sols sur lesquels Ths97 devra étre
"massivement" appliqué.

Ths97 serait-il combinable aux Iuttes chimiques actuelles pour assurer le
développement d’une stratégie de lutte intégrée ?

Cette derniére question est cruciale, car I'idée que les luttes biologique et chimique
s’opposent est incrustée dans la plupart des esprits. Cette dichotomie est pourtant réductrice
car ces deux approches culturales peuvent étre employées de maniére synergique pour
protéger certaines cultures. Certes elles sont intrinséquement difficlement comparables car
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Conclusion et Perspectives

les organismes bénéfiques -parce qu’ils sont vivants- ont des particularités et des
potentialitts qu'une molécule chimique -inerte- ne possedera jamais. La lutte biologique
utilise des agents de biocontréle en les inscrivant dans une relation dynamique avec le
végétal dont les objectifs peuvent étre multiples et les répercussions pérennes et
préservatrices de I'environnement car elle a un spectre relativement restreint de ravageurs
cibles ; quant au pesticide, il est une matiére chimique active, aux actions immédiates mais
dont l'efficacité s’exprime sur des périodes de temps relativement trés courtes et de maniére
quasiment non spécifique sur une trés large gamme d’espéces (nuisibles ou non, voire
bénéfiques).

Un programme de protection intégrée, c’est-a-dire associant l'utilisation de certains produits
chimiques en alternance avec I'application d’agents de biocontréle (ou de produits "dérivés"),
permettrait de diminuer I'application de ces pesticides de synthése. L’objectif global d’'un
programme de protection intégrée n’est pas tant d'essayer d’éradiquer [I'agent
phytopathogéne, mais de réduire l'impact des modes culturaux en vigueur sur
I'environnement tout en préservant des niveaux de protection économiquement acceptables.
Si nous inscrivons Ths97 dans cette voie, il sera donc trés important de bien évaluer sa
compatibilit¢ avec les produits phytosanitaires chimiques utilisés. En d’autres termes, les
formulations des pesticides ne devront en aucune maniére entraver le bon développement
de Ths97. De méme, les fongicides ont la propriété d’'impacter négativement les populations
de microorganismes indigénes des sols, et donc les relations qui les unissent. Bien que
Ths97 soit une souche indigéne, il devra évoluer dans des équilibres de forces entre
populations de microorganismes bouleversés. Nous pouvons imaginer que l'organisme
hyperparasite d’intérét se retrouve parasité a son tour par d’autres hyperparasites pour
lesquels les nouveaux équilibres relationnels les rendent globalement plus compétitifs. La
pleine réussite d’'un programme de protection intégrée sera d’autant plus garantie qu’il
prendra en compte la persistance de I'agent bioprotecteur appliqué dans un environnement
donné, sachant que cette persistance sera intimement liée a la diversité des interactions
entre populations de microorganismes dont certains sont aussi potentiellement
(myco)parasites, des interactions globalement impactées par les pesticides chimiques.

Ce point devrait étre considéré avec la plus grande attention lors de la réalisation d’essais en
lutte biologique.

En conclusion, les résultats issus de nos travaux de recherche et exposés au travers de
cette thése sont certes fondamentaux, mais bien qu’ils soient préliminaires, ils font partie
intégrante des nombreuses piéces d'un large puzzle dont la finalité appliquée est la
protection la plus respectueuse possible des oliveraies contre le développement d’'une
maladie cryptogamique, la pourriture fusarienne. Tel nous le précisions dans les parties
précédentes, un champs d’étude considérable et scientifiquement tres riche reste a explorer.
Mais une meilleure connaissance des mécanismes physiologiques et moléculaires que
Ths97 serait apte a déployer au sein d’écosystémes divers et fluctuants s’appuiera sur le
développement de différentes disciplines d’écogénomique fonctionnelle (telles I'écologie
moléculaire, I'écophysiologie, la biologie moléculaire, la biochimie et la bioinformatique).
Ainsi, la caractérisation la plus exhaustive possible de cette souche Ths97 devrait constituer
une des clés de volte du développement de procédés plus efficaces et/ou plus durables
pour la protection des cultures d’oliviers en Tunisie ainsi qu’a travers le monde.
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Plant protection aims to reduce crop damage due to the activity of parasites. As an alternative to chemical pesticides, biocontrol is
becoming more prominent. It can use fungal microorganims including Trichoderma species. Olive crops are subjected to severe Fusarium
attacks, and a new strain of Fusarium solani (Fos14) from Tunisia was recently characterized. We tested the protective activity of a local
Trichoderma strains (T. harzianum T315) on this pathogen. First, we evaluated the mycoparasitism activity of T. harzianum T315 against
F. solani in vitro and on Olive trees. We also explored the molecular mechanism driving the myco-heterotrophic behavior of T harzianum.
Among the large panel of permease families involved in the solute capture, we specifically focused on the Major Intrinsic Protein (MIP)
family. Knowledge about these transmembrane proteins is paradoxically very limited in fungi, and thus requires more in-depth
1l examination. This is particularly true for the last identified class of MIP identified in plants, the X-Intrisic Protein, which is presented here.
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to TM6) and five connecting loops (LA to LE). Loops B (LB) and E (LE) contain highly conserved Asn-Pro-Ala (NPA)
motifs that overlap midway between the leaflets of the bilayer, creating a narrow aqueous pathway.

Loop E consensus aminoacids between XIP proteins from Trichoderma and Fusarium genus are detailed in (C).
Whole of the height proteins assigned as probable MIP show classic MIP topology and motif signatures.
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( Concluding remarks
This work set up to reach a double objective: to evaluate the mycoparasitism activity of a T. harzianum (strain T315) against F. solani, the pathogen agent of the

fusarium root rot disease on Olive trees, and to highlight the diversity of the MIP permease potentially involved in the trophism of T. harzianum T315.
» T. Farzianum significantly protects Olive against F. solani infestation by mycoparasitism. Further investigation will be necessary before proposing T. harzianum as a
reliable candidate for the biocontrol of cryptogamic pathogens from soil in Tunisian olive plantations.
> We provided new insights into the MIP family in Trichoderma genus with at least 8 members per strain. Each MIP exhibits classic MIP structure. Several MIP
{1 aguaporin, 2 aquaglyceroporins and the sole XIP member) are expressed and modulated in T. harzianum during its mycoparasitic process against F. solani.,
we hypothesize that MIP, like other permease families, could be involved in Trichoderma harzianum mycoparasitism. )
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Abstract:

The “fusarium rot” is a severe cryptogamic disease of olive trees (Olea europea) caused
by the soil-born fungus Fusarium solani. Control of this disease predominantly remains the use
of pesticides, when an operational biocontrol by antagonism exists for decades. Because of
multiple environmental and societal concerns, this alternative approach now enters a new era. It
can involve fungal species of the Trichoderma genus exhibiting mycoparasitic activity. Recently,
a new pathogenic F solani strain has been isolated from the soil of Tunisian olive plantation. The
mycopasitic behavior of Trichoderma species against this new agent is unknown. The infestation
modes of Trichoderma on some pathogenic fungi are well described. However the mechanisms
related to solutes absorbotrophy are paradoxically not well known. It has been well established
that various permeases are involved, but among several large transmembrane families, the
Major Intrinsic Protein (MIP) has not yet been studied in a mycoparasitic context. Our aim is
double: First, to test T. harzianum mycoparasitic behavior on F. solani, and second, to
characterize of the MIP diversity and their modulation during myco-heterotrophic activity.
Results show that T. harzianum exerts growth inhibition and potential mycoparasitism on F.
solani during in vitro (Petri dish), as well as a protective role against the fusarium rot disease as
in planta. Secondly, T. harzianum exhibits 8 MIP members: 4 aquaglyceroporins, 3 aquaporins
and 1 X-Intrinsic Protein. This XIP draws particular attention and because it is the only member
shared with plants, and its biological functions remains entirely unknown. Lastly, 6 members
from these 3 MIP subclasses showed significant transcriptional modulations during the
confrontation between T. harzianum and F. solani. These preliminary results provide information
on the MIP diversity in Trichoderma, and the modulation of their expression during
mycoparasitic interactions. A better knowledge of their role in this context may help optimizing
the biocontrol of cryptogams in olive trees.
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Tunisia is the largest olive-growing country in south Mediterranean, and is at the world’s fourth position in trees number and the second in superficies. Olive is victim of
attacks of pathogens, including cryptogams such as Fusarium solani that causes the root rot disease. F. solani provokes the rapid death of the most susceptible plants, which
.1 are for most of them domesticated cultivars of interest. To fight against root rot disease, farmers pulverize the chemical fungicide “Triazole”. However, chemical treatments
are not completely efficient and induce multiple environmental and societal concerns. For decades, several efficient alternatives have been tried including biocontrol. It
consists in inoculating on plants of interest beneficial microorganisms (or antagonists), such as Trichodema sp. These antagonists have the capacity to promote plant growth
and to enhance their defenses. The aim of our study has been to analyze the behavior of potential biocontrol provided by the T. harzianum strain Ths97 on the F. solani
strain Fso14. Both fungi come from Tunisian agricultural soils. We tested Ths97 ability to parasitize Fso14 in vitro, and to modulate some defenses-related genes into the
roots. These host defenses include genes encoding for proteins involved in the oxidative stress, and the accumulation of PR-proteins and phenolic compounds. It is expected
through these this work to better understand of the multiple mechanisms deployed by Ths97 to suppress the spread of F. solani Fso14, and therefore, to provide valuable
guidance for a wider use of T. harzianum Ths97 for a biological control of root rot in Olive trees.
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Biocontrol agent Ths97 acts as a strong biocontrol, beneficial agent on Olive trees. It significantly offers protection to susceptible host plants against Fso14 infestation spread.

This protective effect is strongest with a preventive inoculation of Ths97 before Fso14 infestation.

Root defense-related mechanisms enhancer Ths97 up-regulated defenses-related genes in roots when Fso14 tends to suppress them. Remarkably, Ths97 highly potentiates

these gene modulations when it is inoculated in combination with its prey Fso14. This especially concerns preventive context, resembling plant priming effects.
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Biocontrol agent Ths97 definitively inhibits the Fso14 hyphal growth when the contact between fungal hyphae occurs. In fine, Ths97 mycelium fully overwhelms Fsold mycelium
which changes its pigmentation.

Mycoparasitism ability Microscopic analysis at the confrontation zone between Ths97 and Fso14 clearly shows parasitism behaviour of Ths97 (such as a hyper-parasit or a
mycoparasit) on Fso14 (its host prey). This trophic event involves a Ths97 mycelia growth along those of its Fso14 prey (abcd), several Fso14 cell deformations (ie cell collapse)
\amd Ths97 spores aggregates on Fso14 hyphae (b), some Ths97 coiling around Fso14 (c), and presence of appressoria-like structures (d).

Concluding remarks

We show that T. harzianum strain Ths97 presents an efficient antagonitic control, and might possess several of the main mycoparasitic mechanisms on its cryptogamics prey. In
addition, we also prove that Ths97 is able to set up an enhanced protection level in Olive roots, which is correlated with the activation of an array of defense-related pathways.
More interestingly, under dual installation of Ths97 with its prey Fso14, these same defenses were up-regulated even more significantly.

We assume that Ths97 could be considered as an hyper(myco)parasite for F. solani Fso14. Because the Fusarium rot on Olive trees is an increasing economic problem in Tunisian
Olive lands Ths97 abilities would respond perfectly to concerns of a modern agronomical approach.
This study provides the foundations to explore Ths97 beneficial features for controling the Fusarium rots on Olive. However, further studies on the interactions between Olive

roots, the phytopathogen F. solani and the beneficial agent T. harzianum Ts97 are needed to thoroughly understand the underpinning physiological processes highlighted
herein.
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Abstract:

Olive is a major agronomic species in Tunisian. It is attacked by various cryptogamic
diseases such as the “fusarium Root Rot” with dieback symptoms caused by Fusarium
solani. This disease is controlled by pesticides, resulting in possible collateral damages for
environment and consumers. The use of Trichoderma species as biological control agents is
definitively established. Because these fungi act by direct control on phytopathogens
(mycoparasitism) and/or by potentiation of plant immunity, they potentially become an
opportune alternative for the protection of olive plantations. The objective of our work was to
analyze the biocontrol behavior provided by T. harzianum (Ths97) on olive trees against F.
solani (Fso14). Thus, mycoparasitism activity on Fusarium (in planta and in vitro), and its
ability to modulate in roots different plant defenses (PR proteins, phenylpropanoid and
oxidative pathways) were explored. Results show that Trichoderma stopped in vitro the F.
solani growth. Optical microscopic analysis at contact zones showed that Trichoderma grew
alongside Fusarium with numerous points of contact. Plus, numerous helicoidal structures of
Trichoderma around Fusarium (“coiling”) were observable. On olive trees, Trichoderma
developed a substantial protective role against root Fusarium infestation, whether it was
inoculated before or after a Fusarium infestation. Lastly, whereas Fusarium suppressed
several plant defenses, Trichoderma exhibited no modulation or slight induction of plant
defenses. Interestingly, when Trichoderma was co-inoculated with Fusarium, several plant
defenses were highly up-regulated. These promising results provide valuable information for
the use of T. harzianum (Ths97) as biocontrol agent against the fusarium Root Rot disease
on olive.
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Abstract:

Soil borne fungal pathogens are frequently found on cultivated plants and include Fusarium
species which causes great financial loss in many agricultural areas in Tunisia, especially
olive tree plantations. In this study, we were interested in the Fusarium solani strain Fso14
that was isolated from the soil of a Tunisian olive tree plantation and that is the causative
agent of “fusarium root rot” disease. Pesticides are still the main method of controlling this
disease, even though they are known to damage both the environment and consumer health.
Using the Trichoderma species as biocontrol agents (or BCAs) due to their ability to express
antagonist activity against a large array of phytopathogens could be a worthwhile alternative.
To date, the antagonist behavior of the Trichoderma genus on olive tree phytopathogens
such as Fusarium is unknown. The objectives of our study were to test the antagonist activity
of a strain of T. harzianum (Ths97, also isolated from Tunisian soil) on Fso74 (in planta and
in vitro), and to monitor the ability of Ths97 to modulate different root defenses (PR proteins,
phenylpropanoid and oxidative pathways). Results showed that Ths97 actively stopped in
vitro Fso14 growth, and optical microscopy confirmed Ths97 mycoparasitic activity on Fso14,
including several helicoidal structures between mycelia and collapses of several Fso714
septa. On olive trees, Ths97 developed a substantial protective role against Fusarium root
infestation. This “bioprotective” event correlated with the up-regulation of several plant
defenses by Ths97. These promising results provide valuable information for using Ths97 as
a biocontrol agent against fusarium root rot disease on olive trees.
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La "pourriture fusarienne" ou "fusariose" est une maladie cryptogamique* grave causée
chez l'olivier (Olea europaea) par le champignon phytopathogéne* Deutéromycéte Fusarium
solani. Cette maladie se manifeste non seulement par le flétrissement de tout ou partie de
'arbre, mais peut rapidement entrainer sa mort. Elle sévit sur tout le pourtour méditerranéen,
et réccemment, une nouvelle souche pathogéne nommeée Fusarium solani Fso14 a été isolée
dans le sol d’'une plantation d'oliviers en Tunisie préoccupant les professionnels de la filiére
oléicole. Le contréle de cette maladie reste principalement basé sur I'utilisation de produits
chimiques (i.e. les pesticides). Environ une trentaine de molécules sont préconisées en
oléiculture par le réseau des Instituts Techniques Agricoles ACTA, dont les plus utilisées sont
les pesticides organophosphorés et les pyréthrinoides. Bien que dirigés contre les
bioagresseurs, ces pesticides sont pulvérisés sur un maximum de surface des parties
aériennes de la plante, lieu de développement des olives qui seront récoltées pour leur
consommation mais surtout pour la fabrication de I'huile. L’huile d’olive vierge est considérée
comme un produit fragile vis-a-vis du risque d’éventuelles contaminations, car elle ne subit
pas de purification supplémentaire au contraire des huiles de tournesol et de colza qui sont
raffinées. Par conséquent, de nombreux résidus de pesticides y sont retrouvés et
inévitablement consommés. Etant donné la toxicité de ces résidus avérée tant pour
'environnement que pour le consommateur et que leurs applications soient strictement
réglementées, et du fait d’'une consommation en huile d’olive vierge toujours croissante, une
attention toute particuliére est apportée aux problémes de sécurité alimentaire posés par ces
contaminants ce qui participe a la protection de 'image de marque mondialement acceptée
de ce produit séculaire. Un moyen de lutte alternatif a I'emploi des pesticides est le
biocontrdle*. Opérationnelle depuis plusieurs décennies, cette lutte a prouvé son efficacité
dans le contrdle durable de nombreux ravageurs. De plus, en raison des préoccupations
environnementales et sociétales actuelles, cette lutte alternative entre dorénavant dans une
nouvelle dynamique. Le biocontréle peut impliquer 'emploi de souches fongiques, et
certaines espéces appartenant au genre Trichoderma sont utilisées depuis longtemps en
lutte biologique en raison de leur pouvoir mycoparasitaire*. En effet, ces souches présentent
la particularité d’exprimer un comportement parasitaire dirigé spécifiquement vers d’autres
champignons, c’est a dire sans étre nuisible pour la plante. Bien au contraire, pour celle-ci, la
présence de ces champignons salvateurs peut renforcer son immunité de base en lui
provoquant 'accumulation de tout un arsenal de molécules défensives destiné a éradiquer
ses bioagresseurs infectieux. A bien des égards, 'emploi de ces souches fongiques répond
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pleinement et stratégiquement a I'évolution nécessaire des systémes de production agricoles
actuels (hérités de la derniére phase de modernisation de I'agriculture) afin de répondre aux
nombreux défis qui vont structurer I'agriculture de demain.

Objectif - Notre étude s’inscrit dans un double axe. Dans le premier axe, nous avons
évalué I'activité mycoparasitaire de Trichoderma vis-a-vis de cette nouvelle souche virulente
de Fusarium solani. Cette évaluation a été réalisée en inoculant les protagonistes ensemble
sur des jeunes plants d’oliviers cultivés sous serre (espéce Chemlali, reconnue pour ses
performances a produire des fruits et des huiles de hautes qualités mais trés sensible a
I'agent de la fusariose), ou en les cultivant ensemble en culture in vitro*. Dans le second axe,
nous avons exploré les dialogues moléculaires déployés par les protagonistes durant leur
confrontation physique. En effet, derriére nombre d’interactions entre deux étres vivants se
cachent des questions exclusivement nutritionnelles ; le parasitisme intégre cette relation, et
ce dans un contexte purement unilatéral. De méme, Trichoderma applique un mode de
régime alimentaire particulier, 'absorbotrophie*. Afin de se nourrir, il sécréte a I'extérieur de
son organisme un large panel denzymes digestives qui assureront une digestion
extracellulaire (ou exodigestion). Cette premiére étape est suivie de l'importation par
absorption des petites molécules dissoutes a travers les membranes biologiques. De part la
nature biochimique de ces membranes qui les rend quasi-imperméables a la plupart de ces
molécules dissoutes, I'absorption se réalisera alors au travers de canaux transmembranaires
spécifiques tels les Major Intrinsic Proteins (ou MIPs). Ainsi, ce second axe nous permet de
mieux comprendre cette famille protéique dont le rdle chez les champignons reste encore
énigmatique, et de caractériser leur profil d’expression dans un contexte mycoparasitaire.

Axe 1 - Trichoderma harzianum exerce une activité inhibitrice trés significative sur le
développement de Fusarium solani Fso14.

Fusarium solani induit des symptdomes morbides trés séveres sur les jeunes plants
d’olivier (pourritures racinaires et flétrissements foliaires irréversibles). Les plants meurent au
bout de 4 a 5 semaines d’infestation. Un traitement des plants avec Trichoderma, qu’il soit
préventif (avant application de I'agent de la fusariose) ou curatif (plusieurs jours aprés le
début de linfestation) offre une protection substantielle a ces jeunes plants. En effet, aucun
développement de symptdmes de fusariose n’est a diagnostiquer. La maniére dont
Trichoderma empéche Fusarium d’exprimer son pouvoir pathogéne sur sa plante héte olivier
reste a déterminer. Cependant, les tests in vitro nous ont permis de mettre en lumiére
quelques faisceaux d’indices trés intéressants. Trichoderma présente une dynamique de
croissance plus rapide que Fusarium, lui permettant d’étre plus compétitif spatialement
notamment pour I'appropriation des nutriments. De méme, Trichoderma exprimerait un
comportement mycoparasitaire directe sur Fusarium. En effet, lorsque les deux champignons
se développent sur un méme milieu de culture, un prélevement de mycélium au niveau de la
zone de confrontation montre que les filaments de Trichoderma s’'imbriquent parmi ceux de
Fusarium avec de nombreux événements d’accolements et d’enroulement. De méme, de fins
prolongements mycéliens de Trichoderma se terminant par des papilles adsorbées sur les
filaments de Fusarium ont été observés. Ces structures entre mycélia sont considérées
comme des caractéristiques comportementales typiques d'un acte de mycoparasitisme :
Trichoderma rentre en contact physique avec Fusarium afin d’en soutirer les nutriments
nécessaires a sa vie. En conséquence de quoi, Fusarium présente un développement
définitivement stoppé.

Axe 2 - Trichoderma harzianum présente huit Major Intrinsic Proteins (MIP).

Plusieurs génomes de Trichoderma sont séquencés -dont celui de Trichoderma
harzianum- et les données sont rendues publiques. L'exploration du génome de Trichoderma
harzianum a permis d’identifier 8 membres MIP. L'étude phylogénétique des séquences
protéiques correspondantes classerait les MIP en 4 aquaglycéroporines (AQGP), 3
aquaporines (AQP) et 1 X-Intrinsic protéine (XIP). Ces MIP sont qualifiées de super-famille
protéique et sont partagées par la plupart des organismes vivants sur terre. Bien que les MIP
soient subdivisées en peu de sous-familles partageant la méme nomenclature, il n’en reste
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pas moins que les séquences protéiques restent trés diversifiées. Chez Trichoderma, la
séquence XIP attire particulierement notre attention car elle est le seul membre partagé avec
les plantes, et ses roles fonctionnels dans la biologie des organismes restent totalement
inconnus. Sur les 8 MIP de Trichoderma, 2 AQGP, 1 AQP et la XIP montrent des modulations
de transcription significatives au cours de la confrontation entre Trichoderma harzianum et
Fusarium solani. Nous émettons I'hypothése que les MIP, a linstar d'autres familles de
permeases et de par leurs fonctions putatives de transporteur transmembranaires de petites
molécules dissoutes, pourraient étre impliquées dans les activitéts mycoparasitaires
exprimées par Trichoderma harzianum.

Bilan - Ces résultats préliminaires fournissent des informations trés précieuses, tant sur
les potentialités phytoprotectrices de Trichoderma sur Fusarium solani, 'agent de la fusariose
de I'Olivier, que sur les dialogues moléculaires qui unissent ces agents fongiques lors de leur
confrontation physique. De méme, ces travaux ont permis de mettre en exergue pour la
premiére fois la diversité des MIP dans des organismes fongiques parasites, en I'occurrence
Trichoderma, ainsi que la modulation de leur expression transcriptionnelle au cours d’'une
interaction mycoparasitaire. Une connaissance plus approfondie de I'action des souches
phytoprotectrices de Trichoderma ainsi que le rOle de ses molécules induites lors de
déploiement de ses différentes activités cellulaires (dont celle de mycoparasitisme)
participeront a optimiser les moyens de lutte par biocontréle de nombreuses maladies
cryptogamiques chez l'olivier.

Quelgues mots clés et leurs définitions:

Une maladie cryptogamique est une maladie causée par un champignon parasite.

Le biocontréle est un ensemble de méthodes de protection sanitaire des cultures basé sur le recours a des
organismes vivants ou des substances naturelles issues de ces organismes vivants, mais sans dangerosité
pour les cultures.

Un agent phytopathogéne est un organisme parasitaire vivant au dépend d’une plante, ici Fusarium solani Fso14
sur I'Olivier.

Le mycoparasitaire décrit une relation parasitaire entre deux champignons. Elle se manifeste par un contact entre
les organismes dont I'un vit aux dépens de l'autre.

L’absorbotrophie est une forme de régime alimentaire ou l'organisme se nourrit en absorbant les nutriments a
travers sa membrane plasmiques.

Les MIP, pour Major Intrinsic Proteins, correspondent a une super-famille de protéines transmembranaires. Grace
a leur structure tridimensionnelle en forme de canal, elles facilitent la circulation de I'eau et de plusieurs petits
solutés organiques et inorganiques solubles au travers les membranes biologiques.

Trichoderma harzianum (>)

£
v
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harzianum/ Fusarium solani AR
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Abstract X-Intrinsic Proteins (XIP) were recently iden-
tified in a narrow range of plants as a full clade within the
aquaporins. These channels reportedly facilitate the trans-
port of a wide range of hydrophobic solutes. The functional
roles of XIP in planta remain poorly identified. In this
study, we found three XIP genes (HbXIPI:1, HbXIP2;]
and HbXIP3:1) in the Hevea brasiliensis genome. Com-
prehensive bioinformatics, biochemical and structural
analyses were used to acquire a better understanding of this
AQP subfamily. Phylogenetic analysis revealed that
HbXIPs clustered into two major groups, each distributed
in a specific lineage of the order Malpighiales. Tissue-
specific expression profiles showed that only HbXIP2:1
was expressed in all the vegetative tissues tested (leaves,
stem, bark, xylem and latex), suggesting that HbXIP2;]
could take part in a wide range of cellular processes. This is
particularly relevant to the rubber-producing laticiferous
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system, where this isoform was found to be up-regulated
during tapping and ethylene treatments. Furthermore, the
XIP transcriptional pattern is significantly correlated to
latex production level. Structural comparison with
SoPIP2:1 from Spinacia oleracea species provides new
insights into the possible role of structural checkpoints by
which HbXIP2;1 ensures glycerol transfer across the
membrane. From these results, we discuss the physiologi-
cal involvement of glycerol and HbXIP2;l in water
homeostasis and carbon stream of challenged laticifers.
The characterization of HbXIP2;1 during rubber tree tap-
ping lends new insights into molecular and physiological
response processes of laticifer metabolism in the context of
latex exploitation.
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Introduction

Of all the rubber-producing plants of substantial economic
value, Hevea brasiliensis remains the world’s sole com-
mercial source of natural rubber thanks to its high yields
and ease of harvest. Natural rubber, which consists mainly
of cis-1.4-polyisoprene biopolymer, is highly valued due to
its unrivalled biochemical and physical properties (Cornish
2001). Rubber biosynthesis occurs in latex, the milky
cytoplasm of laticifers, highly specialized anastomosed
cells forming a distinct network in the phloem tissues of the
rubber tree (Hagel et al. 2008). Latex is harvested by a
process known as tapping, which consists of regularly
incising the trunk bark to cut through the laticifer network.
This allows latex to flow out through the wound to be
collected and later processed into natural rubber. Tapping
is repeated regularly, so an important limiting factor of
natural rubber yield is latex regeneration. Regeneration
relies on both complex rubber biosynthesis pathways in
laticifers, and on water and various organic sources such as
sucrose and nitrogen supplied to these cells by the sur-
rounding parenchyma (Tungngoen et al. 2009). The bio-
logical mechanisms underlying the latex biosynthesis
pathways and the artificial outflow of latex from injured
trunks (both qualitatively and quantitatively) are not yet
fully understood. However, the global economic impor-
tance of natural rubber justifies thorough investigation of
these physiological processes.

