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RESUME

Les champignons endomycorhiziens ouvrent la porte a une nouvelle forme d’engrais
biologiques. Cependant les productions actuelles sont réalisées dans des serres et
demandent une main-d’oeuvre, des espaces et des temps de culture tres importants, ce
qui a pour conséquence d’augmenter le codt du produit. Il est donc primordial de
développer des systémes de production économique a grande échelle, de champignons

endomycorhiziens.

Dans cet optique, I’objectif de ce projet était d’étudier le bioréacteur gel-papier congu
par le centre de recherche BIOPRO afin d’en maximiser la production pour ultimement
développer un systéme de production industriel de champignons endomycorhiziens a

arbuscules et vésicules.

La production moyenne atteinte avec ce bioréacteur est de 9,9 o 10° propagules
(vésicules et spores) par litre utile en 112 jours de culture. Cette production ramenée
sur une base journaliére dépasse de loin les productions déja obtenues par BIOPRO
(2200 propagules e g”' de racineyumise inoculée o j* pour 112 jours de culture versus

90 propagules o g"' de racinenmis. inoculée @ j pour 68 jours de culture).



Le suivi dans le temps de la consommation des nutriments a permis de confirmer
qu’une concentration extraracinaire faible en PO, permettait d’accroitre la production
d’endomycorhizes. En effet lorsque la concentration en PO, est inférieure & 0,04 mM,
le nombre par litre utile passe de 20 000 spores produites en 56 jours 4 185 000 avec
28 jours de plus de culture, et les vésicules passent de 130 000 unités produites en
56 jours a 800 000 pour 56 jours de plus de culture. Ce suivi des nutriments a

également permis d’observer que le NO; est un élément essentiel au développement du

symbiote.

Malgré des performances de production trés intéressantes, le bioréacteur gel-papier
n’est pas un procédé qui peut étre transposé a grande échelle. Un bioréacteur tubulaire
simulant ’effet de compartimentalisation du systéme gel-papier a donc été congu. Ce
bioréacteur, opéré en semi-continu, permet une production de spores de
4 o 10° spores ® Ly en 112 jours de culture (ou 3570 sporese L.  j*). Cette
production est deux fois supérieure a la production de spores du bioréacteur gel-papier
et représente 40% de sa production totale. Ce méme bioréacteur, opéré en cuvée,
permet une production qui s’approche des bioréacteurs gel-papier (gel-papier:
8800 propagules ® Lygc" o j! pour des cultures de 112 jours; tubulaire en cuvée:

6200 propagules ® L.  j”' pour des cultures de 140 jours).



Des essais avec un nouveau type de support de culture pour les endomycorhizes, de la
PerliteM, ont été réalisés. La Perlite™®, utilisée couramment en horticulture pour
I’amendement des sols, a permis d’obtenir une production de spores égale au
bioréacteur gel-papier (1,9 e 10° spores ® L.y’ en 112 jours). Cependant la
colonisation racinaire est 40% plus faible que celle des bioréacteurs gel-papier. Le
largage de sodium (2,0 mM) semble étre la principale cause de cette faible colonisation.
Ce probléme semble pouvoir étre résolu en saturant la Perlite™® en potassium avant les

cultures.

Finalement la concentration de CO, dans la phase gazeuse des bioréacteurs semble étre
liée a la production de propagules endomycorhiziennes. En effet le plafonnement du
taux de production de CO; (CPR) dans les cultures en bioréacteurs indique le début de

la phase exponentielle de production.



ABSTRACT

Endomycorrhizal fungi are a new form of biological fertilizer. Currently, production of
endomycorrhizae is done in greenhouses, which requires high levels of manpower and
space. These requirements and long culture times, result in high production costs.
Therefore, it is essential to develop a new system for industrial production of

endomycorrhizal fungus.

The objective of this project was to increase our knowledge of the gel-paper bioreactor
developed by BIOPRO, in order to maximize production which will lead to the

development of an industrial scale system.

In this study, the average production reached 9.9 e 10° propagules (vesicles and
spores) per liter in 112 days with this bioreactor or 2200 propagules o g' wet
inoculated root e d”' for 112 days of culture. This production is the highest ever
obtained under bioreactor conditions. The highest production previously obtained by

BIOPRO was 90 propagules ® g wet inoculated root e j' for 68 days of culture.

The monitoring of nutrient concentrations in the cultures have shown that a level of

less then 0.04 mM PO, leads to an increased production of endomycorrhizae.



X

The production of spores increased from 20 000 in 56 days to 185 000 with 28 more
days of culture. The production of vesicles increased from 130 000 in 56 days to

800 000 with 56 more days of culture.

The gel-paper bioreactor showed good productivity but the scale up potential of this
system is limited. Therefore, a tubular bioreactor was developed simulating the gel-
paper process. When this system was used in semi-batch culture, the production
reached 4 e 10° spores L™ for 112 days of culture (or 3570 spores ® L'ed?'). This
spore production was twice that obtained with the gel-paper bioreactor and 40% of its
total production. When this bioreactor was used in batch, total production was 70% to
the total production with the  gel-paper  bioreactor  (gel-paper:

8800 propagules ¢ L' e d' for 112 days of culture; batch tubular:

6200 propagules » L o d"! for 140 days of culture).

An alternative support for culture, Perlite™ was also tested. Perlite™ is currently
used in horticulture to improve soil quality. Production obtained with a bioreactor
using Perlite™ was 1.9 o 10° spores ¢ L' in 112 days. However, colonization of roots
was 40% less then that reached with the gel-paper bioreactor. The release of sodium
(2.0 mM) into the medium from Perlite™ seemed to be the cause of this decrease in
colonization. This problem can be solved with saturation of Perlite™ by a KNOs

solution.



Finally, the concentration of CO, in the headspace of the bioreactor was related to the
production of endomycorrhizae. Leveling of the CO; production rate (CPR) in the
bioreactor culture coincided with the beginning of the exponential phase of propagule

production.
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1.0 INTRODUCTION

Dans la nature, il existe des liens trés complexes entre chacune des espéces vivantes.
Chacune doit, pour survivre, tirer profit de ces différentes interactions. Le monde des
plantes n’échappe pas a cette régle. Par exemple, les plantes a fleurs se servent de la
mobilité des abeilles pour transporter le pollen et se reproduire. Les abeilles récupérent,
dans ce processus, le pollen des plantes pour en faire des réserves de miel. Ce
mutualisme bien connu est un exemple simple des échanges essentiels a la survie de ces

deux communautés.

Une forme de relation encore plus étroite se retrouve dans la nature. En effet deux
espéces peuvent s’unir afin de maximiser leurs ressources. Cette étroite relation existe
entre certains champignons et des plantes. Cette association appelée mycorhization se
retrouve chez plus de 90% des plantes (Gianinazzi et Pearson, 1984) et elle est

présente dans presque tous les sols (Mosse et al., 1981; Daniels Hetrick, 1984).

Il a été montré que ces champignons jouent le réle d’un fertilisant naturel. IIs facilitent
I’apport aux plantes de nutriments tel le phosphate et I’azote, permettent une tolérance
plus grande a la sécheresse et améliorent le mécanisme de défense des plantes face a

certains pathogénes (Safir, 1987; Khasa et al., 1990; Aora et al., 1991; Sieverding,



1991). Iis peuvent également permettre une résistance accrue des plantes aux
herbicides et insecticides (Menge, 1982; Trappe et al., 1984; Garbaye, 1991, Siqueira,
1991). Cette association du champignon avec les plantes permet donc d’accroitre leur
croissance. En échange, le champignon obtient des racines, des glucides et d’autres

éléments essentiels a sa survie. Cette symbiose avec les plantes est vitale pour le

champignon.

Malheureusement, ’homme dans sa quéte continuelle d’une productivité accrue dans
tous les domaines provoque des déséquilibres écologiques. Par exemple, les herbicides
et fongicides utilisés par les agriculteurs détruisent souvent les champignons
mycorhiziens (Abbott et Robson, 1991). Les techniques de culture d’aujourd’hui
comme les retournements, I’ajout ou I’enlévement de sol peuvent aussi diminuer de
fagon importante la quantité de champignons mycorhiziens (Evans et Miller, 1988;
Fairchild et Miller, 1988; Jasper ef al., 1989). Il a également été démontré depuis
plusieurs années que I’ajout excessif de fertilisants inorganiques, en particulier 1’azote
et le phosphate, nuit au développement des champignons mycorhiziens (Morrison,
1957; Johnson, 1976; Marx et al., 1976, Stribley et Read, 1976; Moose, Stribley et

Letacon, 1981).

Il est quand méme ironique de détruire ces champignons, qui sont des fertilisants

naturels, par des fertilisants chimiques. Depuis quelques années, des compagnies ont



vu le potentiel économique et écologique des champignons mycorhiziens et ont
entrepris des recherches pour mieux les comprendre. Certaines de ces compagnies ont
méme débuté sa production. Leur objectif est de produire un inoculum qui, additionné

aux plantes établit la symbiose.

Vu la nécessité de la plante pour la reproduction du champignon, les techniques de
production actuelles se limitent pour I'instant 4 des co-cultures dans des serres. Ces
méthodes sont coiiteuses: elles demandent de longs temps de culture, soit de 3 i 4

mois, de trés grands espaces et une main d’oeuvre importante.

Il est donc difficile pour ces compagnies d’atteindre économiquement, avec des co-
cultures en serres, des productions de champignons mycorhiziens qui peuvent satisfaire
le marché potentiel (10" propagules par année) de ce fertilisant naturel. Premier Tech
Inc. a donc commandé une étude de faisabilité de production de champignons

mycorhiziens en bioréacteur.

Cette étude faite par BIOPRO sur différentes configurations de bioréacteur a donné
des résultats positifs (Chavarie et al., 1993). Plus précisément, des productions de
spores obtenues des bioréacteurs (16,7 spores g racine humide récoltée o j* pour
12 semaines de cultures) étaient 3,5 fois supérieures 2 la production en pots

(4,8 spores o g racine humide récoltée o j! pour 12 semaines de cultures) et leur
g P



viabilité plus élevée de 30%. Les travaux de recherche sur la production de
champignons mycorhiziens en bioréacteur ont donc été poursuivis et sont présentement
en cours a BIOPRO. Les prototypes étudiés antérieurement par cette équipe de
recherche ont servi de point de départ au projet de recherche de ce mémoire ciblé sur la

mise au point d’un procédé de production de ces champignons.

L’objectif de ce projet de recherche était donc de mieux cemner la performance du
bioréacteur gel-papier, qui avait permis d’obtenir la meilleure production de spores, et
de modifier sa configuration afin de concevoir un procédé de production de

champignons mycorhiziens extrapolable a I’ échelle industrielle.

Ce mémoire se présente comme suit. Tout d’abord, une revue bibliographique est
présentée pour comprendre comment fonctionne la mycorhization des plantes et
discute des méthodes de production déja développées. A la suite de cette revue, les
objectifs de ce projet de recherche sont clairement définis. La section suivante décrit la
méthodologie qui a été utilisée afin de répondre aux objectifs. Par la suite, les résultats
et les discussions qui s’y rattachent sont divisés en trois parties. Premicrement, les
résultats sur I’étude du bioréacteur gel-papier sont analysés. Le second point présente
les résultats des autres configurations de bioréacteur développées. Leurs productivités
sont comparées dans la troisiéme partie. Finalement les conclusions et les

recommandations complétent ce mémoire.



2.0 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette revue bibliographique est divisée en quatre parties. La premiére partie est une
description des mycorhizes, ainsi que la description du type de mycorhizes visé par
cette étude. La section suivante permet de comprendre comment s’établit la symbiose
entre la plante et le champignon. Par la suite la revue est orientée vers les différents
nutriments ou composés du milieu ou exsudés par la plante qui peuvent influencer la
production du champignon. Finalement, les modes de culture utilisés pour la
production de champignons mycorhiziens sont étudiés afin d’en faire ressortir les
points qui permettront d’établir les bases de conception du procédé de production de

champignons mycorhiziens visé.

2.1 CARACTERISTIQUES DES MYCORHIZES

Il existe plusieurs types de champignons mycorhiziens regroupés a I’'intérieur de deux
grandes familles: les ectomycorhizes et les endomycorhizes (Mosse et al., 1981). Les
ectomycorhizes forment un manchon autour de la racine et la pénétrent, a I’aide
d’hyphes, entre les cellules des tissus racinaires. Plusieurs familles d’arbres des foréts

boréales et tempérées sont colonisées par ce type de champignon.



Les endomycorhizes ont en commun |’absence d’enveloppe extérieure et la capacité de
leurs hyphes de pénétrer a I’intérieur des cellules des racines. Il existe différents types
de symbiose endomycorhizienne, celle qui fait I’objet de cette étude concerne les
champignons M.A. ou mycorhizes arbusculaires (Gianinazzi-Pearson, 1984). 1I est
impossible de reconnaitre cette derniére forme sans une coloration des racines, a
I’exception d’une légére teinte jaunatre occasionnelle des racines de certaines plantes
hotes (Mosse ef al., 1981). L’ensemble du réseau mycélien ne forme généralement
qu’une seule cellule multinuclée sans septation (Mosse et al., 1981; Kendrick, 1985) et la

partie intraracinaire se retrouve en général dans le cortex primaire des racines.

2.2 CARACTERISTIQUES DU SYMBIOTE ENDOMYCORHIZE-PLANTE

2.2.1 DESCRIPTION BIOLOGIQUE DE LA SYMBIOSE ENDOMYCORHIZIENNE AVEC LES

PLANTES

Les M.A. se retrouvent sous quatre formes: les spores qui se retrouvent uniquement a
’extérieur des racines, les hyphes qui se développent a I’extérieur et a I'intérieur des
racines, les arbuscules qui se retrouvent dans les cellules racinaires et les vésicules qui

se développent entre les cellules des racines.



Les spores et les vésicules ont la méme utilité, soit I’accumulation de réserves
énergétiques et génétiques pour une germination qui pourra éventuellement conduire a
la colonisation d’une nouvelle racine. Les hyphes et les arbuscules servent aux

échanges nutritionnels entre leur environnement immédiat et les racines.

2.2.1.1 Les spores

Les spores produites a I’extérieur des racines contiennent les réserves nécessaires pour
la production d’un tube germinatif. Ce tube cherche a établir une mycorhization avec
une racine puisque ses réserves nutritives ne permettent pas sa survie a long terme. La
dimension des spores varie selon I'espéce du champignon. Elles peuvent étre de
quelques dizaines de microns, pour les Glomus, a quelques millimétres pour Gigaspora

gigantea.

Les espéces des M.A. sont différenciées par leur structure membranaire, Ila
morphologie des vésicules, la présence ou non de sporocarpes (multitudes de spores
regroupées formant une excroissance a la surface des racines), la taille et la couleur des
spores ou une combinaison de ces facteurs. Le schéma qui se retrouve a la Figure 2.1

montre la classification des champignons endomycorhiziens (Simon ef al., 1993).



ZYGOMYCETES
Classs
|
GLOMALES
Ordre
¥ L )
GLOMINAE GIGASPORNAE
Sous-ordrs Sous-ordre
[ . ) |
GLOMACEAE ACAULOSPORACEAE GIGASPORACEAE
Famille Familie Famille
) - 1 | B L 1 1 4 -
GLOMUS SCLEROCYSTIS ACAULOSPORA | |ENTROPHOSPORA GIGASPORA SCUTELLOSPORA
Espicss Espices Espices Espices Espices Espéces

FIGURE 2.1 CLASSIFICATION DES M.A.

2.2.1.2 Les hyphes

Les hyphes extraracinaires permettent aux champignons d’aller a la recherche de
racines, de nutriments ainsi qu’une reproduction sur une plus grande distance. Les
hyphes intraracinaires se retrouvent dans les espaces extracellulaires, pour ensuite
pénétrer la membrane ou il y aura une arborescence de I’hyphe (multitude de petits

hyphes sous la forme d’un arbre).



2.2.1.3 Les arbuscules

Une quantité importante de nouveaux hyphes a I'intérieur d’une méme cellule de la
racine est appelée arbuscule. Ces petits hyphes serviront aux échanges d’éléments
nutritifs entre la plante et le champignon. 1l est possible de voir a la Figure 2.2 des
arbuscules de Glomus intraradices a I'intérieur de racines Daucus carota cultivées

dans cette étude.

FIGURE 2.2 VUE D’ARBUSCULES A L’INTERIEUR DE RACINES
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2.2.1.4 Les vésicules

Les vésicules contiennent des réserves génétiques et nutritionnelles emmagasinées par
les M.A.. Ces vésicules se retrouvent entre les cellules des racines et peuvent comme
les spores permettre la colonisation de nouvelles racines. Il est donc possible de
prendre des sections de racines avec des vésicules et de les faire germer afin de
coloniser de nouvelles racines. Le pouvoir de colonisation des vésicules est aussi
efficace que celui des spores sinon plus puisqu’elles sont protégées par I’enveloppe
racinaire (Bierman et Linderman, 1983). Certaines espéces d’endomycorhizes a
arbuscules ne produisent pas de vésicules, par exemple Gigaspora margarita et
Gigaspora gigantea (Bierman et Linderman, 1983). La Figure 2.3 montre des
vésicules du champignon Glomus intraradices a I'intérieur d’une racine de Daucus

carota cultivée dans cette étude.
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FIGURE 2.3 VESICULES DU GLOMUS INTRARADICES
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2.2.1.5 Schématisation de la colonisation d’une racine par les M.A.

La Figure 2.4, illustre le processus de mycorhization entre une racine et un champignon
M.A.. 1l y a d’abord germination d’une spore ou d’une vésicule (a). Le tube
germinatif se dirige vers une racine (b). Il y a ensuite pénétration de la racine par un
hyphe (c), en général secondaire. Cette étape est décisive dans le processus de
mycorhization. En effet, si aucun hyphe ne parvient a pénétrer la racine, il y a mort du
champignon. Quelques hypothéses, qui seront élaborées a la section 2.2.3 concernant
la présence d’éléments inhibiteurs ou stimulants favorisant cette pénétration ont été
émises. Aprés la pénétration, il y a formation d’arbuscules a I'intérieur des cellules
racinaires pour permettre I’échange symbiotique, comme montré en d). Finalement en
e), le champignon se fait des réserves pour sa reproduction qu’il emmagasine dans les

vésicules intraracinaires et dans les spores extraracinaires.
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FIGURE 2.4 SYNTHESE DE LA COLONISATION RACINAIRE PAR LES M.A.
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2.2.2 EFFET BENEFIQUE DE LA SYMBIOSE ENTRE LES PLANTES ET LES ML.A.

L’inoculation des plantes avec des M.A. permet, dans un sol faiblement fertilisé,
d’accroitre leur croissance comparativement a celles non-mycorhizées. Ce phénoméne
a été démontré pour plusieurs espéces de plantes, tel le mais (Gerdemann, 1965), les
haricots (Daft et El-Giahmi, 1974), les légumes en général (Crush, 1974), la plante
Atriplex canescens (Williams et al., 1974), le coton (Rich et Bird, 1974), les agrumes
(Marx et al., 1971; Kleinschmidt et Gerdemann, 1972; Hattingh et Gerdemann, 1975),
le blé (Khan, 1975), le tréfle (Abbott et Robson, 1977) et pour beaucoup d’autres
espéces de plantes (Bowen et Rovira, 1969; Gray et Gerdemann, 1969; Harley, 1969,
Mosse 1973; Khan, 1975). Les M.A. peuvent également augmenter la production du
soyja (Ross, 1971; Schenck et Hinson, 1973), des fraises (Daft et Okusanya, 1973) et

des pétunias (Daft et Okusanya, 1973).

La symbiose plante-endomycorhize est profitable aux deux organismes a différents
degrés selon I’espéce du champignon et la plante impliquée. Abbott et Robson (1977)
ont montré une croissance de la plante plus importante (171%) et une accumulation de
phosphate accrue (238%) pour une variété de tréfle mycorhizées avec le champignon
Glomus mosseae comparativement aux plantes mycorhizées avec le champignon
Glomus fasciculatus et aux plantes témoins. Ils ont montré que les plantes colonisées

avec Glomus fasciculatus ont une croissance et une accumulation de phosphate
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identique ou plus faible que les témoins non-mycorhizés. Le choix du champignon
inoculé en fonction de la plante visée semble donc trés important puisque la symbiose

peut s’avérer inutile ou néfaste a la plante.

2.2.3 FACTEURS INFLUENGANT LA COLONISATION RACINAIRE

Avant qu’il y ait symbiose entre les deux organismes, il faut qu’il y ait reconnaissance,
contact et pénétration a I'intérieur des racines. Plusieurs facteurs peuvent aider ou
nuire a la colonisation des racines par les M.A. Cette section présente une revue des

différentes hypothéses émises sur cet aspect important de la mycorhization.

Le phénoméne de reconnaissance existe entre les plantes et les endomycorhizes. Les
champignons endomycorhiziens peuvent reconnaitre la présence de racines
mycorhizables. Bécard et Piché (1990) ont observé que la croissance des hyphes peut
étre stimulée par la présence d’exsudats racinaires. Ils ont également montré que la
présence de CO, produit par la respiration des plantes peut augmenter la croissance
mycélienne (Bécard et Piché, 1989b). Bonfante-Fasolo et Gianinazzi-Pearson (1982)
ont vu un développement trés abondant de cils sur la surface externe des hyphes du
champignon Pezizella ericae avec la présence de racines de Calluna vulgaris. Ces cils
ne sont, en général, pas présents dans une culture sans présence de racines. Ce type de

reconnaissance rappelle les observations faites pour d’autres types d’association entre
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les plantes et d’autres micro-organismes comme les Rhizobiums avec des légumineuses

(Callow, 1975; Murray et Maxwell, 1975; Mengden, 1978; Dazzo, 1980).