Ethylene pretreatments (using the ethylene releaser
Ethrel®) are commonly used to ease latex flow and stim-
ulate the regeneration metabolism, allowing higher yields
of latex production (Coupé and Chrestin 1989; Zhu and
Zhang 2009). However, both ethylene pretreatments and
repeated tapping are liable to affect ionic and water
homeostasis, causing the depletion of organic resources,
and potentially undermining the integrity of the exploited
trees (d’Auzac et al. 1997). Molecular homeostasis is the
process by which cells regulate vital parameters, i.e. turgor,
fluid balance, pH and energy levels. As part of the water
homeostasis process, the concentrations of various solutes
(or osmolytes/electrolytes) are co-regulated. Osmolytes
help to ensure the maintenance and recovery of vital
homeostasis conditions (Parida and Das 2005). In particu-
lar, specific osmolytes such as sugars and sugar alcohols
(cyclic or acyclic) may be diverted from the overall carbon
metabolism to participate in these homeostatic adjustments
(Hare et al. 1998). Sucrose loading of laticifers is an
extremely important process, as it supplies the acetate pool,
which provides the energy for the cell to function properly,
and which is crucial for H. brasiliensis as it initiates the
biosynthesis of isoprene chains and thereby rubber
biosynthesis (Dusotoit-Coucaud et al. 2009; Chow et al.
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2007, 2012). Some latex carbohydrates are thought to act
as protective osmolytes but this has not yet been demon-
strated (Dusotoit-Coucaud et al. 2010b). Glycerol, identi-
fied as an essential osmolyte for yeast, bacteria and
animals, may be one candidate. Information on its protec-
tive role in plants remains scant (George et al. 2011;
Hasegawa et al. 2000; Eastmond 2004), although some
dedicated channels (aquaglyceroporins or aquaporins) have
been well documented (Zardoya et al. 2002). There is no
information on the presence and putative osmotic regulat-
ing role of glycerol in latex-producing plants. It is thus of
interest to characterize the molecular players in water and
organic solute transport, notably glycerol, which is
involved in global cell homeostasis maintenance, and
aquaglyceroporins (or aquaporins, AQP) which are likely
candidates for adjusting hydric and electrolyte status, since
both water and glycerol are transported by these channels.

Aquaporins are integral membrane proteins of the
Major Intrinsic Protein (MIP) multigene family. They are
specialized channel proteins that allow rapid selective
transport of water and diverse small neutral solutes across
the lipid bilayer (Li et al. 2013; Chaumont and Tyerman
2014). They are ubiquitous in all living systems, consis-
tent with their fundamental role of homeostasis. In plants,
AQPs are remarkably diverse. Their classification, based
on their sequence comparison and sub-cellular localiza-
tion, is well established. Typically, AQP are clustered into
seven subfamilies (Anderberg et al. 2012). One of these
recently characterized subfamilies is designated X-Intrin-
sic Protein (XIP) (Danielson and Johanson 2008). The
presence of XIP appears to be shared by a narrow range
of living organisms including protozoa, fungi, and some
non-vascular and vascular Viridiplantae (Danielson and
Johanson 2008; Gupta and Sankararamakrishnan 2009;
Lopez et al. 2012). Although XIPs show sequence dif-
ferences from other MIPs, overall their structure remains
highly conserved. Like MIPs, they are composed of six
transmembrane helices (TMH1-6) connected by five loops
(LA-E), and two membrane-embedded short half-helices
facing each other named hemipore-1 (TMHI-3, LA-C)
and -2 (TMH4-6, LD-E). These hemipores are buried
inside the membrane and virtually constitute a seventh
helix added to the above 6 TMH bundle. Each contains
the conserved MIP asparagine-proline-alanine (NPA)
signature sequence. These motifs are embedded in the
lipid bilayer and form a narrow hydrophilic path (Murata
et al. 2000). Each hemipore is contiguous with N- and
C-terminal ends facing the cytoplasmic side of the
membrane. As usually observed in most plant AQPs,
these helix-helix interface regions show small weakly
polar amino acid residues (Wallace and Roberts 2004). A
second feature in common with MIPs is the aromatic/
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arginine (ar/R) constriction region composed of four
amino acid residues (R1-R4) found in TMH2 (R1), TMHS
(R2), and loop E (R3 and R4), which forms a selectivity
filter contributing to a size exclusion barrier and a
hydrogen bond acceptor and donor continuum needed for
the efficient transport of substrates (Murata et al. 2000).
At present, the few biological functions clearly assigned
to XIP remain hypothetical (Bienert et al. 2011; Lopez
et al. 2012; Park et al. 2010; Giovanetti et al. 2012;
Zhang et al. 2013; Reuscher et al. 2013; Venkatesh et al.
2013; Yue et al. 2014; de Paula Santos Martins et al.
2015). However, the fact that tobacco NiXIP1:1 appears
to be located at the plasma membrane of epidermal and
parenchyma cells (Bienert et al. 2011), together with its
putative function of allowing the diffusion of certain polar
solutes across the membrane suggests that XIP may rep-
resent significant cellular checkpoints (like other MIP) for
controlling cellular permeability and osmolarity.

Research programs studying the characterization of
metabolic pathways responsible for latex biosynthesis,
outflow and regeneration, especially in the case of ethy-
lene-stimulated latex production, are rapidly expanding
(Chow et al, 2007; Tang et al. 2013; Chao et al. 2015;
Wei et al. 2015; An et al. 2015). One of the major topics
is ethylene-stimulated latex production and the study of
various trans-membrane transporter families. In the latter
field, it was shown that the expression of AQP
HbPIP2 s and HbTIPI;1 (Tungngoen et al. 2009, 2011;
An et al. 2015) and of the sucrose transporters HbSUTIB
(=HbSUT3) and HbPLT2 (Dusotoit-Coucaud et al. 2010a,
b; Tang et al. 2010) were stimulated in the latex fol-
lowing ethylene treatments correlating with yield
increase. Since ethylene tends to induce a concomitant
dilution of latex, the hydric homeostasis of the laticifers
in and near the tapping cut is severely challenged.

The aim of this study was first to investigate the com-
position of the whole XIP subfamily in H. brasiliensis in
terms of protein structure, subcellular localization and
functional properties, the latter by testing the ability of
some of its members to enable water and glycerol to dif-
fuse. In the context of rubber tree production, we focused
on the stress-induced XIP isoform, HbXIP2;l. We then
characterized its contribution to the molecular response
during ethylene stimulation and tapping of H. brasiliensis,
to assess its potential role in the regulation of glycerol and
water homeostasis in the physiological context of intensive
latex production. Lastly, we discuss our findings with a
special focus on glycerol and its potential role as a general
stress osmo-protectant and organic source of carbon, and
then on the physiological significance of aquaporin per-
meability to glycerol, which remains poorly understood in
planta.

Materials and methods
Plant material

Plant material used for monitoring the modulated XIP
expression in challenged trees came from field experiments
carried out at the Bongo/SAPH plantation (Ivory Coast)
(Dusotoit-Coucaud et al. 2010b). Latex and bark samples
were collected from trunks of 2 independent mature PB217
rubber trees (10 years old), industrially harvested for
2 years. Trees had been regularly tapped (three times per
week) without Ethrel® stimulation for 3 months and left
untapped for 1 week before Ethrel® treatment and the first
sample collection. The latex samples were collected as
described by Pujade-Renaud et al. (1994). Plant material
used for monitoring the constitutive XIP expression in
various vegetative organs came from 3 independent
untapped PB217 rubber trees (6 years old) grown in a
controlled-environment ~ greenhouse  (Blaise  Pascal
University, Clermont-Ferrand, France) under a 16 h light/
8 h dark photoperiod, at 18/22 °C (night/day), with a rel-
ative humidity set at 80 £ 10 %.

Genomic DNA extraction, amplification PCR
and cloning

XIP genomic sequences from H. brasiliensis (PB217) were
cloned by PCR with degenerate primers and RACE
methods, according to manufacturer’s protocols (Invitro-
gen, Carlsbad, USA). Genomic DNA was extracted from
0.25 g of leaves using the CTAB method (Doyle and Doyle
1987). The 500 bp up- and downstream proximal non-
coding regions from the start and stop codons for each
HbXIP gene were targeted using the primer sets detailed in
Supplementary Tab S2. Primers were designed from XIP
sequences identified from the H. brasiliensis unpublished
genome sequence information (TARRC). PCR was per-
formed using 0.5U of platinum Tag DNA polymerase
(Invitrogen, Saint Aubin, France), and amplicons were
cloned into the pGEM®™-T Easy vector (Promega, Madis-
son, WI, USA), and sequenced on both strands.

RNA extraction and quantitative RT-PCR

Total RNA from latex and bark sampled from plantation
trees were obtained by Dusotoit-Coucaud et al. (2010a).
Real-time PCR was performed using a MyiQ instrument
(Bio-Rad) with MESA GREEN ¢gPCR MasterMix Plus
(Eurogentec) containing 2 pl of 20-fold diluted ¢DNA.
Calculations of the differential accumulation of genes in
response to stress (standardized with unstressed samples at
1p) were carried out with the 2~**" equation according to
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Pfaffi’s procedure (2001). Constitutive assessment of gene
expression between vegetative organs was plotted on a
percentage scale. In our experimental conditions, the
arbitrary value of 100 corresponds to a C, value of 19, the
highest gene expression level in H. brasiliensis; the arbi-
trary value of 0 is related to C, corresponds to a C, value of
37, a non-accumulation of transcript. PCR efficiency was
100 £ 3 % for all primer pairs. Primer specificity and
amplification efficiency were verified for each gene by both
melting curve analysis (after 40 cycles) and TAE/2 %
agarose gel electrophoresis. Normalization of the target
gene expression was achieved using three housekeeping
genes (HbAct, HbCYP and HbUBQ) chosen from a panel of
widely used housekeeping genes (Li et al. 2011) using the
software application BestKeeper vl (Pfaffl et al. 2004).
These genes were chosen from different protein families in
order to reduce the risk of co-regulations. All the primers
used for this study were designed with the Primer3plus
application (Untergasser et al. 2007) and detailed in Sup-
plementary Tab S2. qPCR analyses were carried out in
triplicate from each biological samples. For statistical
analysis, aquaporin steady-state gene expression levels
were computed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by a Tukey’s honest significant difference (HSD)
post hoc test (p < 0.001).

In silico bioinformatics analysis

The Hevea XIP subfamily was explored in silico using
described heterologous XIP sequences (Lopez et al. 2012)
as initial queries. tBLASTn (Altschul et al. 1997) was used
against several genome resources: the non-redundant gen-
eralist databases National Center for Biotechnology infor-
mation (NCBI) and the Hevea genomic databank generated
from H. brasiliensis clone RRIM 928 provided by the
TARRC (Tun Abdul Razak Research Centre, Hertford,
United Kingdom, http://www.tarrc.co.uk). Viridiplaniae
XIP sequences were retrieved from NCBI and Phytozome
portals from different plant species: two basal embryophyte
phyla with the lycophyte Selaginella moellendorffii and the
avascular bryophyte Physcomitrella patens, a basal eudicot
phylum with the Ranunculales Agquilegia caerula, and
several core eudicot phyla with a selection of rosid and
asterid species. Special attention was paid to the rosid
phylum (with APG III as repository; Chase and Reveal
2009), for which a maximum number of Malpighiales XIP
sequences were collected (Supplementary Tab S1). Per-
centages of amino acid similarity and identity were cal-
culated using the BLAST algorithm. The unrooted
phylogenetic tree was constructed with 61 protein
sequences using the maximum likelihood method imple-
mented in the PhyML program v3.0 (Guindon and Gascuel
2003). The maximum likelihood analyses were performed
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with the Jones—Taylor-Thornton evolutionary model using
1000 bootstrap replicates to assess the reliability for degree
of support for each internal branch on the phylogenetic
trees. Trees were viewed and edited with TreeDyn (Che-
venet et al. 2006), and bootstrap values <60 % were dis-
carded. The data for the three XIP sequences mentioned for
this work can be found in the GenBank data library under
the accession numbers KT071670 (HbXIPI1;1), KT071669
(HbXIP2;1) and KTO71668 (HbXIP3:1). All accession
numbers for sequence dataset reported herein are listed in
Supplementary Tab S1.

XIP structure modeling

HbXIP2;1 models were obtained using a standalone ver-
sion of the I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly
Refinement) program suite (V3) (Zhang 2008: Roy et al.
2010; Yang et al. 2015). Tetramer modeling consisted of a
superimposition of four monomers on a tetramer template
structure (pdb code 2b5f) followed (to remove any possible
intermolecular bump) by a single minimization stage
diverting the CHARMM-GUI online input generator pro-
gram from its original aim (Jo et al. 2008; Brooks et al.
2009). Alternate conformations for loop D that suited tet-
ramer formation by clearing off the required interface were
previously found using modeller 9.13 (Webb and Sali
2014) as embedded in UCSF Chimera macrocommand
‘refine loops’ (Yang et al. 2012). The MOLE 2.0 program
(Sehnal et al. 2013) was used to delineate, and characterize
in terms of physico-chemical properties the channels along
the aquaporin structures. The glycerol molecule was placed
according to the I-TASSER binding site prediction. APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) (Baker et al. 2001)
was used with the PARSE forcefield (Tang et al. 2007) on
PDB2PQR generated files (Dolinsky et al. 2007) out of the
submitted coordinates to calculate the electrostatic poten-
tials. PyMOL (DelLano 2004) was used to analyze and
illustrate the molecular structures and models.