La reconnaissance des M.A. par les plantes existe également. Il a été présenté par
Gemma et Koske (1988) que les racines réagissent a la présence des M.A.. IIs ont
remarqué une augmentation importante des racines latérales de tomates en présence de
tubes germinatifs du champignon Gigaspora gigantea. Donc, pour qu’il y ait
colonisation, des substances qui permettent aux organismes de se reconnaitre doivent
étre présentes. Les phénoménes de reconnaissance entre les champignons
endomycorhiziens et les plantes hotes ont été bien démontrés, mais les signaux
biologiques ou chimiques impliqués dans ce processus ne sont pas encore clairement

identifiés.

Certaines plantes sont peu influencées par la présence du champignon. Il existe méme
des plantes dites non-mycorhizables, c’est-a-dire que la présence des champignons est
trés rarement ou jamais détectée a ’intérieur de leurs racines. Les études réalisées
jusqu’a ce jour ne montrent pas clairement quelles sont les raisons qui empéchent la
mycorhization d’avoir lieu. Plusieurs hypothéses ont cependant été émises afin
d’expliquer cette résistance a la mycorhization. Tester ef al. (1987) ont fait une revue
de certaines de ces hypothéses énoncées avant 1987. Plusieurs études tentent de

montrer que les racines de ces plantes dégageraient des substances toxiques aux
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champignons (Morley et Mosse, 1976; Tommerup, 1984; Glenn et al., 1988, El-Atrach
et al., 1989). Tommerup (1984) a trouvé des produits volatiles ou solubles qui
inhiberaient la croissance mycélienne. D’autres auteurs suggérent que des exsudats
racinaires diminueraient la croissance mycélienne, empéchant ainsi une infection

subséquente (Schwab ez al., 1982, 1984; Hayman, 1983; Nemec et Tucker, 1983).

Des expériences ont été réalisées pour démontrer ce phénomene de toxicité des plantes
non-mycorhizables. Ces derniéres ont été placées avec des plantes mycorhizables et un
champignon. Le contact entre les deux types de plantes a montré une baisse de
colonisation des mycorhizables (Hayman et al., 1975; Iqbal et Qureshi, 1976). St-
Amaud et al. (1996) ont émis I’hypothése que le développement plus important de
spores dans le cGté sans racine d’une boite de Pétri & deux compartiments est di a
I’absence de substances inhibitrices exsudées par les racines. Ocampo et al. (1980) ont
cependant montré que cet effet n’était pas constant. D’autres travaux sur des plantes
non-mycorhizables placées avec des champignons n’ont pas montré de baisse de
germination des spores ni de croissance de leurs hyphes (Daniels et Trappe, 1980,
Bécard et Piché, 1989a). Il n’est pas encore prouvé que les plantes non-mycorhizables

dégagent des substances toxiques pour les champignons.

Cependant des observations faites par Trinick (1977); Hirrel et al. (1978); Ocampo e?

al. (1980) et Miller ef al. (1983) ont montré que des plantes dites non-mycorhizables
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pouvaient étre colonisées quand elles étaient mises en présence de plantes
mycorhizables. Plusieurs de ces espéces reconnues non-mycorhizables ont cependant
montré des signes de colonisation (Tester ef al., 1987). 1l est donc difficile de conclure
que la présence de plantes colonisées permet la mycorhization de plantes non-
mycorhizables. Ces travaux suggérent plutét que les plantes mycorhizables

exsuderaient des produits qui stimulent le champignon.

Des essais réalisés par Bécard et Piché (1989a) montrent que la présence de racines de
betterave, plante non-mycorhizable, ne stimule pas la croissance des hyphes du
champignon comme le font les racines de plantes hétes comme les carottes. La
germination des spores et la croissance mycélienne se comportent comme dans les
témoins sans présence de racines. IIs ont donc conclu que cette plante ne produisait
pas de produits volatils ou solubles donnant un signal nécessaire a une croissance

mycélienne accrue en vue d’une infection ultérieure.

Tester et al.(1987) ont aussi suggéré un contrdle mécanique ou chimique plus tard
durant I’interaction entre les deux organismes qui pourrait empécher la pénétration des
hyphes a I'intérieur du cortex racinaire. Plusieurs études montrent que les hyphes
peuvent passer sur les racines des plantes non-mycorhizables sans qu’il y ait
pénétration par le champignon (Theodorou et Bowen, 1971; Bevege et Bowen, 1975;

Trinick, 1977; Hirrel et al., 1978; Ocampo et al., 1980; Schwab er al, 1984).
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Cependant ce phénoméne a aussi été observé a plusieurs reprises pour des plantes

mycorhizables.

Le mécanisme qui permet la symbiose entre les deux organismes n’est donc pas encore
connu. Il est probable que I’effet cumulatif des différents phénoménes suggeérés régit la
mycorhization. Bécard et Piché (1989b) ont montré que des signaux, tel le CO,,
augmentent la germination des propagules. Il est donc possible que le champignon ait
besoin de sentir la présence de racines prés de lui pour qu’il y ait germination puisque
sa survie sans la possibilité d’une symbiose est trés courte. De plus, le champignon
trouverait peut-étre dans les exsudats racinaires des nutriments additionnels pour sa
croissance ou tout simplement un signal pour se rendre jusqu’aux racines plus

rapidement.

D’autres facteurs peuvent aider la colonisation des racines par les M.A. La proximité
entre les M.A. et les racines joue un role lors de la mycorhization. Les tubes
germinatifs ont une durée de vie limitée. Ils doivent rencontrer leurs hétes le plus
rapidement possible aprés avoir regu le signal de la présence de racines mycorhizables.
11 est donc évident que la quantité de spores ou de vésicules de champignons présents
pour la colonisation et leur proximité des racines est d’'une grande importance dans le
degré de mycorhization des plantes (Carling et al., 1979; Wamer et Mosse, 1980;

Mosse et al., 1981).



20

2.3 ASPECTS NUTRITIONNELS

La section précédente présentait les principaux facteurs qui influencent la colonisation
des racines par les M.A. Cette section énumére les nutriments disponibles dans

Ienvironnement qui jouent également un rdle sur la mycorhization entre les deux

symbiotes.

2.3.1 LES NUTRIMENTS IMPLIQUES DANS LA COLONISATION RACINAIRE

2.3.1.1 Le phosphore

Plusieurs travaux de recherche (Ross, 1971; Mosse, 1973; Johnson, 1976; Sparling et
Tinker, 1978; Stribley, Tinker et Sneligrove, 1980; Plenchette, Furlan et Fortin, 1983;
Siqueria, Hubbell et Valle, 1984, Thompson, Robson et Abbott, 1986; Amijee, Tinker
et Stribley, 1989) ont permis de montrer que la concentration de phosphore initiale
avait une influence sur le pourcentage de colonisation des racines par les champignons
endomycorhiziens a arbuscules et vésicules. Ces chercheurs ont observé que de faibles

ajouts de phosphore augmentaient la colonisation racinaire par les M.A., mais ce
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pourcentage diminuait de fagon radicale quand cette concentration était trop

importante.

Johnson (1976) montre que la longueur totale des racines des plantes (Fuchsia,
Coprosma, Griselinia) colonisées par le champignon Acaulospora laevis augmente en
moyenne de 41% quand la concentration de départ en phosphore, passe de
0,35 mmol e L™ 4 0,45 mmol ¢ L. Il a également observé que ce pourcentage chute

de 75% quand la concentration initiale dépasse 0,80 mmol e L™

Abbott er al. (1984) ont démontré qu’une concentration initiale de 0,55 mmol de
phosphore e kg™ de sol permettait d’accentuer le pourcentage de colonisation racinaire
de Trifolium subterraneum inoculées par I’espéce de M.A. Glomus fasciculatum de
12%. Encore une fois leurs travaux soulignent qu’une concentration initiale supérieure
a 0,97 mmol de phosphore ¢ kg’ de sol diminuait de 85% le pourcentage de

colonisation racinaire.

Amijee ef al. (1989) ont remarqué que la longueur totale des racines d’Allium porrum,
colonisées par le champignon Glomus mosseae augmente de 30% quand la
concentration en phosphore initiale passe de 0,09 mmol e kg’ de sol a

0,30 mmol e kg de sol. Leurs travaux ont également montré qu’il y avait une baisse
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de 83% des racines colonisées quand la concentration de phosphore au temps zéro

dépassait 0,97 mmol e kg de sol.

Toutes ces études ne présentent que le phosphore ajouté au sol au début de
I’expérience sans suivi de la variation de la concentration dans le temps. Le phosphore
est consommé et par conséquent il diminue dans le milieu. II est donc impossible dans
ces études de déceler quelle est la concentration de phosphore optimale pour la
production de champignons endomycorhiziens. Cependant ces auteurs s’entendent sur
le fait que le pourcentage de racines colonisées est fonction de la quantité de

phosphore présent dans le milieu.

2.3.1.2 L’azote

Tout comme le phosphore, I’azote a une influence sur le taux de colonisation racinaire
par les M.A.. Une étude menée par Chambers et al. (1980) montre que des ajouts
importants d’azote dans le sol peuvent diminuer la colonisation de I’espéce Trifolium
subterraneum par le M.A. Glomus mosseae. s ont également remarqué que la forme
de I’azote ajouté a une influence sur le taux de colonisation. Leurs travaux montrent

qu’un ajout de 2,0 mmol d’azote ¢ kg de sol sous la forme de (NHL),SO; abaissait le



23

pourcentage de colonisation de 37% et qu’il fallait un ajout de 8,0 mmol d’azote ¢ kg

de sol sous la forme de NaNO; pour obtenir une chute de colonisation équivalente.

Les travaux de Thompson ef al. (1986) précisent que I'influence de I’azote sur la
colonisation est fonction des espéces qui prennent part a la symbiose. II a fait varier la
concentration initiale de NO; de 0,18 mmol ¢ L™ 4 1,84 mmol e L. La colonisation
du mais par le M.A. Glomus mosseae augmente alors de 33%. Cependant ce
changement dans la concentration de NO; pour la symbiose entre le mais et Glomus
fasciculatum provoque une baisse de 70% de la colonisation racinaire. Pour le blé en
symbiose avec Glomus mossea, cette augmentation de NO; entraine un arrét complet
de la mycorhization. Finalement cette différence de concentration n’a pas d’influence
sur le pourcentage de colonisation du blé avec Glomus fasciculatum. Cette étude
montre également que le pourcentage de racines colonisées varie selon le rapport entre
NO; et NH,. Encore une fois I'influence de ce rapport sur la colonisation dépend des
espéces. Cependant les colonisations sont prés de zéro lorsque seul du NH, est utilisé

comme source d’azote.

Tout comme le phosphore, I’azote doit étre suivi durant les cultures de production de
champignons endomycorhiziens afin de déterminer si ces ions sont des facteurs

déterminants qui influencent la production.
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2.3.1.3 Le carbone

Pearson et Read (1973) ont démontré que les champignons endomycorhiziens
dépendent de la plante hdte pour leur approvisionnement en glucides nécessaires a leur
développement. Nelson (1964) a observé que le carbone était transféré des plantes aux
M.A. par les racines. Il a marqué du sucrose au [“C] et comparé les pourcentages de
[*“C] des plantes mycorhizées et non-mycorhizées. Aprés 12 heures, les plantes non-
mycorhizées montrent que 95% du ['“C] est localisé dans la plante et 5% dans les
racines. Dans les plantes mycorhizées, la distribution du [*C] devient 46% dans la

plante et 54% dans les racines.

Bécard et Fortin (1988) mentionnent que la concentration en sucrose a une influence
sur le nombre de point d’entrée des M.A. a I'intérieur des racines cultivées de fagon in
Vitro. Une augmentation de la concentration initiale de 10 g de
sucrose ® L™ 430 g o L' occasionne une chute de 90% de la mycorhization. Encore
une fois, la concentration initiale en sucrose ne doit pas étre trop élevée afin

d’optimiser la production des endomycorhizes.
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2.3.1.4 Le sulfate de sodium

Le sulfate de sodium Na,;SO.e10H;O est un autre nutriment qui semble influencer les
pourcentages de mycorhization des racines. Bécard et Fortin (1988) ont observé que

la présence de ce nutriment (1,41 mmol e L) provoque une baisse de 40% de la

colonisation racinaire.

Dans le milieu de culture qu’ils utilisaient il y a une autre source de sulfate
(3,0 mmol e L de MgSO,¢7H,0) et le Bacto Agar qu’ils utilisaient pour gélifier leur
milieu contient du sodium (< 0,5 mmol e L). 1I semble donc que ce soit le sodium,

présent dans le Na;SO, ajouté, qui serait responsable de cette baisse de colonisation.

Chambers er al. (1980) ont également observé une baisse de la colonisation racinaire
avec I’augmentation de la concentration initiale de NaSO,. La colonisation des racines

de Trifolium subterraneum a baissé de 74 % pour une concentration initiale 4 fois plus

élevée (2 mmol 2 8 mmol e L),

Toutes ces études montrent que la concentration des nutriments présents dans le milieu
de culture a une influence directe sur la production de champignons endomycorhiziens.

Il est donc important de choisir des concentrations initiales appropriées aux couples
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symbiotiques cultivés et de faire le suivi de tous les nutriments afin d’en faire un
contrdle maximisant la production. Le suivi de la consommation des nutriments par les
symbiotes, qui n’a jamais été réalisé pour ce type de culture, permettra une meilleure
compréhension de la symbiose plantes-champignons. Cette approche originale pourrait
également mener a la modélisaion de la production de champignons

endomycorhiziens.

2.3.2 MILIEUX DE CULTURES

Plusieurs milieux de cultures ont déja été développés pour la croissance de cellules
végétales. Le milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) est un milieu riche en sucre
(3% (geg™)) et en sels minéraux. Ce milieu est utilisé pour la croissance des racines
transformées sur milieu gélosé (1% agar), en milieu liquide dans des flacons agités et
en bioréacteur (Weathers et Cheetham, 1988; Taya et al., 1989 (0,3 L), Sharp et
Doran, 1990 (2,5 L); Whitney, 1992 (35 L); Uozumi et Kobayashi, 1994 (1 L)).
Hilton et Rhodes (1990) ont opté pour le milieu BS sans hormone pour leurs cultures
en bioréacteur de 14 L de racines transformées génétiquement. La transformation de
ces racines permet de cultiver uniquement la partie racinaire. Les mécanismes

d’obtention de ce type de racines et leurs avantages sont décrits a la section suivante

(2.4.1).
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Ces milieux de culture donnent de trés bon taux de production de racines chevelues

transformées. Le tableau 2.1 présente les productions de racines transformées

obtenues par quelques auteurs.

TABLEAU 2.1 PRODUCTIONS DE RACINES TRANSFORMEES OBTENUES

AVEC LES MILIEUX MS ET B5

Espéces de racines
Production de Production moyenne

transformées et Référence
ore ere racines de racines
milieu utilisé
Armoracia rusticana 11g.. oL en Tayaeral.,

035 geco L 0

MS 4,5 sem 1989

Atropa belladonna 1.3g<*L" en Sharp et

0,06 geec @ L o !

MS 3 sem Doran, 1990

Nicotiana tabacum | 127 Ziumids ® L™ €n
4,53 Zhumides ® Lle j'l Whitney,

MS 4 sem
1992
Datura stramonium | 134 gumis ® L' en Hilton et
3,35 Bhumides © L.l ® j-l
BS 5.7 sem Rhodes 1990

Les milieux trés riches MS et BS, dont la composition se retrouve au tableau 2.2, ne

sont cependant pas adéquats pour des productions de racines chevelues transformées
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mycorhizées puisque de fortes concentrations de phosphore, d’azote, de sucre et de

sulfate de sodium sont néfastes pour le développement du champignon.

Bécard et Fortin (1988) ont modifié certains nutriments d’un milieu typique de culture
de cellules végétales afin qu’il favorise le développement du champignon. Le milieu
choisi comme base était le White modifié (Tableau 2.2). Leurs résultats confirment
que des concentrations limitées en sucre, en phosphate, en azote et nulle en sulfate de
sodium permettent une augmentation des points de colonisation racinaire sans affecter
leur croissance. Ce milieu est maintenant utilisé de fagon courante pour la culture
in vitro de racines transformées mycorhizées. Ce milieu est appelé M (Tableau 2.2)

parce que les concentrations de PO,, de NOs et de sucres sont minimales.



TABLEAU 2.2 MILIEUX DE CULTURE DE CELLULES VEGETALES
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Composés Mw* MS" B5° M*
Macronutriments | mg e L [mM | mge L' |mM|mgeL! |mM | mgeL' | mM
MgSO7H,O 731 3,0 370 1,5 250 1,0 731 30
Na;S0.10H;0O 453 1,4 - - - - - -
KNO; 80 0,8 1900 |18,8| 2500 25 80 0,8
KCl 65 0,9 - - - - 65 0,8
NaH,PO.#2H,0 21,5 (0,15 - - 150 1,1 - -
KH,PO, - - 170 1,2 - - 4.8 0,04
NH.NO; - - 1650 {20,6 - - - -
CaCl,#2H,0 440 3,0 - - 150 1,0 - -
(NEL);SO. ; ; ] | 134 {10] - ]
Ca(NOs)e4E,0 | 288 |12 - - ) | 288 |12
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TABLEAU 2.2 (SUITE)
Composés MW" Mms® B5® M
Micronutriments | mge L™ | pM [ mgeL" [ uM {mge L' | uM [mgeL"| pM
NaFeEDTA 8 18,6 43 100 43 100 8 18,6
K1 0,75 4,5 0,83 5,0 0,75 4,5 0,75 4,5
MnSO.¢4H,0 - - 223 100 - - - -
MnSO.eH,0O - - - - 10 60 - -
MnCl,e4H,;0 6 30 - - - - 6 30
ZnS0.7H,0 2,65 9,2 8,6 30 2,0 7,0 2,65 9,2
H;BO; 1,5 25 6,2 100 3,0 50 1,5 25
CuS0O4e5H,0 0,13 0,52 0,025 |0,1| 0,025 | 0,1 0,13 (0,52
Na,MoO,e2H,0 | 0,0024 0,25 10| 0,25 1,0 | 0,0024 {0,01
CoCly#6H;0 - - 0,025 |0,1] 0,025 0,01 - -
Sucrose 30000 30000 20000 10000
pH 5,5 5,7 5,5 5,5




TABLEAU 2.2 (SUITE)

c) Gamborg et al. (1968)

b) Murashige et Skoog, (1962)

Composés Mw* Ms® BS* M*
Vitamines et hormones mgeL! | mgeL' | mgeL' | mgelL’

Glycine 3,0 - - 3,0
ThiamineHC] 0,1 0,1 10,0 0,1
PyridoxineHCl 0,1 0,5 1,0 0,1
acide nicotinique 0,5 0,5 1,0 0,5
Inositol 50 100 100 50

TIAA - 1-30 - -

Kinétine - 0,04-10 0,1 -

2,4-D - - 0,1-1,0 -

a) Bécard et Fortin (1988)

24 TECHNIQUES DE CULTURE IN VITRO DES CHAMPIGNONS

ENDOMYCORHIZIENS

entiéres dans des chambres de culture ou dans des serres. Ces plantes prennent

La reproduction du champignon en co-cultures est en général réalisée avec des plantes
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beaucoup d’espace et un long temps de culture, ce qui limite les études possibles.
Puisque Ia symbiose se situe dans les racines des plantes, il est souhaitable de ne
cultiver que cette partie de la plante. La technique de transformation des racines, déja

bien connue, qui ne produit que des racines a été utilisée a cette fin.

2.4.1 LES RACINES HOTES TRANSFORMEES

Il est possible d’obtenir des racines chevelues par une transformation génétique de
tissus de plantes avec la bactérie du sol Agrobacterium rhizogenes. Cette bactérie est
capable d’infecter un grand nombre de plantes dicotylédones. Mugnier (1988) en

dresse une liste de 80 provenant de 29 familles pouvant étre transformeées.

La Figure 2.5 (Uozumi et Kobayashi, 1994) illustre comment s’effectue la
transformation des plantes afin d’obtenir des racines transformées. Des parties de la
plante sont placées aseptiquement avec une souche d’Agrobacterium rhizogenes. La
transformation de la plante se fait par le transfert, I'intégration et I’expression dans le
génome des cellules de la plante d’un large plasmide provenant des bactéries appelées
Ri ("root inducing”) (Chilton et al., 1982; Binns et Thomashow, 1988). Aprés une
culture d’une & quatre semaines, des racines émergent du site d’inoculation. Elles sont

coupées et transférées sur un milieu de culture sans hormones de croissance, comme



MS, BS ou MW (Tableau 2.2). A ce milieu est ajouté un antibiotique afin d’éliminer la

bactérie.

Agrobacterium
nes

hairy root

2 a4

FIGURE 2.5 SCHEMATISATION DE L’OBTENTION DE RACINES

TRANSFORMEES

Les racines chevelues ainsi obtenues possédent une grande quantité d’embranchements
latéraux, une profusion de poils et un géotropisme inversé, c’est-a-dire qu’elles
poussent vers le haut. Le protocole pour obtenir des racines chevelues transformées
est décrit par Hamil er al. (1987) et Rhodes er al. (1987). Bécard et Fortin (1988)
décrivent comment obtenir des racines chevelues transformées et mycorhizées de

carotte avec une souche d'Agrobacterium rhizogenes.
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Ces racines sont cultivées en flacons agités ou dans des boites de Pétri au moyen de

milieux de culture solides ou liquides adéquats pour le développement des racines et du

champignon.