Yeast expression for monitoring of water
and glycerol transport assays

Transcripts of HbXIP2;1 and PtPIP2;8 as positive control
of water transporter (P. trichocarpa, Potri.005G109300)
were cloned in pYX212 (specific PCR primers detailed
Supplementary Tab S2). For water measurement assays,
transfected yeast strains were grown on synthetic minimal
medium (uracil-deficient SC medium) supplemented with
glucose, at 30 °C overnight. For the yeast labeling and
fluorescent experiments, transfected yeast cells were pre-
viously loaded for 30 min at room temperature with 5(6)-
carboxyfluorescein diacetate N-succinimidylester (CFSE;
Sigma, France) (40 pM in buffer A: Tris-HCI 50 mM pH
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8.0, 0.5 M NaCl). A simplified technique was used to
monitor cell volume changes induced by osmotic shocks,
as described by Soveral et al. (2007). Experiments were
performed on a POLARstar Omega fluorimeter (BMG
Labtech, France). In each assays 50 pL of labeled cells was
mixed with an equal volume of hypo- (buffer A) or iso-
osmotic (buffer A without NaCl) solutions. Four runs were
done. Following optimization, the increased fluorescence
intensities of the intact cells were recorded at 0.2 s. Results
were expressed as a percentage increase compared with
measured fluorescence at 1, (i.e. before osmotic shock) and
set at 100 %. For the glycerol transport assays, the yeast
strain JT4014 (fps!::leu2 in JT100) kindly provided by Dr.
J. Thevelein (Katholiecke Universiteit Leuven, Belgium)
was used. The ability of yeast strain to grow under osmotic
stress (1 M sorbitol) was assessed on solid synthetic min-
imal medium supplied with | M sorbitol. After inoculation,
plates were incubated for 5 days at 30 °C. Cell growth
comparison, for the same dilution factor, revealed growth
rate gain or loss. Radiolabeled glycerol uptake assays were
performed by a modified method of Anderca et al. (2004).
Yeast cells transfected with either empty (pYX212) or
integrating HbXIP2;1 gene (pYX212-HbXIP2;1) were
cultivated in synthetic minimal medium. At #,, 100 pL of
cells in MES buffer was diluted with 100 pL of MES
buffer containing 2 mM []4C]-glycer0] (0.14 pCi). Assays
were repeated three times. Results are expressed as dif-
ference in radioactivity measured between 10 min and
20 min of incubation.

Confocal microscopy

The ¢cDNA encoding HbXIP2;1 was fused to the 3’ end of
the cDNA of YFP (lacking its stop codon) by fusion PCR,
resulting in a YFP-HbXIP2;] translational fusion. The
fusion was inserted into the Xba/-Sac/ sites downstream of
the CaMV 35S promoter of vector pPGREEN0029 (Hellens
et al. 2000) using the primers listed in Supplementary Tab
S2. The construct was introduced into Agrobacterium
tumefaciens C58 and used for agroinfiltration of leaf epi-
dermal cells as described previously (Sparkes et al. 2006).
After 3 day of incubation, leaf segments were incubated
with 8 uM FM4-64 for 10 min, and the abaxial epidermal
cells visualized by confocal microscopy with a Leica TCS
SP5 microscope (Leica, Germany). YFP was excited at
514 nm and detected in the range 525-550 nm, FM4-64
was excited at 514 nm and detected in the range 616-645-
nm.

In situ hybridization

Fresh stems were harvested, cut and immediately fixed in
FAA (3,7 % (v/v) formaldehyde, 50 % (v/v ethanol, 5 %

(v/v) acetic acid) at 4 °C overnight. Fixed samples were
dehydrated and progressively embedded in paraffin (Para-
plast, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (Brunel et al.
2002). Transversal section 10 pm thick were cut with a
rotary microtome (HM 340E, Microm International GmbH,
Walldorf), mounted on Polysine slides (O. Kindler GmbH,
Freiburg, Germany) and dried at 42 °C for 1 day for in situ
mRNA localization according to Dusotoit-Coucaud et al.
(2010a). Gene-specific RNA probes were designed to be
located in the variable 3'UTR region of HbXIP2;1 tran-
scripts with an average size of 229 ribonucleotides (primers
detailed in Supplementary Tab S2). DNA coding the
probes were cloned in pGEM® T-Easy vector (Promega).
Sense and antisense digoxigenin (DIG)-labeled RNA
probes were synthesized as described in Brunel et al.
(2002). Stem sections were incubated overnight at 50 °C
with 1.5 ng pl~" of either sense or antisense probes and
leaf sections with 3 ng ul~'. Digoxigenin-labeled probe
was detected using anti-digoxygenin alkaline phosphatase
conjugate (Sigma-Aldrich), followed by colorimetric
detection of phosphatase activity using an AP conjugate
substrate kit (Bio-rad Hercules, CA, USA). After suit-
able color development, the reaction was stopped by rins-
ing with water, and sections were dried and mounted in
Eukitt (Euromedex, Miindelsheim, France). Observations
were performed with an Axioplan 2 microscope (Zeiss,
Jena, Germany). Data were recorded on a digital camera
(AxioCam HR, Zeiss) using Axiovision digital imaging
software.

Results and discussion

To date, among the few sequenced genomes of H.
brasiliensis (Miill. Arg.), only one draft genome sequence
has been published (Rahman et al. 2013). The sequence
information used in this study was obtained from a second
draft genome generated by the Malaysian Rubber Board
(unpublished results). A first sequence dataset from this
draft genome showed it to contain genes encoding the four
orthodox subfamilies of aquaporins (PIP, TIP, NIP and
SIP; unpublished results). A previous study of MIP from
this species focusing on PIP and TIP subfamilies (Tungn-
goen et al. 2009) demonstrated their capacity to allow
water diffusion across biological membranes, with mRNA
expression patterns correlating with those of sucrose
transporters. It was hypothesized that these proteins were
key players in modulating the efficiency of latex outflow in
mature rubber trees challenged by tapping and hormone
treatment. Among these proteins, MIP may aid water cir-
culation between latex cells and liber/xylem tissues
inherent to a coordinated liber tissue turgor and an active
sucrose mobilization (Dusotoit-Coucaud et al. 2010a, b;
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Tungngoen et al. 2011). Here we show that H. brasiliensis
possesses at least three MIP members belonging to the X-
Intrinsic Proteins subfamily. Only one member appears to
be transcribed, together with other PIP or sucrose trans-
porters, with expression profiles correlating with the latex
outflow from exploited rubber trees. This plant species and
the particular physiological context lent by its growing and
exploitation conditions thus offer an interesting and origi-
nal viewpoint for further exploration of this XIP sub-
family.

Isolation and bioinformatics analysis of three Hevea
brasiliensis XIP members

HbXIP genes and protein analysis

A first full-length cDNA encoding an X/P gene was pre-
liminarily isolated from H. brasiliensis leaf tissues, and
named HbXIP2;1 (KT071669), based on phylogenetic data
(as explained below) and BLAST comparison with iden-
tified XIP from poplar. An analysis of the XIP subfamily
across rosids plant species to show that several isoforms
are usually present (Gupta and Sankararamakrishnan 2009;
Lopez et al. 2012). However, searches in various expres-
sion datasets revealed that very few XIP members are
expressed, in contrast to other MIP subfamilies in which
most members are expressed, confirming an earlier evo-
lutionary hypothesis of possible loss of expression/function
for some XIP (Lopez et al. 2012; Venkatesh et al. 2015).

Two other partial HbXIP isoforms named HbXIPI:1
(KT071670) and HbX1P3;1 (KT071668) were cloned from
Hevea genomic DNA using degenerate primers designed
from highly conserved regions of XIP orthologs from
Malpighiales (Supplementary Tab S1). HbXIPI;l and
HbXIP3;1 full-length sequences were completed from the
Hevea genomic databank made available by the TARRC
Institute. The proposed nomenclature for HHXIP sequences
has been established based on the phylogenetic analyses
(Fig. 1a) as previously proposed by Lopez et al. (2012) and
in full accordance with the conventional MIP nomenclature
(Johansson et al. 2001).

HDXIP(1-2-3);1 genes encode polypeptides of 289, 305
and 308 amino acids residues respectively (Fig. 1b; Sup-
plementary Fig. S1). Predicted peptide sizes and molecular
masses (Supplementary Fig. S2) are consistent with most
reports on aquaporins, which generally range from 270 to
360 AA and 26 to 35 kD (Gomes et al. 2009). HbXIP share
a similar exon-intron structure with their plant cognates
from the same phylogenetic clade: HbXIP1;1 presents two
exons, and HbXIP(2-3);1 three exons (Fig. 1b). All introns
are systematically positioned upstream of the first trans-
membrane helix (TMHI), and exhibit the classic canonical
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dinucleotides GT and AG for donor and acceptor splice
sites. This exon/intron organization is shared by plants
belonging to the same phylogenetic clade, as observed for
each MIP subfamily (Johansson et al. 2001). Exons are
conserved within each XIP sub-group (60-80 % similarity,
Supplementary Fig. S2) in regard to introns that exhibit
strong variability in lengths and nucleotide sequences
(45 % similarity). Overall, the genomic architecture of
the XIP subfamily appears to be conserved among most
Viridiplantae, and could be considered de facto as a plant
lineage specific profile.

HbXIP phylogenetic analysis

The unrooted tree confirmed that XIP clearly diverge from
other MIP subfamilies (represented here by HbPIP1;1 and
HbPIP2:1, as outliers) (Fig. 1a). All the XIP members fall
into three independent monophyletic master clusters.
Cluster I groups orthologous members from moss and
spikemoss. which are basal to all other XIP. Clusters II and
III group all XIP from the Tracheobionta taxon. Cluster Il
includes sequences from the Rosanae taxon exclusively,
and Cluster III encompasses sequences from the Rosanae
and Asteridae taxons. These four branches present strong
bootstrap supports of 100, 94, 89 and 97 %, respectively.
The HbXIPs are integrated into polyphyletic groups
belonging to Clusters Il (for HbXIPI;1) and III (for
HbXIP2;1 and HbXIP3;1). Interestingly, HbXIP2;1 and
HbXIP3;1 are clustered together in a distinct clade exclu-
sive to the Rosanae phylum with a significant bootstrap
support of 72 %. In Cluster III, XIP from asterid plant
species form a specific clade (bootstrap support of 94 %).
Finally, all identified HbXIPs share the shortest distance
with the milky-sapped tropical shrub Manihot esculenta,
another latex-producing Euphorbiaceae species. This is
consistent with the eudicotyledonous placement of Hevea
in the order Euphorbiales based on chloroplast gene phy-
logeny (Tangphatsornruang et al. 2011). The clade that
includes HHXIP2:1 includes XIP sequences from Euphor-
biaceae only, such as M. esculenta, Ricinus communis,
Jatropha curcas, Plukenetia volubilis and Euphorbia esula.
Also, HbXIPs fall into distinct monophyletic clades within
paraphyletic master clusters (Il and IIT). This indicates that
XIP from these clades are closely related, consistent with
previous work (Lopez et al. 2012; Venkatesh et al. 2015).

The XIP are considered as a singular MIP sub-family.
Sequence analysis confirms that XIP display an original
plant taxa-organized pattern of evolution while maintaining
species-specific structural features such as the exon—intron
splicing junctions. All this suggests that XIP sequences are
closely inter-related, and points to possible evolution from
a4 common ancestor.
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Fig. 1 Valuer's HbXIP subfamilly. a Unrooted phylogeny of XIP
protein sequences from H. brasiliensis and selected Viridiplantae.
Numbers at the nodes represent percent of bootstrap values (above
60 %) based on 1000 reassembling. The distance scale denotes the
evolutionary distance expressed in number of amino acid substitutions
per site. The three Hevea XIPs sequences are highlighted in red. The
colored clusters mark the three major XIP phylogenic subdivisions of
Viridiplantae. Species and accession numbers are listed in Supple-
mentary Tab S1. HbPIP1 and HLPIP2 sequences from H. brasiliensis

Conserved functional roles of XIP in the MIP
superfamily suggested by a comparative analysis,
modeling by homology, and in vivo functional tests

In contrast to PIP sequences, little is known to date about
XIP function, and particularly about the effective regula-
tion sites in their primary sequence directly involved in

were introduced as outliers. b Schematic representation of the three
HbXIP genes including exons (solid line), introns (double line).
number of nucleic acids for each segment, and corresponding amino
acid number. HbXIP protein structure is detailed with the six putative
trans-membrane helices (TMH), the five inter-helice loop regions
(LA-LE) and the terminal segments (N, and C.). AQP signature
NPAs are included within loop B (*LBonpa;) and loop E
(*LEonpaz). Details of the HHXIP genes and protein sequences are
available in Supplementary Fig. S1 and S2

their transport activities. In addition, XIP from different
plant species are reported to show some contrasting
transport functionalities (Bienert et al. 2011; Lopez et al.
2012). Clearly, Hevea XIP fit the conventional topology of
the MIP superfamily (Supplementary Fig. S3A). However,
when XIP amino acid sequences are compared with
SoPIP2;1 from Spinacia oleracea, Toérnroth-Horsefield
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et al. 2006), new distinctive structural features that could
affect the structure and/or the diffusion function of MIP
emerge (Fig. 2, Supplementary Fig. S3BC). They were
sustained through a realistic view of their three-dimen-
sional organization. This work mainly addresses the char-
acterization of the HbXIP2;1 isoform, since this is the only
HBXIP transcribed in our biological conditions.

General shape of XIP cavity

The structural analysis of MIP has so far helped to deter-
mine or understand key features of their solute transport
capacity, supported by what is already established for other
members. Beyond their conserved 3D shape in the super-
family, three structural signatures located within or near
the cavity, namely NPA signatures, the aromatic/Arg filter
and Froger’s signature, have been commonly used to
associate the channel with a particular transport.