2.4.2 TYPES DE CULTURE DE RACINES CHEVELUES TRANSFORMEES

Comme pour plusieurs types de cellules de plantes, la croissance des racines chevelues
peut se faire en flacons agités. Cette méthode de culture donne de trés bons résultats a
petite échelle. Cependant les cultures a grande échelle s’effectuent en bioréacteurs.
Les premiers essais faits par Wilson et al. (1987) dans des bioréacteurs agités standards
(STR) ont été désastreux. Les racines se dédifférenciaient en cals, puisque leurs
contacts avec les pales (turbine Rushton) étaient trop violents. Afin de remédier a ce
probléme, Hilton et Rhodes (1990) ont séparé les racines des pales du bioréacteur agité
standard par un grillage en acier inoxydable. IIs ont obtenu une production moyenne
de 0,21 g,.. L™ o j"! de la plante Datura stramonium pour 40 jours de culture a I'aide

d’un bioréacteur de 12 L.

Taya et al. (1989) ont obtenu une production moyenne de 0,35 g,.. ® L™ @ j! de racines

chevelues transformées de la plante Armoricia rusticana pour 31 jours de culture avec
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un bioréacteur de type gazosiphon de 0,3 L possédant une membrane en polyuréthane

servant de support immobilisateur aux racines.

Weathers et Cheetham (1988), Hokama et al. (1990) et Whitney (1990) ont opté pour
des bioréacteurs brouillards et des lits percolants. La percolation du liquide a
I'intérieur de la masse racinaire permet un bon transfert des nutriments. Ces
bioréacteurs permettent également d’augmenter le taux de transfert d’oxygéne.
Whitney (1992) montre que le rendement de production de racines Nicotiana tabacum
en brouillard est supérieur a tous les autres types de cultures. Le Tableau 2.3 résume

les productions qu’il a obtenues pour 28 jours de culture.

TABLEAU 2.3 PRODUCTION RACINAIRE DE DIFFERENTS BIOREACTEURS

Type de bioréacteur Production moyenne ( numids ® L' @ ' )
Flacon agité 3,5
Flacon aéré 3,1
Gazosiphon 6,6
Lit percolant 42
Brouillard 91

Il existe donc des technologies de culture de racines transformées. Cependant il

. n’existe aucun bioréacteur de production de racines transformées et mycorhizées.
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Toutes les cultures se font présentement dans des flacons agités et en boites de Pétr.
Seul, une étude de faisabilité d’un bioréacteur de production de racines transformées

mycorhizées a été réalisée par Chavarie et al. (1993) et par Jolicoeur ez al. (1993).

2.4.3 MODES DE CULTURE DES SYMBIOTES.

Bécard et Fortin (1988) cultivent leurs symbiotes dans des boites de Pétri
conventionnels avec le milieu nutritif minimal gélifié qu’ils ont développé. St-Arnaud
et al. (1996) ont opté pour une nouvelle approche avec un Pétri a deux compartiments.
Ce Pétri permet de confiner les racines dans un des compartiments. L’autre permet la
prolifération du champignon qui arrive a passer la frontiére qui sépare les deux
compartiments. Ce type de culture permet une production moyenne de 4 spores ¢ mm’
2 du champignon Glomus intraradices vivant en symbiose avec des racines de Daucus
carota du co6té sans racine de la boite de Pétri 2 deux compartiments avec des pointes
de production allant jusqu’a 12 spores o mm~ comparativement a 2 spores ¢ mm™ du

coté de la boite de Pétri ou sont les racines.

Ce genre de culture ouvre la voie & un nouveau mode de production du champignon.

Il est cependant difficile de I’extrapoler directement a I’échelle industrielle. La
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conception d’un bioréacteur de production peut cependant s’inspirer de la ségrégation

entre les deux organismes qui semble bénéfique a la prolifération du champignon.

L’étude de faisabilité de Chavarie er al. (1993), le brevet de Fortin ef al. (1993) et le
rapport d’avancement des travaux du Centre de recherche (Jolicoeur er al., 1993)

montrent plusieurs configurations de bioréacteurs prometteuses. La Figure 2.6 illustre

les bioréacteurs de I’étude de Chavarie et al. (1993).

Le premier bioréacteur (a) tente d’extrapoler le Pétri 2 deux compartiments. Un
grillage en acier inoxydable sert de frontiére entre les racines et le milieu de culture
solide. La production moyenne de spores de Glomus intraradices a été de
37 spores ® g 'umisa ® j* de racines de Daucus carota inoculées pour 81 jours de
cultures. Pour la premiére fois les racines recueillies, contenaient des chapelets de

vésicules.

Dans le brevet de Fortin et al. (1993), il est indiqué qu’il est possible de remplacer le
grillage par une feuille de cellulose afin de créer I'effet de frontiére désiré. Les
résultats en boites de Pétri montrent des rendements de production de spores deux fois
plus élevés avec la présence d’une feuille de papier a la surface du gel plutdt qu’un

grillage d’acier. Cependant, aucun résultat de production en bioréacteur n’a été publié.
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Un second bioréacteur (b) plus conventionnel pour les cultures de racines chevelues ou
le milieu est vaporisé sur le lit de racines produit une moyenne de 88 spores de
Glomus intraradices ® g ymiss ® j* pour 68 jours de cultures de racines de Daucus
Carota. Le bioréacteur illustré en c est une adaptation des cultures de racines
submergées. Finalement le bioréacteur suivant (d) est une modification du précédent.
Les racines sont sur un grillage d’acier placé a la surface du liquide plutét que

submergé. Cette position des racines permet un meilleur transfert d’oxygeéne.

Il ressort de ces trois études que le bioréacteur de type b) avec vaporisation du milieu
de culture présente les meilleurs résultats de production moyenne de spores
(88 spores ® g'umis ® j' comparativement a 37 spores ® glimisc ® j' pour le
bioréacteur avec un milieu solide et un grillage d’acier). Les deux autres bioréacteurs
n’ont permis que de trés faibles productions de spores. Les travaux de Chavarie et al.
(1993), le brevet de Fortin et al. (1993) et de Jolicoeur et al. (1993) ne comprennent
pas les productions vésiculaires qui sont des propagules aussi efficaces que les spores

(section 2.2.1.4).
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grillage frontiére Brouillard
1L 1L
D)
(o)

Submergé
de type gazo-siphon
1L
Type gazo-siphon
de surface

FIGURE 2.6 BIOREACTEURS TYPES DE L'ETUDE DE FAISABILITE
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D’autres configurations moins conventionnelles de bioréacteurs ont été proposées par
Jolicoeur et al. (1993) (Figure 2.7). Le premier bioréacteur (a) est une adaptation de
celui avec un grillage frontiére de la figure précédente, puisque certaines particules de
garnissages placées dans le bioréacteur ont des parois en acier inoxydable afin de
limiter I’accés des racines au milieu gélifié placé a I'intérieur. Cette configuration
permet également ['utilisation de différents milieux de culture a l’intérieur des
particules. La seconde configuration (b) implique I'utilisation d’un milieu de culture
liquide. Celui-ci est placé dans des tubes distincts, ce qui permet également d’utiliser
différents milieux de culture. Une grille est placée a la surface des tubes afin de

supporter les racines.

Le systéme proposé en a) donne de bons rendements de production de spores. Sa
production moyenne de spores était de 664 spores de Glomus
intraradices ® g'wmisc ® i pour 61 jours de cultures de racines de Trifolium pratense
inoculées. Cependant, cette configuration est difficilement réalisable a I’échelle
industrielle. Une autre configuration a été proposée dans le rapport de Jolicoeur ez al.
(1993). Ce systéme (bioréacteur ¢ de la Figure 2.8) est une adaptation du
bioréacteur a). Il posséde plusieurs plateaux de culture, chacun d’eux représentant un
des bioréacteurs de 1 L étudiés et le gel serait pompé a I'intérieur de tubes faits d’un

fin grillage. Ce systéme n’est qu’une ébauche et n’a jamais été réalisé.
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Cette revue montre que les champignons endomycorhiziens a arbuscules et vésicules
permettent d’augmenter les rendements de production de plusieurs espéces de plantes
(augmentation de croissance de 171%, Abbott et Robson, 1977, section 2.2.2).
Cependant le taux de colonisation des racines des plantes par ces M.A. peut varier
selon les conditions du milieu et les espéces visées (section 2.2.3 et 2.3.1). II est donc
important de contréler les concentrations de phosphore, d’azote, de sucre et de sulfate

de sodium, puisque des concentrations élevées de ces composés sont néfastes au

développement du champignon.

Cette revue mentionne également que la culture de racines chevelues transformées et
mycorhizées permet de ne pas cultiver toute la plante afin de produire des champignons
mycorhizés.  Plusieurs configurations de bioréacteurs sont utilisées pour le
développement des racines chevelues transformées (section 2.4.2). Cependant, peu de
bioréacteurs de production de champignons M.A. ont été développés, dont ceux par les

chercheurs de BIOPRO.

Aucunes des productions des bioréacteurs étudiés par ce groupe de recherche ne tient
compte des vésicules. I est donc primordial d’approfondir les recherches des
configurations de bioréacteurs qui ont permis d’obtenir les meilleures productions. Le
bioréacteur avec un milieu solide et une frontiére a permis pour la premiére fois de

déceler des productions importantes de vésicules tout en produisant une grande
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quantité de spores (37-88 spores ® £ 'bemide ® j”* pour des temps de culture respectifs de

68 et 81 jours). Ce bioréacteur sera étudié plus a fond dans ce projet.



3.0 OBJECTIFS DE CE PROJET DE RECHERCHE

Les endomycorhizes sont des biofertilisants efficaces pour une grande variété de
plantes. Le potentiel économique et écologique de ce produit étant important, Premier
Tech Inc. a donc commencé a produire et a vendre des champignons
endomycorhiziens. Cependant, les cultures de production d’endomycorhizes se font
présentement dans des systémes qui demandent un temps de culture trés long et une
main d’oeuvre importante puisqu’elles sont réalisées sur plantes entiéres dans des

serres.

Une étude de faisabilité dirigée par Chavarie e al.(1993) a montré qu'’il est possible et
rentable de produire ces champignons en bioréacteurs. Entre 1993 et 1996, le Centre
de R&D BIOPRO a poursuivi des études de production d’endomycorhizes en
bioréacteurs. Ces procédés n’ont toutefois pas été étudiés en profondeur afin de

permettre une production maximale de champignons endomycorhiziens.

Les configurations de bioréacteurs étudiées par BIOPRO qui permettent d’obtenir les
meilleures productions de spores possédent une barriére physique entre les racines et le
milieu de culture. Plus précisément les cultures du bioréacteur avec milieu solide et

une feuille de papier comme frontiére permettent d’obtenir une production moyenne de
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268 spores de Glomus intraradices e g 'bumide @ j* pour 112 jours de culture de racines
de Daucus Carota inoculées. Cette production dépasse celles obtenues par les
configurations brouillard et milieu solide avec un grillage d’acier (Brouillard :
88 spores ® gmise de racine o j”* pour 81 jours de culture; solide : 37 spores ® g wumide
de racine e j"! pour 68 jours de culture). Le nombre de vésicules n’a cependant pas été
évalué et le suivi des nutriments comme le phosphore, les sucres et le nitrate n’a pas été
réalisé.

L’objectif principal de ce présent projet de recherche était donc de cerner
davantage les performances du bioréacteur gel-papier afin d’en maximiser la

production pour ultimement développer un systéme de production industriel de

champignons endomycorhiziens & arbuscules et vésicules.

Afin de répondre a cet objectif plusieurs défis ont été relevés:

1-différentes barriéres physiques ont été étudiées afin de limiter I’accés des racines au

milieu de culture.

2- des essais sur le pompage du gel a I'intérieur du bioréacteur ont été réalisés.
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3- des cultures ont été faites avec d’autres supports de culture que le gel afin de

simplifier les opérations.

4- les éléments nutritifs du milieu de culture ont été suivi et ont permis d’établir leur

consommation.

5- les effets de ces nutriments sur la production de champignons M. A. ont été évalués.

6- la production des vésicules et des spores a été analysée et comparée au taux de
respiration de la biomasse afin de relier la prolifération du champignon au taux de

production de CO, (CPR).
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4.0 MATERIEL ET METHODES

4.1 SYMBIOTES UTILISES POUR LES CULTURES

Premier Tech Inc., le commanditaire des travaux de recherche de BIOPRO dans ce
domaine, produit des champignons endomycorhiziens en pots. Le champignon utilisé
est le Glomus intraradices provenant d’une souche de Pont-Rouge au Québec. Cette
entreprise cultive ce champignon pour sa compatibilité avec un grand nombre
d’espéces de plantes généralement cultivées en Amérique du Nord. Toutes les études
de cette recherche ont été réalisées avec des racines transformées de Daucus carota L,

mycorhizées avec le champignon Glomus intraradices de cette souche.

4.2 CULTURES EN BIOREACTEURS

4.2.1 PREPARATION DES INOCULA

Des racines de Daucus carota chevelues transformées par Agrobacterium rhizogenes

non-mycorhizées sont cultivées dans des flacons agités au moyen d’un milieu
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White modifié (Tableau 2.2). Ces racines sont ensuite placées dans des boites de Pétri
contenant du milieu M (Bécard et Fortin, 1988, Tableau 2.2) liquide et un carré de gel
contenant des spores de Glomus intraradices. Aprés 3 a 4 mois de culture dans un

incubateur a 26°C ces racines mycorhizées sont prétes a étre utilisées.

Deux grammes de racines coupées a I’aide d’un scalpel en section de 2 a 4 cm, afin de
simuler une inoculation industrielle qui provoquerait inévitablement un bris des racines,

forment I’inoculum de chacun des bioréacteurs.

4.2.2 MILIEU DE CULTURE

Les cultures de racines transformées et mycorhizées réalisées ont été faites au moyen
de milieu M gélifié avec du gellan. Les gellans sont des polysaccharides anioniques
produits par la bactérie Pseudomonas elodea (Doner et Douds., 1995). Ces derniers
sont préférés aux agars parce qu’ils sont transparents et qu’ils offrent une meilleure
rigidité pour une méme concentration. Il est important de souligner que la plupart des
gellans vendus sur le marché contiennent des impuretés. Les gellans purifiés sont trés
coliteux et ne sont utilisés qu’en recherche. Le Tableau 4.1 indique les concentrations
des principaux nutriments ajoutés par les impuretés principales du Gelgro MC le gellans

utilisé dans cette étude.
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TABLEAU 4.1 PRINCIPALES IMPURETES INORGANIQUES DU GELGROM¢

Eléments Gelgro“ (mmol » L")
PO, 0,07
Ca 0,5
Na 0,75
K 1

Le milieu développé par Bécard et Fortin (1988) (Tableau 2.2) est adéquat a la
croissance des racines et du champignon. Ce milieu sera donc utilisé pour les cultures

en bioréacteur. Pour gélifier ce milieu du Gel-Gro 4 0,4% (g ® L™) est utilisé.

Certaines configurations de bioréacteur étudiées ont été expérimentées au moyen de
milieu liquide. Celui-ci doit alors étre modifié pour tenir compte de I’apport en
phosphate du gellan. Une étude de Doner et Douds (1995) montre en effet que le PO,

provenant du gel augmente la colonisation des racines de 50%. La concentration en

PO, est donc augmentée de 0,04 mM a 0,12 mM.
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L’enceinte des bioréacteurs (Figure 4.1) est un contenant de 13 L en

polyméthylpenténe, un polymére stérilisable et transparent, qui permet d’effectuer un

suivi visuel des cultures. Des filtres ("Bacterial air vent", Gelman Sciences)

stérilisables de 0,3 um sont placés sur le couvercle afin de permettre une aération.
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Volume=1,3 L
Hauteur = 13 cm

Diamétre =11,3 cm
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FIGURE 4.1 BIOREACTEUR TYPE
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4.2.3.1 Bioréacteur tubulaire

Une modification a été apportée a cette enceinte pour une production semi-continue de
spores. Le gel, préalablement concassé a I’aide d’une spatule en acier inoxydable
stérile, est déposé dans un récipient stérile pour étre ensuite acheminé au bioréacteur
(Figure 4.2) a I’aide d’une pompe péristaltique a débit réglable. Chacun des 5 tubes en

acier inoxydable (maillages de 0,16 mm) est rempli de 50 mL de milieu M gelifié.

Afin de préserver la stérilité du bioréacteur les tubes extérieurs de I’enceinte sont faits
de silicone. 11 faut noter que chaque tube doit demeurer stérile avant et aprés le
pompage du gel. Pour ce faire des bouchons en coton sont placés a I’embouchure des
tubes de silicone avant la stérilisation. Aprés le pompage du gel des bouchons de
caoutchouc stérilisés séparément sont placés a la sortie des tubes pour empécher toute
pénétration d’un contaminant. Les racines chevelues transformées et mychorizées sont

finalement déposées sur la surface externe des tubes.



FIGURE 4.2 SCHEMA DU BIOREACTEUR TUBULAIRE
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4.2.3.2 Bioréacteur gel-papier avec encavures

Le stress imposé aux racines par une limitation d’accés a leur milieu de culture est la
voie privilégiée pour obtenir une bonne production de propagules. Différents types de

barriéres physiques ont été utilisées afin de provoquer ce stress.

Des cultures ont été effectuées avec une feuille de papier ( filtre Wattman #4 ) comme
frontiére entre les racines et le milieu de culture. Ce bioréacteur (Figure 4.3) comporte
des encavures dans le gel afin d’augmenter de 80% la surface de contact avec le milieu

de culture.

Racines

N\

Papier filtre

N —
Spores et hyphes

FIGURE 4.3 BIOREACTEUR AVEC ENCAVURES
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Pour que ces encavures soient identiques dans tous les bioréacteurs, un grillage d’acier
(maillages 2 mm) est placé a I’intérieur de chacun d’eux. Ce moule demeure dans le
bioréacteur durant toute la culture. Il y a 250 mL de milieu nutritif apres la coupe du

gel. Par la suite, la feuille de cellulose est déposée sur le gel et finalement I’'inoculum

est déposé de fagon aléatoire sur la feuille de papier.

4.2.3.3 Bioréacteur avec Perlite™®

La Perlite™® est un des supports de culture qui a été utilisé pour remplacer le gel. La
Perlite™® est trés utilisée en horticulture puisqu’elle permet une meilleure aération du
sol. Ce support horticole est un silicate d’aluminium amorphe et métastable. Ses
principales caractéristiques physiques ainsi que sa composition chimique sont

présentées aux Tableaux 4.2 et 4.3 (Uluatam, 1991).

TABLEAU 4.2 PROPRIETES PHYSIQUES DE LA PERLITEM®

Paramétres Paramétres

Couleur Gris, blanc, noire Chaleur spécifique | 0,84 kJ e kg™ @ °C

Point de fusion 1315-1390°C Humidité libre 0,5%




TABLEAU 4.3 COMPOSITION CHIMIQUE DE LA PERLITEM®
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Perlite™® %(geg’) PerliteM® % (gog')
Si0, 71-75 TiO, 0,03-0,2
AlLOs 12,5-18 MnO, 0-0,1
Na,O 2,94 SO; 0-0,1
K0 4-5 FeO 0-0,1
Ca0O 0,5-0,2 Ba 0-0,1
Fe;0s 0,1-1,5 PbO 0-0,5
MgO 0,03-0,5 Cr 0-0,1

Avant la stérilisation, la Perlite" est lavée avec de I’eau distillée (10 L o kg” de

Perlite™®) puis trempée dans de I’eau déminéralisée (5 L o kg™ de Perlite™®) pendant

deux cycles de 24 heures afin d’enlever tout résidu qui pourrait affecter la croissance

des racines et la production du champignon. Ce support solide est passé dans un tamis

(maillages de 2,5 mm) pour obtenir des grains de taille uniforme. 1l est finalement

séché pendant 24 heures dans un four a 90°C avant d’étre placé dans les contenants de

1,3 L pour étre stérilisé pendant 60 minutes.

Chaque bioréacteur contient 25 g de Perlite™ sec et 175 mL de milieu liquide M

enrichi 3 fois en phosphate. L’inoculum est déposé de fagon aléatoire sur le lit de

PerliteM€.
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4.3 ECHANTILLONAGE

Il est impossible de prendre des échantillons représentatifs de racines, de gel ou de
liquide sans arréter la culture afin de récolter ’ensemble du bioréacteur. Donc, pour
faire un suivi d’une culture une série de bioréacteurs sont démarrés simultanément.
Ces bioréacteurs de mémes caractéristiques ont des compartiments trés similaires et
sont récoltés a des périodes fixes dans le temps. Il est ainsi possible de faire un suivi

d’une culture dans le temps avec au moins deux points de comparaison par récolte.

4.4 METHODES ANALYTIQUES

4.4.1 MESURE ET EVALUATION DU CO; PRODUIT

4.4.1.1 Mesure du CO;

Durant les cultures, une mesure périodique ( 1 fois semaines) de la composition du

CO, de la phase gazeuse des bioréacteur était faite.
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La concentration de CO, présente dans la phase gazeuse du bioréacteur est lue en
boucle fermée a I'aide d’un analyseur de CO, (Rosemount Analytical, Model 870,
"Infrared Analyzer") (Figure 4.4). Pour faire cette mesure une partie des gaz de la téte
du bioréacteur est pompée depuis I’un des filtres a I’extérieur du bioréacteur. Ce gaz

passe par la chambre a infrarouge et est retourné au bioréacteur par I’autre filtre.