HbXIP comprises six membrane-spanning o-helical
regions (TMHI to TMH6), separated by five hydrophilic
loops (LA-LE) (Fig. 1b). The N- and C-terminal ends of
the protein face the cytoplasmic side of the membrane. The
subcellular localization of YFP-HbXIP2;1 fusion in
tobacco leaf epidermal cells by agroinfiltration lends direct
support to this membrane prediction (Fig. 3). A substantial
signal is located at the plasma membrane, and this result
confirms the NrXIP1;1 location already reported by Bienert
et al. (2011). However, in our experiments, we observed an
additional fluorescence at the nucleus and the endoplasmic
reticulum (i.e. endomembrane system). Whether this signal
is not an artefact, this unexpected endomembrane system
fluorescence identified for HHXIP2:1 is interesting, and
suggests a possible recruiting system based on intracellular
membrane trafficking to modulate the cell permeability to
particular osmolytes, in this case between cytosol and a
part of the morphoplasm. Such a localization pattern
deserves more thorough exploration. Of the five hydro-
philic loops, LB and LE present the highest level of sim-
ilarity between XIP counterparts (Fig. 2, Supplementary
Fig. S3A). Structural analysis shows the presence of two
hemipores that face each other inside the membrane,
forming an iconic hourglass-like shape (Fig. 2, Supple-
mentary Fig. S4). These two inner protrusions pointing into
the core of the protein structure, also named the “aquaporin
fold™ (Murata et al, 2000), are part of the archetypal MIP
structure. They contain the two conserved NPA (Asn-Pro-
Ala) signatures, which are located at the center of the
monomer pore and intervene in the channel interior con-
striction as part of a solute and/or water selectivity filter
(Chaumont et al. 2005). The first NPA exhibits the less
conserved sequence <N/S-P-L/I/V/A>, and the second
motif harbors the conserved residues <N-P-A>. A fine
reading of a complete XIP alignment shows that the NPA
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Fig. 2 I-TASSER model comparison of HbXIP2:1 (b, d, f) with the »
high resolution structure of Spinacia oleracea SoPIP2;1 (a, ¢, e) in the
opened state. a, b The tetramers are shown with one of the four
subunits highlighted in a bright color (magenta for SoPIP2;1 and
green for HbXIP2:1). A grid, calculated with MOLE 2.0, covers the
course of the transported molecules within the pore. By analogy with
the structure of SoPIP2:1, for which the position of a cystine at the
extracellular space is shown, a plausible intermolecular disulfide
bridge is proposed involving the N-terminal extremity of TMS, since
it is compatible in terms of distance according to the model. The
electrostatics calculated with APBS (using the PARSE forcefield) for
both channels (¢, d) are displayed at the surfaces of the pores. The
positions involved in the constitution of the pores are drawn and
labeled with a balls-and-sticks representation. A charge gradient
appears to be orientated from acid (red) to basic (biue) following a
vertical direction from into out in both cases. The changes in polarity
index and the pore dimensions are drawn in a diagram built (e, f) on
MOLE 2.0 raw data (the letter o in red next to the amino acid name
indicates the major contribution of the backbone carbonyl group). The
indices indicate a more polar vestibule of the inner side for HbX1P2:1
than for SoPIP2:1 over the first third of the course, but afterwards the
orders of magnitude are comparable with only few subtle differences.
The pore diameters along the channel are very close in both cases.
g Trace representation of the superimposition performed by Mustang
of HbXIP2;1 with the high resolution structure of SoPIP2:1. Residues
at similar positions surrounding the pore are revealed in wireframe.
Figure 2 is offered in high-definition format in the Supplementary
Fig. 10

motifs are integrated within a larger conserved region: <P-
-S/T-G-G-H/F--N/S-P-\//T> for the first NPA motif, and
<G--G/S--N/S-P-A/S-R-C->for the second one
(where W is typically a hydrophobic residue) (Lopez et al.
2012). These regions constitute remarkable hallmarks that
quickly discriminate XIP members from among other MIP
counterparts.

The aromatic/Arg (or ar/R) filter is composed of four
residues. Given their position in the pore constriction
region (Fig. 2, Supplementary Fig. S3A), and their pre-
dictive intrinsic physicochemical behaviors, they have been
considered as co-defining the substrate selectivity (Sui
et al. 2001; Forrest and Bhave 2008). The HbXIP ar/R
tetrad signature harbors specific plant XIP profiles includ-
ing TMH2(F81I/F81V)-TMHS5(H210I/H210T)-LBonpa
(T105T/T105S)-LEonpa»(R225) residues.

In general, each MIP subfamily exhibits specific varia-
tions in the amino acid composition of NPA motifs and ar/
R filter (Anderberg et al. 2011; Hove and Bhave 2011),
some of which could provide spatial compensations in
terms of both occupancy and physicochemical properties.
Such amino acid substitutions within the pore should thus
be considered as key features accounting for major evo-
lutionary changes in the protein’s functional fate. Plant
XIPs exhibit some specific features within the predicted
pore regions, suggesting a discrimination between two
sister groups, Clusters II and III, where different residues
can be found at specific positions: TMH2 (F vs. I/V) and
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TMHS (H vs. T/I). Taken together, the duet histidine
(TMHS) and arginine (LEotnpa; position) are typical of
water-specific PIP2 structure (as observed for HDOPIPs),
both providing donor hydrogen bonds for water molecules.
The backbone also contributes to the hydrogen bond
acceptor network along the channel in correspondence with
several positions of the highly conserved embedded loops
(SGG motif on LBainpa; or G/P on LC).

Like other plants XIPs, the surrounding residues lining
the lumen of the cavity at its entrance display a slightly less
polar profile near the ar/R filter compared with other Hevea
or plant MIPs (Fig. 2c~f). According to some authors, this
moderately hydrophobic feature could favor the transport
of polar uncharged molecules such as glycerol, urea, and
metalloids, but not permeability to water (Bienert et al.
2011; Lopez et al. 2012). We also note that XIP ar/R
resembles some Hevea NIP and TIP (data not shown). Both
are able to transport these bulky molecules, but interest-
ingly have been shown to have weak or no permeability to
water (Dynowski et al. 2008; Bienert et al. 2011; Lopez
et al. 2012). Accordingly, there is an ongoing debate
concerning probable functional redundancy between these
sub-families that occurred during plant evolution, espe-
cially since XIP seem to have disappeared from several
plant genomes such as coniferophyts, monocotyledons, and
various dicotyledons such as Arabidopsis (Gupta and
Sankararamakrishnan 2009; Bienert et al. 2011; Anderberg
et al. 2012; Venkatesh et al. 2013). This assumption incurs
the risk of it becoming a commonly used truism to defi-
nitely explain the discontinuous presence of XIP in the
plant kingdom. More recently, Abascal et al. (2014)
advanced a potential deep orthology between XIP, HIP,
TIP and AQPS8, and that speciation events would have
expunged some MIP subfamilies between reign and/or
organisms. Clarifying the physiological benefits that XIP
confer to organisms will help to answer this paradoxical
question.

Finally, five other residues (P1-P5 positions also called
Froger’s signature) are usually predicted to play a func-
tional role in MIP activity. The diversity at these positions
between MIP subfamilies has been correlated to substrate
selectivity, discriminating orthodox “water channel”
aquaporins (AQPs) from “glycerol transporter” aquaglyc-
eroporins (GLPs) (Froger et al. 1998; Lagree et al. 1999).
For XIP, Froger's signature contains a number of
hydrophobic amino acids with P1(V160/M)-P2(C262)-
P3(A266/S)-P4(F280)-P5(W281) residues (positions num-
bered according to HbXIP2:1), suggesting a transport of
bulky hydrophobic molecules (Gupta and Sankararamakr-
ishnan 2009). However, we parse this motif for HbXIP2;1
cautiously (Supplementary Fig. S5). The remote location of
the above residues from the cavity suggests that (even for
P2, the only nearby constriction site) they may not play this
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role, but instead a mechanical one, probably through
involvement in the placement of the alpha helix bundle.

Physicochemical environment of the XIP cavity

Notwithstanding the involvement of these structural
checkpoints regarding the potential XIP channel specificity
as a whole, they may play their full role when combined
with other factors such as physicochemical conditions or
dedicated regulatory effectors. 3D structure prediction is
the easiest reliable alternative to experimental structure
resolution, especially when membrane proteins are con-
cerned (Du et al. 2015). Fortunately, high-resolution
structures of AQPs are available and can be used as tem-
plates for a homology study approach (Yang et al. 2015).
HbXIP2;1 structure was therefore modeled with I-TASSER
software using SoPIP2;1 as reference. The scores provided
by the program indicate that the modeled coordinates are
satisfactory: notably, the C-score (estimating the quality of
the prediction) is (.88, suggesting a good level of confi-
dence in the prediction (the normal range of C-scores being
between —5 and 2). A further analysis driven with
MolProbity (Chen et al. 2010) indicates that the model lies
within the acceptable range in terms of geometry for an
aquaporin. Compared with the 3.90 A resolution structure
of SoPIP2;1 (pdb:2b5f) the proportion of dihedral angles to
be within the favored Ramachandran limits is slightly
higher (86.56 vs. 72.65 % for chain A of 2b5f) and the
proportion of residues to be outside those limits (or
Ramachandran outliers) is smaller (3.95 vs. 9.4 % for chain
A of 2b5f). To sum up, 96.1 % (244/254) of all residues are
in the allowed regions for the model, whereas this is the
case for only 90.6 % (212/234) of all the residues of the
structure. Concerning the rotamer evaluation, values of the
same order are reached for both cases (82.59 % for the
HbXIP2;1 model vs. 77,84 % for chain A of 2b5f are
within the favored limits). Superimposition shows that the
HbXIP2;1 modeled channel resembles that of SoPIP2;1
with only a few differences in amino acid composition
(Fig. 2g, Supplementary Fig. S3B). This suggests that the
evolutionary distance between plant PIPs and XIPs is short,
but this serves yet again to prove the existence of a
potential deep orthology connection between a specific
protein subfamily (i.e. XIP) and its superfamily (i.e. MIP)
(Abascal et al. 2014).

PIP and XIP differences mostly comprise changes at
four positions around the pore bottleneck: L175/F206, F51/
L73, F81/1100 and H210/T244. The mutations of the first
two positions tend to compensate for each other, but taken
together, the last two are mostly responsible for both a
larger diameter and a lower polarity index at the con-
striction zone for HbXIP2;1 (Fig. 2e, f). The last remark-
able change with a possible incidence on transport
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water permeability and thus cannot be considered as a
water channel.

With water transport ruled out, we assessed a possible
glycerol transport capability while keeping in view that the
sequence between HbXIP2;1 and NiXIP1:1 (an efficient
glycerol permease, Bienert et al. 2011) strongly differs
(identity of 65 %) (Supplementary Fig S3). A functional
assay for glycerol was carried out on the constitutive yeast
mutant Afps! (strain JT4014) lacking the endogenous
glycerol transporter FPS1, which complemented by a
constitutive expression of an efficient glycerol transporter,
exhibits a growth default consecutive to osmotic shock by
the use of high concentrations of 1 M sorbitol (Luyten
et al. 1995). Qualitative data from intact cell growth assay
(Fig. 4b) and semi-quantitative data related to the [14C]-
glycerol uptake (Fig. 4¢) clearly show that HhXIP2-trans-
fected yeast cells take up glycerol significantly faster than
mock-transfected cells. This indicates that HbXIP2 acts as
a channel protein that facilitates glycerol diffusion, at least
in yeast. This result echoes the physiological effect of
AINIP1 and A/NIP2 overexpressed in an FPS/-defective
yeast strain (Weig and Jakob 2000) or Chlamydomonas
reinhardtii CrMIP1 (Anderca et al. 2004) as glycerol
channels. Taken together, HbXIP2;1 functional data are in
line with the transport capabilities of NrXIP1;1 (Bienert
etal. 2011). A further crucial aspect highlighted here is that
XIP, although they exhibit a strict phylogenetic allocation
in a plant lineage fashion (Fig. 1), can deliver contrasting
transport abilities at the intra-clade level. PrXIP2;1 and
HbXIP2;1, two comparatively closed sequences (79 %
identity) found in plant species belonging to the order

(A)

300
280

[% increase]
NN N
o N B O
o oo

Relative fluorescence

oy
[+2]
o

Fig. 4 Osmotic water and glycerol transport assay. a Analysis of
water transport of HbXIP2;I aquaporin expressed in yeast. Relative
fluorescence signal obtained after 0.2 s following osmotic shock, for
yeast strains expressing HbX1P2:1 and PrPIP2:8 (positive control) are
compared with the negative control of cells transformed with empty
vector. Cells were loaded with CFSE and subjected to hypo-osmotic
shock. The signal obtained corresponded to an average of four
individual measures. Data are mean + SEM (n = 3). b Functional
complementation of Dfps! yeast strain transformed with the cen-
tromeric pYX212 vector expressing HbXIP2;1 or PrPIP2:8. Cells

Malpighiales exhibit differential water transport (Lopez
et al. 2012), while two sequences comparatively more
divergent sequences (Rosidae HbXIP2;1 vs. Asteridae
NiXIP1;1, 65 % identity) exhibit common glycerol trans-
port ability. Finally, it suggests that the XIP sub-family is
functionally more complex than expected, and that phylo-
genetic correlations are still often not sufficient to conclude
on a specific function between homologs.

Here we consider HbXIP2:1 as a glyceroporin. On the
other hand, on the basis of these kinds of observations, this
channel is usually considered as the only actor of transport
selectivity. Nonetheless, when we compare the central
channels for amino acid composition and relative structure
between a PIP archetype like SoPIP2;1 and an XIP model
like HbXIP2;1, the difference remains subtle (Fig. 2g,
Supplementary Fig. S3B). Even if this finding is based on a
modeled structure, the relatively high similarity shared by
AQP in general and the quite satisfactory superimposition
of the lateral chains of key amino acids (comparing the
model with a high resolution structure of AQP) (Supple-
mentary Fig. 3) intervening in particular in the lumen of
the pore is still a measure of the reliability of the HbXIP2;1
model. The subtle difference observed may thus suggest
that the specificity of the transport does not reside solely in
the channel properties. In such a hypothesis, the specificity
could more likely arise from other structural elements of
the aquaporin interacting with a dedicated partner respon-
sible for the transport selectivity or effectiveness. Water is
small and polar, and the two compared channels are both
polar and apolar—with a slight difference around the
vestibule of the inner side—but with an acid-base gradient
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were grown on agar plates with synthetic minimal medium (lacking
uracil) containing 1 M sorbitol. The initial suspension at 1 unit of
Agoonm/ml was diluted 1/10 four times. Empty, Afps/ transformed
with the empty p¥YX2/2 vector; PiPIP2:8, Afps! transformed with
pYX212-PiPIP2;8 cDNA: HbXIP2:1, Afpsl transtormed with
pYX212-HbXIP2:1 c¢DNA. ¢ Analysis of glycerol transport of
HbXIP2:1 aquaporin by radioactive substrate uptake. Yeast strains
(JT4014-Afps!) transformed with pYX212-HbXIP2:] (+) or the
empty vector (pYX212: (—)) were assayed for uptake of “C-glyccro].
Data are mean = SEM (n = 3)
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oriented in the same orientation (Fig. 2c—f). In our case,
and given the heterologous biological context, HbXIP2;1
lacking effectiveness in water transport could then be
ascribed to the absence of a specific regulator dedicated to
controlling the aquaporin gating. If we assume that the
functioning of an aquaporin can be roughly summarized as
the adoption of two limit states or two limit conformations
(favored thermodynamically), an opened and a closed
form, then the activity of a regulator (inter alia the cycling
of kinases and phosphatases to change the phosphorylated
state of residue participating in a lock with a basic residue,
or the influence of a conditional partner on the first helical
turn at the amino-terminal of TMH1 displacing a negative
charges borne by a largely conserved acid residue) would
consist in directing the change of conformation from one to
the other. In such systems, the regulator should no longer
be neglected and studying the activity of an aquaporin
should require identifying that putative essential partners or
chaperons. On the way to understanding the mechanism,
this latter identification could first be bypassed by using the
targeted mutation of key residues involved in the upholding
of the gate on a closed state, whose expected consequence
would be to clear the way in the central channel for any
molecule compatible in terms of size and charge. Even so,
to gain a full picture of the sequence of events in the
regulation in situ, identification of the regulators is
mandatory.

The underlying mechanism (which to our knowledge
has not yet been found for the XIP subfamily) implies the
movement of mobile portions borne by the aquaporin itself.
For instance, in our model of HbXIP2:1 and as previously
put forward (Tournaire-Roux et al. 2003), loop D could act
as a lid covering up inner mouthpiece. A largely conserved
positive residue (K221) rightly placed in the middle of loop
D sustains a possible lock secured by pairing with a more
static negative charge facing that structural element. This
would block free circulation of water as observed in our
experimental study. In addition to our hypothesis, both
open and closed states were previously observed at atomic
resolution for spinach SoPIP2;1. The closed form results
essentially from the presence of a cation (cadmium, prob-
ably calcium in situ), which, by neutralizing the negative
charges of two carboxylates, stabilizes the first helical turn
of TMHI and indirectly loop D. In such a form, loop D
adopts a twisted antiparallel f-hairpin shape, and the
aspartate 191 of the RDS motif bridges the displaced lysine
of the N-terminal end (direct consequence of TMHI first
helical turn stabilization) leading to the occlusion of the
tunnel (Tornroth-Horsefield et al. 2006). This closed con-
formation supports the authors hypothesis of a hydrophobic
gating controlled by the protonation state of a conserved
residue, a histidine in the middle of loop D. Beyond its
natural pH sensor activity consisting of switching from a
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charged to a neutral state and vice versa, histidine 193 can
interact with a negatively charged residue at the beginning
of TMHI depending on local pH conditions. This can result
in placing loop D before the pore and blocking any
molecular circulation through it, or instead, moving it away
to allow a flow through. Here again, these authors thor-
oughly tested the implications of histidine 193 and loop D
in different conditions and with complementary approa-
ches, leaving less room for doubt about the major role of
that loop for that particular aquaporin, SoPIP2:1. In this
light, the absence of an observed water transport for
HbXIP2:1 is thus to be taken cautiously and remains to be
demonstrated in a native context. In a situation where a
closed state is expected, and within the limits of the
heterologous system employed to test a transport capability
(in others words where dedicated regulators could be
missing), it is legitimate to wonder about the observed
transport in the case of glycerol. First we note that we are
only able to monitor and provoke an “out-to-in” glycerol
transport because of experimental limitations. We consider
that it is probably directly correlated with the proneness of
osmolytes such as glycerol to alter locally by their presence
the surrounding solvation enough to favor the opened
conformation, which frees the way for glycerol itself and
associated water if necessary; while in the absence of
glycerol, water fills the entire channel without causing
structural distortions to the protein, so that when it is
closed, it remains closed. Also in our test, the introduction
of 1 mM glycerol in the external medium favors an
entering flow, the outer side (or vestibule) of HbHXIP2;]
being opened. Once it has entered, because of its size (with
a diameter around 3.6 A in the smallest dimension, while
the pore is around 3.0 A in the narrowest zone) and its
relatively extended interaction with the channel, it might
induce a conformational change producing allosteric
repercussions on the lid position. Certainly, as seen by
others in molecular dynamics simulations on aquaglyc-
eroporins, transiting glycerol has no alternative other than
to line-up in a single line with water (smaller and inter-
acting with isolated glycerol by establishing H-bonds in a
“fluid” of water) in between (Chen 2013). The biological
relevance of such a process where an extra osmolyte
(higher concentration) may enter the cell by an initially
closed aquaporin (to impede water coming out, for
instance) could be to ensure prompt equalization of the
above osmolyte at both sides of the membrane barrier
and inhibit water leak by the same aquaporin at the same
time.

On the basis of these structural and functional consid-
erations, elucidation of the physiological role of XIP in
plants through in-depth functional studies with XIP vari-
ants in key residues will answer these important, still open
questions.
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water permeability and thus cannot be considered as a
water channel.

With water transport ruled out, we assessed a possible
glycerol transport capability while keeping in view that the
sequence between HbXIP2;1 and NiXIP1:1 (an efficient
glycerol permease, Bienert et al. 2011) strongly differs
(identity of 65 %) (Supplementary Fig S3). A functional
assay for glycerol was carried out on the constitutive yeast
mutant Afps! (strain JT4014) lacking the endogenous
glycerol transporter FPS1, which complemented by a
constitutive expression of an efficient glycerol transporter,
exhibits a growth default consecutive to osmotic shock by
the use of high concentrations of 1 M sorbitol (Luyten
et al. 1995). Qualitative data from intact cell growth assay
(Fig. 4b) and semi-quantitative data related to the [14C]-
glycerol uptake (Fig. 4¢) clearly show that HhXIP2-trans-
fected yeast cells take up glycerol significantly faster than
mock-transfected cells. This indicates that HbXIP2 acts as
a channel protein that facilitates glycerol diffusion, at least
in yeast. This result echoes the physiological effect of
AINIP1 and A/NIP2 overexpressed in an FPS/-defective
yeast strain (Weig and Jakob 2000) or Chlamydomonas
reinhardtii CrMIP1 (Anderca et al. 2004) as glycerol
channels. Taken together, HbXIP2;1 functional data are in
line with the transport capabilities of NrXIP1;1 (Bienert
etal. 2011). A further crucial aspect highlighted here is that
XIP, although they exhibit a strict phylogenetic allocation
in a plant lineage fashion (Fig. 1), can deliver contrasting
transport abilities at the intra-clade level. PrXIP2;1 and
HbXIP2;1, two comparatively closed sequences (79 %
identity) found in plant species belonging to the order
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Fig. 4 Osmotic water and glycerol transport assay. a Analysis of
water transport of HbXIP2;I aquaporin expressed in yeast. Relative
fluorescence signal obtained after 0.2 s following osmotic shock, for
yeast strains expressing HbX1P2:1 and PrPIP2:8 (positive control) are
compared with the negative control of cells transformed with empty
vector. Cells were loaded with CFSE and subjected to hypo-osmotic
shock. The signal obtained corresponded to an average of four
individual measures. Data are mean + SEM (n = 3). b Functional
complementation of Dfps! yeast strain transformed with the cen-
tromeric pYX212 vector expressing HbXIP2;1 or PrPIP2:8. Cells

Malpighiales exhibit differential water transport (Lopez
et al. 2012), while two sequences comparatively more
divergent sequences (Rosidae HbXIP2;1 vs. Asteridae
NiXIP1;1, 65 % identity) exhibit common glycerol trans-
port ability. Finally, it suggests that the XIP sub-family is
functionally more complex than expected, and that phylo-
genetic correlations are still often not sufficient to conclude
on a specific function between homologs.

Here we consider HbXIP2:1 as a glyceroporin. On the
other hand, on the basis of these kinds of observations, this
channel is usually considered as the only actor of transport
selectivity. Nonetheless, when we compare the central
channels for amino acid composition and relative structure
between a PIP archetype like SoPIP2;1 and an XIP model
like HbXIP2;1, the difference remains subtle (Fig. 2g,
Supplementary Fig. S3B). Even if this finding is based on a
modeled structure, the relatively high similarity shared by
AQP in general and the quite satisfactory superimposition
of the lateral chains of key amino acids (comparing the
model with a high resolution structure of AQP) (Supple-
mentary Fig. 3) intervening in particular in the lumen of
the pore is still a measure of the reliability of the HbXIP2;1
model. The subtle difference observed may thus suggest
that the specificity of the transport does not reside solely in
the channel properties. In such a hypothesis, the specificity
could more likely arise from other structural elements of
the aquaporin interacting with a dedicated partner respon-
sible for the transport selectivity or effectiveness. Water is
small and polar, and the two compared channels are both
polar and apolar—with a slight difference around the
vestibule of the inner side—but with an acid-base gradient
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were grown on agar plates with synthetic minimal medium (lacking
uracil) containing 1 M sorbitol. The initial suspension at 1 unit of
Agoonm/ml was diluted 1/10 four times. Empty, Afps/ transformed
with the empty p¥YX2/2 vector; PiPIP2:8, Afps! transformed with
pYX212-PiPIP2;8 cDNA: HbXIP2:1, Afpsl transtormed with
pYX212-HbXIP2:1 c¢DNA. ¢ Analysis of glycerol transport of
HbXIP2:1 aquaporin by radioactive substrate uptake. Yeast strains
(JT4014-Afps!) transformed with pYX212-HbXIP2:] (+) or the
empty vector (pYX212: (—)) were assayed for uptake of “C-glyccro].
Data are mean = SEM (n = 3)
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oriented in the same orientation (Fig. 2c—f). In our case,
and given the heterologous biological context, HbXIP2;1
lacking effectiveness in water transport could then be
ascribed to the absence of a specific regulator dedicated to
controlling the aquaporin gating. If we assume that the
functioning of an aquaporin can be roughly summarized as
the adoption of two limit states or two limit conformations
(favored thermodynamically), an opened and a closed
form, then the activity of a regulator (inter alia the cycling
of kinases and phosphatases to change the phosphorylated
state of residue participating in a lock with a basic residue,
or the influence of a conditional partner on the first helical
turn at the amino-terminal of TMH1 displacing a negative
charges borne by a largely conserved acid residue) would
consist in directing the change of conformation from one to
the other. In such systems, the regulator should no longer
be neglected and studying the activity of an aquaporin
should require identifying that putative essential partners or
chaperons. On the way to understanding the mechanism,
this latter identification could first be bypassed by using the
targeted mutation of key residues involved in the upholding
of the gate on a closed state, whose expected consequence
would be to clear the way in the central channel for any
molecule compatible in terms of size and charge. Even so,
to gain a full picture of the sequence of events in the
regulation in situ, identification of the regulators is
mandatory.

The underlying mechanism (which to our knowledge
has not yet been found for the XIP subfamily) implies the
movement of mobile portions borne by the aquaporin itself.
For instance, in our model of HbXIP2:1 and as previously
put forward (Tournaire-Roux et al. 2003), loop D could act
as a lid covering up inner mouthpiece. A largely conserved
positive residue (K221) rightly placed in the middle of loop
D sustains a possible lock secured by pairing with a more
static negative charge facing that structural element. This
would block free circulation of water as observed in our
experimental study. In addition to our hypothesis, both
open and closed states were previously observed at atomic
resolution for spinach SoPIP2;1. The closed form results
essentially from the presence of a cation (cadmium, prob-
ably calcium in situ), which, by neutralizing the negative
charges of two carboxylates, stabilizes the first helical turn
of TMHI and indirectly loop D. In such a form, loop D
adopts a twisted antiparallel f-hairpin shape, and the
aspartate 191 of the RDS motif bridges the displaced lysine
of the N-terminal end (direct consequence of TMHI first
helical turn stabilization) leading to the occlusion of the
tunnel (Tornroth-Horsefield et al. 2006). This closed con-
formation supports the authors hypothesis of a hydrophobic
gating controlled by the protonation state of a conserved
residue, a histidine in the middle of loop D. Beyond its
natural pH sensor activity consisting of switching from a
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charged to a neutral state and vice versa, histidine 193 can
interact with a negatively charged residue at the beginning
of TMHI depending on local pH conditions. This can result
in placing loop D before the pore and blocking any
molecular circulation through it, or instead, moving it away
to allow a flow through. Here again, these authors thor-
oughly tested the implications of histidine 193 and loop D
in different conditions and with complementary approa-
ches, leaving less room for doubt about the major role of
that loop for that particular aquaporin, SoPIP2:1. In this
light, the absence of an observed water transport for
HbXIP2:1 is thus to be taken cautiously and remains to be
demonstrated in a native context. In a situation where a
closed state is expected, and within the limits of the
heterologous system employed to test a transport capability
(in others words where dedicated regulators could be
missing), it is legitimate to wonder about the observed
transport in the case of glycerol. First we note that we are
only able to monitor and provoke an “out-to-in” glycerol
transport because of experimental limitations. We consider
that it is probably directly correlated with the proneness of
osmolytes such as glycerol to alter locally by their presence
the surrounding solvation enough to favor the opened
conformation, which frees the way for glycerol itself and
associated water if necessary; while in the absence of
glycerol, water fills the entire channel without causing
structural distortions to the protein, so that when it is
closed, it remains closed. Also in our test, the introduction
of 1 mM glycerol in the external medium favors an
entering flow, the outer side (or vestibule) of HbHXIP2;]
being opened. Once it has entered, because of its size (with
a diameter around 3.6 A in the smallest dimension, while
the pore is around 3.0 A in the narrowest zone) and its
relatively extended interaction with the channel, it might
induce a conformational change producing allosteric
repercussions on the lid position. Certainly, as seen by
others in molecular dynamics simulations on aquaglyc-
eroporins, transiting glycerol has no alternative other than
to line-up in a single line with water (smaller and inter-
acting with isolated glycerol by establishing H-bonds in a
“fluid” of water) in between (Chen 2013). The biological
relevance of such a process where an extra osmolyte
(higher concentration) may enter the cell by an initially
closed aquaporin (to impede water coming out, for
instance) could be to ensure prompt equalization of the
above osmolyte at both sides of the membrane barrier
and inhibit water leak by the same aquaporin at the same
time.