S

Analyseur de CO,

FIGURE 4.4 SCHEMA DU MONTAGE POUR LA MESURE DE CO,
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4.4.1.2 Evaluation de la production de CO; par la biomasse

La variation de la concentration de CO; présent dans la phase gazeuse du bioréacteur
ne correspond pas a la production compléte de CO, par la biomasse puisque du CO,
est libéré au travers des filtres du bioréacteur. Le calcul du taux de production de CO,

par la biomasse (CPR) doit donc tenir compte de cette perte de CO..

Un taux de perte a donc été estimé par des essais sur un systéme modéle. Ce systéme
est un bioréacteur standard (Figure 4.1) contenant de la PerliteM® lavée et tamisée afin
de simuler la présence de gel, de liquide ou d’autres particules solides. Du CO, a
ensuite été injecté a I’intérieur du bioréacteur et celui-ci a été placé en boucle fermée
(Figure 4.4) afin de mesurer la concentration de CO, présente. Finalement un suivi,
dans le temps, de la concentration résiduelle de CO, a I’intérieur du bioréacteur a été
fait (Figure 4.6). 11 faut noter que toutes les mesures de CO, ont été corrigées afin de

tenir compte de la dilution de 20 % occasionnée par la tuyauterie.



59

3
> —&— Bioréacteur 1
So o,
5 ; —8— Bioréacteur 2
- N
55

w 1

2
(3]

0 + : }

0 500 1000 1500

TEMPS (minutes)

FIGURE 4.5 SUIVI DU CO, PERDU PAR LES FILTRES

La variation du dioxyde de carbone a I'intérieur des bioréacteurs, enregistrée lors de
ces expériences, permet d’estimer le taux de perte par les filtres. En effet, il est connu
que la variation d’une concentration dans le temps peut étre exprimée par la relation
suivante:

dCO;  (dt)" = Kia ¢ (CO,*-CO») 4.1
Le CO;* est la concentration de dioxyde de carbone a I’équilibre avec son
environnement. Dans le cas présent le gaz du bioréacteur est a I’équilibre avec de I’air.
Le CO.* représente 0,03% du contenu moyen de I’air. Le K,a est un coefficient qui
donne une indication de la vitesse a laquelle le transfert des gaz se fait. Dans les

bioréacteurs ce n’est pas un coefficient de transfert mais un coefficient de perte. Il sera

plutot noté par Kpa.
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Il est donc possible de déterminer K,a en trouvant la pente du logarithme naturel de la
concentration de CO, lue en fonction du temps, car I’intégration de I’équation de la
variation de la concentration dans le temps donne la droite suivante:

In (CO:- CO:*)=-K,a e t + cst. 4.2)
Deux essais ont été réalisés avec des filtres différents pour s’assurer que le coefficient
de perte pouvait étre utilisé pour I’ensemble des cultures (Figure 4.6). Le coefficient

de perte est semblable pour ces deux expériences, I’écart ne dépassant pas 10%.

Le coefficient de perte est de 0,048 h™' pour les concentrations inférieures a 2% avec
un coefficient de régression linéaire r* de 0,99. La Figure 4.7 compare une des courbes

mesurées a celles estimées avec ce coefficient de perte.

Par la suite, pour calculer le taux de production de CO; (CPR), il est possible de
modifier I’équation 4.1 donnant la variation de CO; dans le temps afin d’obtenir
I’équation suivante:

CPR = dCO; » (dt)" = (COxy - COxe.p)) ® (tw - ten)” + (4.3)

Kpa o (COzy + COxcr) ® (2)" - COz*)
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Cette production représente la respiration de la biomasse qui est principalement

racinaire. II est intéressant de calculer le taux spécifique de production de CO; (Qco2)

en fonction de la biomasse présente et du taux de production de CO, (CPR).

Qcoz=CPR e x*
Ty 1,0
=
=
S as| N
3 —B— Expérimental
o 1 —O— Estimeé
g 0,0
ém
= S
05 . . . r . '
0 500 1000 1500
TEMPS (MINUTES)

(4.4)

FIGURE 4.6 COMPARAISON DES DONNEES ESTIMEES AVEC LES

DONNEES EXPERIMENTALES
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4.4.2 MESURE DE LA BIOMASSE, DU PH, DE LA CONDUCTIVITE, DES IONS ET DES

HYDRATES DE CARBONE

Pour chaque récolte de bioréacteurs, les poids humide et sec des racines produites
étaient mesurés. Pour obtenir le poids sec, les racines sont placées dans une étuve a
80°C pendant 24 heures. Ce poids sec est utilisé pour tous les calculs impliquant la

biomasse.

Le milieu de culture gélifié était filtré sous pression pour en briser les liens ioniques afin
d’obtenir des échantillons liquides. Pour ce faire, le gel était filtré dans des seringues
de 15 mL contenant des billes de verres de 1 mm de diamétre. Ces billes permettent de
briser le gel. Une piéce de polyester (matériel 7607 de Texel, Inc., Ste. Marie de
Beauce, Québec, Canada) était placée avant la sortie de la seringue afin de filtrer le gel.
Le pH ainsi que la conductivité des échantillons liquides étaient ensuite mesurés. Ces
échantillons étaient finalement refiltrés a 0,45 um (Nylaflo™®, Gelman Science) et

congelés (-20°C) pour leur analyse subséquente.

4.4.2.1 Hydrates de carbone

La concentration du milieu de culture en sucrose, glucose et fructose était mesurée au
moyen d'un chromatographe en phase liquide haute performance (HPLC) comportant

une pompe Waters modéle 6000A, un injecteur automatique Gilson modéle 231/401,
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un réfractométre (modéle 132, Gilson), un élément chauffant (modéle 7980, Man-

Tech) et un intégrateur (HP3394A, Hewlet-Parckard). La séparation des hydrates de

carbone était assurée par une colonne Biorad™® HPX87C maintenue a 80 C. Le

volume des injections était de 20 puL alors que la phase mobile était de I'eau pure

alimentée a 1 mL e min™".

4.4.2.2. Chromatographie ionique

Les concentrations résiduelles des anions et des cations étaient analysées par
chromatographie ionique. Le systéme de chromatographie était composé d'une pompe,
d'un injecteur automatique et d'un détecteur électrochimique opéré en mode

conductivité (Dionex). Ce systéme était contrdlé par le logiciel Dionex Al-450.

Les anions étaient séparés par une colonne 4 x 250 mm IONPAC AS4A-SC (Dionex)
et un supresseur anionique (Dionex, ASRS-1). La phase mobile était une solution

tampon acqueuse de bicarbonate (1,8 mM Na,CO; et 1,7 mM NaHCO,) alimentée a

un débit 2,0 mL e min!.

Les cations étaient séparés par une colonne 4 x 250 mm IONPAC CS-12 (Dionex) et
un supresseur cationique (Dionex, CSRS-1). La phase mobile était une solution

acqueuse d'acide méthanosulphonique (20 mM) alimentée a un débit de 1.0 mL e min-!.



4.5 MESURE DE LA PRODUCTION DE PROPAGULES

4.5.1 MESURE DE LA QUANTITE DE VESICULES INTRARACINAIRES

Pour mesurer la quantité de vésicules intraracinaires leur coloration au Chlorazol Black
est faite selon la méthode de Brundrett, Piché et Peterson (1984). Une modification de
la méthode d’intersection développée par Brundrett er al. (1994) est utilisée afin
d’estimer le nombre de vésicules intraracinaires. Celle-ci consiste a diviser les racines
en sections de 2 mm et & compter le nombre de vésicules présentes dans chacune
d’elles et a évaluer le pourcentage de ces sections qui contiennent au moins une

vésicule.

Pour évaluer le nombre total de propagules produites par une culture, il faut estimer le
nombre total de vésicules intraracinaires des racines. Cependant cette estimation exige
la mesure de la longueur des racines récoltées. Celle-ci étant tres difficile a faire, des
échantillons représentatifs de racines ont été récoltés de différents bioréacteurs. Leur
longueur a été mesurée en fonction de leur poids sec. La longueur moyenne mesurée

correspondant a4 un gramme de racines séches est de 104 métres. Le nombre
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de vésicules est donc estimé de la fagon suivante:

# de vésicules = Poids sec des racines (g) ® 104 (m @ g"') e % de sections des (4.5)

racines contenant une vésicule ¢ # de vésicules par mm ¢ 1000 (mm » m™)

4.5.2 MESURE DE LA QUANTITE ET DE LA VIABILITE DES SPORES

Une méthode de comptage des spores a été développée par le Dr. Robert D. Williams
de I’équipe de recherche. Cette méthode permet d’évaluer avec une erreur de 10 a
20% la quantité de spores présentes dans le gel. Cette méthode (Figure 4.8) consiste a
récolter le milieu gélifié contenant les spores et a le placer dans un mélangeur (a) avec
de I'’eau. Le rapport eau-gel dépend de la dilution de spores souhaitée. Il faut au
minimum un poids égal d’eau et de gel afin d’obtenir un mélange homogéne. Une
agitation de 30 secondes a une rotation faible permet de briser les liens qui forment le
gel et d’obtenir une distribution uniforme des spores. Un échantillon de 15 mL est
pipetté et placé dans un Pétri (b) qui est déposé sur une plaque de comptage. Cette
plaque est divisée de telle fagon que six carreaux représentent 20% de la plaque (c).
Chacun des carreaux est divisé en 6 pour permettre un comptage plus précis. Le

compte des spores se fait ensuite a I’aide d’un binoculaire (d).
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FIGURE 4.7 METHODE DE COMPTAGE DES SPORES

La quantification, a I’aide de cette méthode, des spores produites a I'intérieur d’une
matrice solide comme la Perlite™® est impossible. Par ailleurs, il est possible d’évaluer
la production de spores a 'intérieur ou sur les parois de la Perlite™ au moyen de leur
pouvoir germinatif. Les particules de Perlite récoltées stérilement des bioréacteurs
sont déposées sur un milieu gélosé dans des conditions favorables de culture (26°C et
2% CO,). S’il y a présence d’une propagule viable, il y aura germination puisque des
essais en boites de Pétri montrent des pourcentages de germination de prés de 90% des
spores récoltées de bioréacteurs statiques. Cette méthode permet d’évaluer le nombre

de grains de Perlite™ qui contiennent au moins une spore viable.
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Cependant, les plus gros grains de Perlite™® récoltés peuvent contenir une grande
quantité de spores. Cette méthode sous-estime donc trés probablement la production
réelle de spores. Afin de contourner cette difficulté, cette méthode simple a été
améliorée en broyant, a I'aide d’une spatule en acier inoxydable, et en tamisant
aseptiquement au moyen d’une série de tamis d’ouvertures décroissantes,
(2,5 mm; 1,7 mm; 1,18 mm et 0,595 mm) les grains récoltés. Les particules de
chacune de ces fractions sont ensuite placées sur du milieu gélosé approprieé.
L’apparition d’hyphes provenant des particules indique le nombre de grains qui
contiennent au moins une spore viable. Cette procédure, plutét brutale, occasionne
sirement la destruction partielle d’une certaine quantité de spores. Cependant, elle
permet une évaluation plus réaliste de la production obtenue. La Figure 4.9 illustre la
variation du nombre de tubes germinatifs obtenus en fonction du degré de
fractionnement des grains récoltés. Ce fractionnement des grains permet de multiplier

le nombre de spores récoltées totales par un facteur de 100.
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Des tests de viabilité des spores produites au moyen des bioréacteurs gel/papier ont
également été réalisés. Le gel contenant les spores a été dissous a I'aide d’un tampon
citrate selon la méthode de Doner et Bécard (1991). Les spores ainsi récoltées ont été

placées sur des milieux gélosés adéquats. Le pourcentage de spores germées est de

90%.