On the basis of these structural and functional consid-
erations, elucidation of the physiological role of XIP in
plants through in-depth functional studies with XIP vari-
ants in key residues will answer these important, still open
questions.
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Physiological framework for potential H6X1P2;1
involvement

Factual molecular information

For decades pretreatment with the ethylene releaser
Ethrel® underneath the tapping cut has been used to
stimulate latex production (d’Auzac and Ribaillier 1969).
The rubber clone PB217 used in this study is well known
for its high yield potential: although it shows a low yield in
the absence of ethylene treatment, it can reach high and
sustainable production under hormonal stimulation, owing
to a strong metabolic activity and a high sugar loading
capacity (Fig. 5; Obouayeba et al. 1996 Lacote et al.
2010). The laticifer network in the phloem tissue does not
have symplastic connections with the surrounding cells (De
Fay et al. 1989). Because of the semi-permeability of the
plasma membrane, a controlled transport of water was
thought to be involved in the dilution of latex on tapping
that is crucial for its fluidity and consequently for the
rubber production yield. Previous studies demonstrated that
the up-regulation of aquaporins in response to tapping and
ethylene treatments might underpin water exchanges
between xylem, phloem and laticifer tissues, and thus latex
dilution (Tungngoen et al. 2009, 2011; An et al. 2015).
Concomitantly, the up-regulation of sucrose and
monosaccharide transporter genes in response to the ethy-
lene treatment is thought to increase sugar upload in the
laticifers, thus stimulating the rubber biosynthesis pathway
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Fig. 5 Latex yield of exploited PB217 clones after ethylene
treatment and two consecutive taps. Batches of three homogenous
mature trees. regularly tapped for 2 years but left to rest for 3 months,
were pretreated with 2 % of the cthylene releaser Ethrel™ 4, 8, 16, 24
and 40 h before the first tap (TAP1). After 3 days without treatment, a
second tap was performed on the same trees (TAP2). Latex
production is expressed in percentage of increased production in
relation to unstimulated tree production. The formula used was:
Production increase (%) = ((Production of stimulated tree—Produc-
tion of unstimulated tree)/Production of stimulated tree) x 100. Bars
represent the biological standard deviation

and globally latex regeneration while increasing the
osmotic force necessary for driving water fluxes (Dusotoit-
coucaud et al. 2009, 2010a, b; Tang et al. 2010; Tungngoen
et al. 2011),

In the present work, study of XIP members was con-
currently conducted with PIP and PLT counterparts, sug-
gesting that XIP may play a role in this scenario. Among
the three Hevea XIP genes for which expression was
monitored by real-time RT-PCR, only HbXIP2;1 appeared
to be expressed. Whatever the physiological conditions and
organs, no signal was detected for HbXIPI;I and
HbXIP3;:1. HbXIP2;1 transcripts were found in all the
vegetative organs examined (Fig. 6a, Supplementary
Fig. S6), with an abundant constitutive accumulation in
young and mature leaves (dropping drastically in senescent
leaves), buds, young developing stem, bark and latex. The
accumulation of HbXIP2;1 transcripts in bark and laticifers
was also confirmed by in situ hybridization (Fig. 7, Sup-
plementary Figs. S7 and S8). In addition, XIP seem widely
distributed within these organs, corroborating most MIP
data showing their ubiquitous behavior between and inside
various vegetative organs. Extending our analysis to other
MIP genes, we found that the relative proportion of each
MIP isoform was largely constant throughout the different
tissues, in agreement with previous observations in other
ligneous species (Lopez et al. 2012; Yue et al. 2014).
Exceptionally, the relative proportion of HbXIP2;] tran-
scripts compared with the other MIPs was smaller in roots
and xylem. We note that constitutive steady-state levels of
HbXIP2;1 in these organs were very similar to those
observed for the most expressed HbPIP or HOPLT genes
(Fig. 6b, Supplementary Fig. S6), including in bark and
laticifers. The co-regulation of these transporters suggests a
common biological involvement. Thus like most AQP, XIP
are ubiquitously and constitutively expressed in vegetative
plant tissues, suggesting multiple roles of this subfamily for
the plant overall (Bienert et al. 2011); however, in view of
the physiological context referred to above, only bark and
laticifers will be further discussed.

In a context of exploited rubber trees undergoing
simultaneous ethylene treatment and successive tapping,
HbXIP2;:1 gene expression was up-regulated with a maxi-
mum increase 24 and 8 h after ethylene treatment respec-
tively in latex and bark. This profile was conserved on the
second tapping, with even higher expression levels.
HbXIP2;1 expression profile was similar to that of
HbPIPI:1, HbPIPI;3, HbPIP2.2 and HbPIP2;4 in latex,
and the four HbPIP2 s in bark, which were also up-regu-
lated. Conversely, HbPIPI;2 was down-regulated in latex,
as were HbPIP2;1 and HbPIP2:3 in bark (Fig. 8a, b,
Supplementary Fig. S$9). More interestingly, HbXIP2;1
expression correlated remarkably well with the kinetics of
latex yield of the trees with which the expression analyses
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Fig. 6 Constitutive transcript accumulation of HbXIP2:1, HbPIPs
and HbPLTs gene in various vegetative organs from H. brasiliensis
(clone PB217). Transcript accumulation of HbXIP2:! gene was
monitored alone (a). and in relative proportion compared with
HbPIPs and HbPLTs genes (b). Leaf samples 1, 2, and 3 are young,
adult and senescent leaves, respectively. Stem samples 1, 2, 3 and 4
are growing apical parts of stem, bark, xylem and latex, respectively.
Expression was monitored using real-time quantitative RT-PCR
analyses and normalized with the expression of three housekeeping
genes (HbACT, HbCYP and HbI8S rRNA). Arbitrary unit calculation
is detailed in Materials and Methods. Expression rates for each
isoform of HbPIPIs, HbPIP2s and HBPLTs are detailed in Supple-
mentary Fig. S6. Data correspond to means of three technical repeats
from three independent biological experiments, and bars represent the
biological standard deviation

were carried out (Fig. 5). In addition, screening the 5'-
flanking region of HbXIP2:l revealed an AGC box (or
AGCCGCC box, SO00232) (nucleotide position —1425,
Supplementary Fig. S1), which is a functional cis-ethylene
responsive promoter element (Fujimoto et al. 2000). The
fact that HbXIP2;1 and several other transporter genes act
in a concerted and regulated manner suggests that
HbXIP2;1, as a potential glycerol transporter could take an
active part in the regulation of ethylene-induced fluidity
modulation of the latex, as previously documented for
HbPIP and HbPLT. Water circulation in the inner bark and
latex cells may be potentiated by the concomitant up-reg-
ulation of both HbPIP genes, resulting in a direct increase
in water fluxes, and transporter genes such as HbXIPs and
HbPLTs, indirectly increasing the osmotic force by accu-
mulation of polyols and other osmolytes.
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An in situ glycerol facilitator? An unravelled question

Jor HbXIP2:1

The upregulated expression of HbXIP2;1 coincides with
rubber synthesis, yet HbXIP2;1 appears to facilitate the
transport of glycerol in the heterologous system of yeast.
Comparison is not proof, but although these molecular
analyses were carried out in distinct biological systems or
previously reported for other transporters and their potential
solutes in similar physiological situations in H brasiliensis,
we speculate on a plausible connection between these bio-
logical events. The ability to transport glycerol and several
organic solutes has been experimentally demonstrated for
numerous aquaporins in plant systems ever since the 1990s,
but the role, accumulation or partitioning for glycerol
specifically as a hub-metabolite fluxed from or between
compartments in plants has not yet been investigated. Our
study and the capacity to validate many of our hypothesis is
restricted by the facts that (1) although the AQP subfamily
are physiologically relevant glycerol transporter, the solute
is to our knowledge technically impossible to trace and
assay, and (2) H. brasiliensis is a non-model plant for which
metabolic analysis on laticifers and/or functional validation
by genetic transformation remain highly complex. Still,
there remain important questions about the potential roles
that glycerol passing through HbXIP2;1 might play. Two
avenues warrant discussion and exploration: glycerol could
be an osmo-protective substance for maintaining cellular
integrity, and/or a source of carbon and energy required for
rubber biosynthesis.

Is glyceroporin XIP of central importance for laticifer
osmoregulation?

The duration of latex outflow during tapping, and the
capacity of latex regeneration after tapping are key
parameters of rubber production yield. From a biological
standpoint, both depend on the hydric fluxes across the
liber and laticifer networks. Ethylene treatment acts on
both parameters, allowing latex dilution and stimulation of
sugar loading. Stressful repeated tapping with hormonal
stimulation may dangerously disrupt the hydric home-
ostasis of the challenged cells, for example by generating
reactive oxygen species, leading in extreme cases to the
physiological disorder known as “tapping panel dryness”
(Sookmark et al. 2002). In most living organisms, a number
of different osmolytes are produced or imported by the
cells with the objective of improving stress resistance
(Chen and Murata 2002). Glycerol is one such osmolyte
(Hasegawa et al. 2000), but despite wide occurrence in
living organisms, its accumulation in plant cells remains
generally very low (Gerber et al. 1988). However, we
postulate that a controlled accumulation of glycerol can
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Fig. 7 In situ localization of HbXIP2;1 mRNA in stems. Transversal
sections 10 pm thick from paraffin-embedded H. brasiliensis young
stem hybridized with specific sense probes (negative control) (a), with
antisense probes (positive hybridization) (b, d-f, g), and with a
toluidine blue staining (c¢) to identify the cellular structure. Positive
hybridization signals are visualized by vielet staining using a DIG-
labeled RNA immunodetection system as described in “Materials and
Methods™. ¢ cambium, ¢p cortical parenchyma, e epidermis, /¢

operate in damaged tissues to maintain the water balance.
Together with other sugars, glycerol could act as a “lati-
ciferous osmo-protectant™: it could help prevent the dis-
aggregation of membranes, proteins and multimeric
complexes induced by the osmotic stress (Pahlman et al.
2001; Hohmann 2002). In rubber trees, the glyceroporin
HbXIP2:1, by mediating glycerol transport across plasma
membranes in the inner bark and latex cells, may con-
tribute to the osmoprotection of these cells in compensation
for the exploitation-induced oxidative stress that jeopar-
dizes membrane integrity (d"Auzac et al. 1997).

Does glyceroporin XIP modulate glycerol import
as an energy source for stimulated laticiferous
metabolism?

Sucrose is the precursor of rubber synthesis in the laticifers
(Tupy 1985). Concomitant increases of sucrose loading,

laticifer cell, sf sclerenchyma fiber, p pith, ph phloem, vac vessel
associated cell, x xylem, xv xylem vessel, xr xylem ray. Alkaline
phosphatase staining controls without probe and a fine description of
stem cellular structures are detailed in Supplementary Fig. S7.
Original photographs in which selected consensus zones were
connected together for creating the artificial pictures A, B and C
are given in Supplementary Fig. S8. Scale bar indicates 50 pm

glycolysis and glycerolipid biosynthesis have been
demonstrated during an upregulated laticiferous metabo-
lism (Dusotoit-Coucaud et al. 2009, 2010a, b; Tang et al.
2013; Wei et al. 2015). In a cell energy scenario and
concurrently to possible re-routing of glycerol and other
carbohydrates in producing intermediate substrates for the
biosynthesis of rubber precursors, glycerol might also be
one of the sucrose routes for glycerol-3-phosphate (G3P)
production. Cytosolic influxes of glycerol are known to
supply the bioprocesses of carbohydrate fermentation and
oxidative phosphorylation. This oxidative pathway
includes glycolysis (after glycerol conversion to glycer-
aldehyde-3-phosphate (GA3P)) and the G3P shuttle after
glycerol conversion to G3P. Both are interconnected bio-
chemical pathways where the G3P shuttle regenerates
NAD" from NADH, a by-product of glycolysis that con-
tributes to regenerate the ATP pool through the mito-
chondrial oxidative phosphorylation pathway (Shen et al.
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Fig. 8 HDXIP2;1, HbPIPs and HbPLTs gene expressions in tapped
rubber tree. Effect of tapping and ethylene treatment on HbXIP2:]
gene expression (a) compared with HbPIPIs, HbPIP2s and HbPLTs
isoformes (b) in latex and bark of exploited H. brasiliensis trees
(clone PB217). Samples were collected on two successive tapping
days (TAP1 and TAP2), from trees treated with ethylene respectively
4, 8, 16, 24 and 40 h before the first tapping. Expression was
monitored using real-time quantitative RT-PCR analyses and nor-
malized by the expression of three housckeeping genes (HbACT,
HbCYP and HbI8S rRNA). Relative expression rate was obtained by
the E-*C" method with the untreated samples as controls. Expression
rates for each isoform of HbPIP1s, HbPIP2s and HbPLTs are detailed
in Supplementary Fig 59. Data correspond to means of three technical
repeats from two independent biological experiments, and bars
represent the biological standard deviation. X1P data were statistically
evaluated using Student’s 7 test (p < 0.001)

2006). The glycerol metabolic pathway is also crucial for
phospholipid biosynthesis with its derivative G3P and
dihydroxyacetone phosphate as precursors (Vance 2001).
The involvement of primary metabolism in stressed plants
is generally underestimated, and yet some studies show that
enhanced plant resistance involves a glycerol-triggered
enhancement of the G3P pool (Eastmond 2004; Chanda
et al. 2008). Interestingly, XIP are sparsely or not expres-
sed in differentiating xylem of poplar and tobacco (Gupta
and Sankararamakrishnan 2009; Bienert et al. 2011; Lopez
et al. 2012). This is in line with HbXIP2; 1 exhibiting a very
low transcriptional expression in mature xylem. Bienert
et al. state that NtXIP1;1 will not ensure solute exchanges
within the vascular tissues. This assumption is not in
question, but rather it emphasizes interesting features
linked to the activity of the laticiferous system in which
XIP are strongly expressed, and could play pivotal roles in
allowing imports of glycerol and potentially of more
hydrophobic solutes. In this regard, we do not exclude the
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possibility that these solutes also integrate the rubber
biosynthesis pathway. Whether XIP could play this role
needs to be investigated directly in plants, a very promising
path for future works.

Concluding remarks about XIP and outlook

Although the laticiferous system is structurally uncon-
nected to the parenchyma of surrounding tissues, fluxes do
occur through specific regulation between these tissues. It
is of interest to understand the fine controls of fluid balance
that exist between these specialized tissues and the coor-
dinated regulation of gene families involved in the rubber
biosynthesis pathway in latex harvesting contexts. Among
the three XIP genes present in H. brasiliensis genome, only
HbXIP2:1 was expressed in our physiological conditions.
In particular, HbXIP2;1 is expressed in laticifers cells and
modulation in challenged rubber trees remarkably corre-
lates with the kinetics of latex yield. Given the interesting
features of HbXIP2:1 (glycerol channelling, plasma
membrane location and tissue distribution), it is legitimate
to speculate on its role in the molecular dialogues between
the two non-connected cell systems, i.e. the highly spe-
cialized laticiferous and the vascular networks. AQP are
key players for cell osmoregulation. However, AQP
structure and functions remain to be explored, such as
specificity of transport and pore gating, given that the pore
diameter and charge gradient inference seem to be struc-
turally conserved between HbXIP2;1 and SoPIP2:1. Com-
parative modeling results have highlighted probable
structural checkpoints by which HbXIP2:1 could regulate
substrate diffusion, such as loop D which could play the
role of a lid to gate the pore, or an inter-chain disulfide
bond that could be part of an allosterical trick to favor
cooperativity between the subunits of a tetrameric
HbXIP2;1 during the activity process. Some of our obser-
vations described here may guide future research. Glycerol
remains an emblematic substrate for all the non-exclusive
water-channeling MIP. The predictive protein structure and
the functional validation in heterologous system show
HbXIP2:1 as a glyceroporin, possibly with diverse hypo-
thetic biological functions. There is considerable evidence
that several channels are permeable to glycerol. However,
no physiological function of glycerol-permeable aquapor-
ins in planta had been experienced using knockout or loss-
of-functions mutants in model plant such as Arabidopsis,
rice or maize. To make the link between the abilities of
HbXIP2;1 to transport glycerol and to be involved in a
transmembrane glycerol transport will require further
experimental confirmations. The same would apply to other
solutes that XIP is able to transport. Such findings would be
crucial for the plant aquaporin research field and for the
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whole plant physiology community. While no physiologi-
cal evidence is given to fully demonstrate XIP-mediated
glycerol transport into laticifers, our data provides a first
step in studying processes involving XIP during latex
harvesting. The physiological roles of XIP and/or glycerol
mobilizations in laticifers, and more broadly in planta,
remain to be clearly demonstrated. If XIP are plasma
membrane-localized and participate in glycerol fluxes
between cells, how much glycerol could be transiently
accumulated in the apoplastic space and then be remobi-
lized as a carbon source? Could glycerol act as a modulator
of the osmotic driving forces that adjust the integrity of
cells, and therefore for laticifers, regulate the latex meta-
bolism and its gradual outflow? All these questions are
hard to answer owing to the lack of appropriate biochem-
ical methodologies to monitor infinitesimal changes in the
extra/intracellular accumulation of this small solute.
Functional in planta analysis should further refine our
understanding of the relationship between glycerol meta-
bolism, cell osmo-protection and the functional role of
XIP, or other glyceroporins, in latex-producing plants.
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Modéle démontrant les conditions de réussite d’une situation
de maladie : « le triangle de la maladie »

Pathogéne Héte
Virulent sensible
Fusarium solani Olivier
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Environnement

Modifié,
Trichoderma /M)n propice & une pathogenése

Question :
Trichoderma, comment maintient-il son réseau
trophique?

- Eau

absorbotrophie - Sels minéraux

Trichoderma e
- Oligo éléments
(Mode de nutrition) (glucose, chlorophylle..)
L'absorbotrophie de nufri tracellulaires obtenus par exodigestion. Ce

mode est assuré par des protéines de transport dédiées

e 9 0 s

Protéines intrinséques des
membranes cellulaires : les
Maijor Intrinsic Proteins (MIP)

Difusen passiva Transport actt

Modéle démontrant les conditions de réussite d’une situation
de maladie : « le triangle de la maladie »
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Comment maintient-il son
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1.a. Evaluation des niveaux de protection de T. harzianum
- Inoculation des jeunes plants d’Olivier par les champignons dans
différentes situations
- Diagnostiquer le niveau de protection de Trichoderma (in planta)
Mesure de croissance mycélienne

Nos questions de recherche :

Pathogéne Hate Protégé
Virulent «sensible»  Stimulation de
Fusarium solani Olivier défenses

végétales?

Non Maladie

Environnement

_ Modifié

Antagonisme?

Trichoderma

Mécani d’ab ion des

extracellulaires par les MIPs

- Impact de T. harzianum sur la virulence de F. solani chez I'Olivier, et dans

Pinduction des mé de déf P
- Implication des MIPs dans I’absorbotrophie
de Trichod: , a priori impliquées dans les mécani ycop itaires.

Origine d’Olivier:

Olivier «variété Chemlali» de Sfax

Origine de souche:
Trichoderma harzianum «Ths97»

Fusarium solani «Fso14» (de I'Institut d’Olivier de
Sfax (TUNISIE))

Les souches sont préparées dans un milieu PDL avec ajout de
déchets de racines d’Olivier.

Les inoculations ont été réalisées sur les racines de jeunes olivier
(par trempage pendant Th) soit en situation curative (Fusarium
puis Trichoderma), soit préventive (Trichoderma puis Fusarium)

1.a. Evaluation des niveaux de protection de T. harzianum
- Inoculation des jeunes plants d’Olivier par les champignons dans
différentes situations
- Diagnostiquer le niveau de protection de Trichoderma (in planta)
Mesure de croissance mycélienne
1.b. Suivi des niveaux d’expression transcrij lle de génes impliqués dans
Pimmunité fondamentale de plants d’Olivier et potentiellement induits par T.
harzianum
- Expression de plusieurs génes intégrant différentes voies de défenses
végétales : le stress oxydant, la voie des phénylpropanoides, des protéines
PR, et des enzymes et facteurs de transcriptions impliqués dans les équilibres
phytohormonaux de la plante (voie Salicylate/Jasmonate)
RTqPCR
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2.a. Caractérisation in silico des MIPs chez Trichoderma

différentes situations Recherche de séquences MIP (NCBI, JGI) par Blast et mot clé «aquaporiny
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Les hyphes Ths97 se développent et rentrent en contact physique avec Fso14

Ths97 inhibe la croissance mycélienne de Fsol4

Photos des Oliviers inoculés avec les champignons
(Aprés 2 mois d’inoculation)

La sporulation intense de Ths97 a formé
plusieurs agrégats de spores
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Prédiction structurelle protéique des MIP de Trichode harzie (et
Fusarivm solani)

XIP Trichoderma harzianum
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Diversité des MIPs chez Trichoderma harzianum (et Fusarium solani)

Aguaporins
. AQP

X-intrinsic protein
Aguaglyceroporins
AQGP

Trichoderma et Fusarium présentent des MIPs qui se
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1.a. Evaluation des niveaux de protection de T. harzianum
- Inoculation des jeunes plants d'olivier par les champignons dans

2.a. Caractérisation in silico des MIPs chez Trichoderma

différentes situations Recherche de séquences MIP (NCBI, JGI) par Blast et mot clé «aquaporiny
- Diagnostiquer le niveau de protection de Trichoderma (in planta) Alignements et Phylogénie (phylogenie.fr)
Mesure de croissance mycélienne
1.b. Suivi des niveaux d’expression tr ipti lle de génes impliqués dans
Pimmunité fondamentale de plants d’Olivier et potentiellement induits par T.
harzianum

- Expression de plusieurs génes intégrant différentes voies de défenses
végétales : le stress oxydant, la voie des phénylpropanocides, des p
PR, et des enzymes et facteurs de transcriptions impliqués dans les équilibres
phytohormonaux de la plante (voie Salicylate/Jasmonate)
RTQPCR
1.c. Décryptage in vitro des mécanismes d’attaque que déploierait T. harzianum
en contact avec F. solani
- Compréhension des Mécanismes cellulaires déployés par Trichoderma
envers son champignon héte Fusarium (test in vitro)
Microscopie optique

2.a. Caractérisation in silico des MIPs chez Trichoderma 2.a. Caractérisation in silico des MIPs chez Trichoderma
Re“:he“he de séquencstMlP (NCBI, J_GI) par Blast et mot clé «aquaporiny Recherche de séquences MIP (NCBI, JGI) par Blast et mot clé «aquaporin»
Alignements et Phylogénie (phylogenie.fr) Alignements et Phylogénie (phylogenie.fr)

2.b. Evaluation des exp i MIPs chez Trichod lors

dinteraction in vitro e in planf 2.b. Evaluation des expressions MIPs chez Trichoderma lors
fieraction i vilre €t h plania d’interaction in vitro et in planta

RTGPCR
RTqPCR

2.c. Elaboration de la structure tridimensionnelle des MIP chez
Trichoderma et identification de points de régulation majeurs pouvant
prédire certaines activités perméase vis-a-vis de certaines molécules
(eau, glycérol, polyols)

Simulation moléculaire
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La modulation de génes codant des protéines enzymatiques

Stimulation de défenses impliquées dans quatre voies majeures de défense chErFW

végétales (feuilles)
T Ths97 Fusld Pre  Cur

' PAL 0 2,35]
Voie des N C4H 0] -1,27| -0,02) 1.21| 1A47] nhibition Activation
com[ o[ 133 0,62
PRS o] 122 1,35 0,87 N
Proteines PR pr0[ 0] 1.35] 051223
Induit la résistance systémique induite (ISR) g:; g din 1 1
4 voies majeures de Stress Oxydatif APX 0] 42| 01] 185] 073
défenses végétales (5321[') g -0.25
ACO o] 1,81] -137| 1,48[ 098]
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de transcriptions 2
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La voie des Les protéines PR - liqués ans les L
phénylpropanoides équilibres 5
phytohormonaux
-8
PAL C4H
La modulation de génes codant des protéi enzymatiq
impliquées dans quatre voies majeures de défense chez 1'Olivier—
8
T Ths37 Fusld Pre  Cur
' PAL [ 2,35
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N [ BT EEOR Question*2 Les perméases MIP seraient-
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- Ths97 stimule systémiquement Pactivité des génes de défense.
- Fsol4tend a les inhiber.
- Activations générales, fortes et significatives des expressions en situation de co- CaH
inculation
Prédiction structurelle protéique des MIP de Trichoderma harzianum (et
Fusarium solani)
Les MIPs chez et Trichoderma harzianum (et Fusarium solani) XIP Trichoderma harzianum
'MESLQEKT TP
‘GISNIILIATFIYATAPASG GHINPMITFSAILTGLCSVPRGILYMCAQTLGGALAGGIL
LFLSFGVGLDPRQ
i) A ANPSRCLAI YQ
Ths97 —— i 8 MIPs pour Trichoderma harzianum FGP

Fsol4 — > 5 MIPs pour Fusarium solani
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E Dariel AUGUN, Universs ¢ Orla:




Prédiction structurelle protéique des MIP de Trichode harzie (et
Fusarivm solani)

XIP Trichoderma harzianum

MESLQEKT TP

LVFL
TGLCSVPRGIL TLGGALAGGIL

Les 8 séq de Trichode et les 5 de
MIPs

sont des ‘

Diversité des MIPs chez Trichoderma harzianum (et Fusarium solani)

Aguaporins
. AQP

X-intrinsic protein
Aguaglyceroporins
AQGP

Trichoderma et Fusarium présentent des MIPs qui se
repartissent entre AQP, AQGP et des XIP

Profil d’expression MIP in vitro et chez I’Olivier

- Sur les 8 MIPs chez Ths97, 4 membres sont transcrits
1 XIP
1 AQP
2 AGP

- Expression modulée en fonction des conditions
biologiques dans lesquelles Ths97 se développe

o
£ Xip

2 B sera2
£l AQp

;g_l B ass926
g = AGP

7 [ 92358
= 5 s001a

= Curative assay Preventive assay

‘ 4 MIPs participeraient dans le réseau trophique

Diversité des MIPs chez Trichoderma harzianum (et Fusarium solani)

Aguaporins
e AQP

X-intrinsic protein
Aquaglyceroporins
AQGP

@ Fusarium solani @ Trichoderma harzigrum

Profil d’expression MIP in vitro et chez I'Olivier

- Sur les 8 MIPs chez Ths97, 4 membres sont transcrits
1 XIP
1 AQP
2 AGP

Etude des cis régulateurs des promoteurs in silico

11 1 111 u 1 | T I |

-1,5K0 \:;

XIP AQP  AQGP AQGP
488926 98742 92358 90014

62% 81% 64%

Carbon and nitrogen metabolic processes
i 7%
Phosphate transport and metabolic processes

Cellular cation homeostasis / xenobiofic transport

Cellular response fo osmofic stress
Cellulurresponsems!ressl 0,04% 0,04% 005%  0,04%

Cellular response to oxidafive stress

Trés forte représentativité des motifs
S P bond 6

ci s rég par des car y
et phosphorées
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