4.5.3 MESURE DE LA MASSE D’UNE SPORE

Afin de déterminer la masse d’une spore un bioréacteur gel-papier a été récolté. Le gel
a été dissous selon la méthode au tampon citrate (Doner et Bécard, 1991). Les spores
ont été comptées selon la méthode décrite a la section 4.5.2. et leur poids humide a été
mesuré. Les spores ont ensuite été placées dans une étuve a 80°C pendant 24 h. Leur
poids a de nouveau été mesuré et divisé par le nombre de spores comptées. Le poids

d’une spore de Glomus intraradices avec les hyphes qui y sont attachées est de

0,312 ug.
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5.0 RESULTATS ET DISCUSSION

Cette section est divisée en quatre parties. La premiére est centrée sur I’étude de la
configuration gel-papier. Par la suite les connaissances acquises lors de cette étape
sont appliquées afin d’élaborer des solutions plus facilement extrapolables a I’échelle

industrielle. La deuxiéme partie est consacrée a ces solutions.

Par la suite une comparaison entre les différentes configurations des bioréacteurs
donnant les meilleures productions sera présentée. Finalement des procédés de récolte

de ces différents types de bioréacteur seront discutés.

5.1 ETUDE DU BIOREACTEUR GEL-PAPIER

5.1.1 BIOREACTEUR AVEC ENCAVURES

Une série préliminaire de cultures en bioréacteur a démontré une grande variation de la
colonisation racinaire d’un bioréacteur a I’autre (40 4 80%). Des encavures ont donc
été faites dans le gel afin d’augmenter de 80% la surface de contact entre les racines et

le milieu de culture et d’uniformiser les cultures en bioréacteur (Figure 4.3).
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Les variations des productions de spores pour les cultures avec encavures et celles sans
encavures sont semblables. Cependant le pourcentage de colonisation, défini comme le
nombre de sections de racines de 2 millimétres qui contiennent au moins une vésicule,
est augmenté de 39% avec la présence d’encavures. L’indice de croissance racinaire
était supérieur de 45% pour les bioréacteurs avec encavures. Ces résultats montrent
que les racines dans une configuration conventionnelle se retrouvent rapidement sur les
parois latérale du cylindre et la croissance racinaire ainsi que la mycorhization des
nouveaux apex des racines deviennent trés difficiles. Les bioréacteurs des essais

subséquents ont donc une configuration avec encavures.

5.1.2 PLAN EXPERIMENTAL

Deux séries consécutives de bioréacteurs gel-papier avec encavures ont été démarrées
(une série de 14 et I’autre de 10 bioréacteurs). Tous les résultats présentés de cette
section, provenant des cultures au moyen des bioréacteurs gel-papier, combinent ces
deux séries. L’écart noté entre les différents points d’échantillonnage représente I’écart

type qu’il y a entre tous les bioréacteurs récoltés pour cette période de culture.

Chacun des bioréacteurs contenait 250 mL de milieu solide et environ 2 grammes de

racines humides avec un pourcentage de mycorhization initial entre 1 et 15%. Les



résume le temps de culture des deux séries de bioréacteurs.

TABLEAU 5.1 TEMPS DE CULTURE DES BIOREACTEURS GEL-PAPIER
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bioréacteurs sont récoltés par paire et leurs temps de culture est fixe. Le Tableau 5.1

Premiére série (semaines)

Deuxiéme série (semaines)

4 4
6 Pas de bioréacteur récolté
8 8
10 Pas de bioréacteur récolté
12 12
16 16

Pas de bioréacteur récolté 20
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5.1.3 PRODUCTION DE PROPAGULES

Cette section présente les résultats des productions obtenues des deux séries de
bioréacteurs gel-papier avec encavures. La production des bioréacteurs est la quantité
de propagules endomycorhiziennes totales recueillies lors de la récolte. Celles-ci sont
composées des spores et des vésicules présentes dans I’ensemble des racines par litre

utile d’un bioréacteur.

1l est important de définir ce que représente un litre utile de bioréacteur. A cause des
encavures le volume occupé par le milieu de culture est en réalité de 350 mL. En
ajoutant a ce volume I’espace occupé par les racines (75 mL), le volume total occupé
par une culture est de 425 mL. 1l est cependant possible de superposer deux cultures
de 425 mL dans un bioréacteur d’un volume physique total de 1,3 L. Le volume utile
est donc de 65% du bioréacteur de 1,3 L. Les résultats de chaque culture sont donc
multipliés par deux, pour donner la production qu’il serait possible d’atteindre avec un

bioréacteur de 1,3 L de volume physique total.
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L’équation 5.1 est utilisée pour le calcul du nombre de propagules :
# Propagules ¢ L ;. "' = longueur racines séches (mm) ¢ (5.1)

Leus.’ ® % de mycorhization e Densité vésiculaire e mm™ + # de spores o L.,

La Figure S.1 présente un résumé des résultats des cultures effectuées au moyen du
bioréacteur gel-papier avec encavures. La Figure 5.1 (A) présente le profil de
production en spores et en vésicules par litre utile de milieu ainsi que le nombre de
propagules totales et la croissance de la biomasse séche. Afin d’évaluer le nombre de
vésicules, le pourcentage de colonisation et la densité vésiculaire doivent étre connus.

La Figure 5.2 présente ces données.

La production maximale de propagules avec ce prototype est d’environ un million par

litre utile de bioréacteur (9,85 e 10° en 112 jours). Cette production ramenée sur une
base moyenne par jour et exprimée par gramme de racines humides inoculées par litre
utile devient 2200 propagules ® g racumi. inoculé™ o j’'. La production de spores par
litre utile est de 1,85 e 10° en 112 jours ou une production moyenne de
413 spores ® g racCuumid inoculée™ o j'. 11 faut cependant noter que la production de

spores plafonne a la 12™ semaine (84 jours). La production moyenne ramenée sur

84 jours devient alors 550 spores ® g raCiumid. inoculée™ e .
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Cette production dépasse les productions moyennes obtenues par Chavarie er al.
(1993) et Jolicoeur et al. (1993) pour les mémes espéces de racines et de champignons.
IIs avaient obtenu des productions de spores pour le bioréacteur brouillard de
88 © gumis”’ de racine inoculée o j' pour 68 jours de culture et de 37 ® gumi. de

racine inoculée o j"! en 81 jours de culture pour celui avec gel et un grillage d’acier.
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La baisse de production a la 20*™ semaine est due 4 une masse de racine plus faible.
En effet, la quantité de racines a I'inoculation pour les bioréacteurs de 20 semaines de

culture était de 1,3 g humide plutdt que 2 g. Comme I’indice de croissance racinaire
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était le méme pour les bioréacteurs de 16 semaines et 20 semaines, la biomasse
racinaire récoltée est plus faible, ce qui entraine une baisse du nombre de vésicules
produites. Cependant la production de vésicules par gramme de racine inoculée

demeure la méme.

Il est aussi important de mentionner que la production de propagules est a 84%
constituée de vésicules intraracinaires. Mais leur production se fait de fagon plus

graduelle que celle des spores qui est concentrée entre la 8™ et la 12 semaine.

5.1.4 CONSOMMATION DES NUTRIMENTS ET LEUR INFLUENCE SUR LA CULTURE

La Figure 5.1 (A) montre que la production de propagules et la croissance racinaire
arréte aprés 16 semaines. La Figure 5.1 (B) représente les nutriments les plus
consommés qui pourraient limiter la croissance racinaire et la production de
propagules. Les concentrations résiduelles nulles en NO; et en PO, aprés 16 semaines
coincident avec I’arrét de la croissance racinaire (Figure 5.1 A). La concentration de
PO, qui chute aprés la huitiéme semaine de culture et devient inférieure a 0,04 mM

aprés la 12*™ semaine pourrait également ne pas étre suffisante pour une croissance

racinaire maximale.
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Ceci suggére qu’il n’y a pas eu d’accumulation d’azote suffisante par les racines pour
leur permettre de croitre sans azote extracellulaire. Le sucrose est également disparu
du milieu, mais il reste encore du glucose et du fructose. Ce nutriment n’est donc pas

déterminant dans I’arrét de croissance et de la production d’endomycorhizes.

Il est trés intéressant de comparer les courbes de production de propagules
(Figure 5.1 A) et celles de consommation des nutriments (Figure 5.1 B). Le NO; est
consommé de fagon constante aprés la 4™ semaine. L’hydrolyse du sucrose sous
forme de glucose et de fructose est importante (Figure 5.1 C), mais les concentrations
de NO; et de sucrose avant la 16™™ semaine sont encore assez importantes.
Cependant, la concentration de PO, descend de fagon dramatique aprés la huitiéme
semaine de culture, la concentration passe méme sous les 0,04 mM aprés la dixiéme
semaine de culture. Cette baisse correspond au début de la phase de production
massive de spores et de vésicules. Il semble donc qu’une concentration faible de PO,
dans le milieu de culture peut favoriser le développement du champignon. Cette
conclusion supporte les résultats obtenus par Ross (1971), Mosse (1973), Johnson
(1976), Sparling et Tinker (1978), Stribley, Tinker et Snellgrove (1980), Plenchette,
Furlan et Fortin (1983), Siqueria, Hubbell et Valle (1984), Thompson, Robson et

Abbott (1986) et Amijee, Tinker et Stribley (1989).
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5.1.5 Survi bu CPR, DU Qcoax

Le suivi de la consommation des gaz présents dans la téte du bioréacteur peut
également donner des résultats intéressants. La mesure de la concentration de CO,
présent dans la phase gazeuse des bioréacteurs montre des changements importants
(Figure 5.1 D). Les barres d’erreurs représentent I’écart type entre les mesures
hebdomadaires de CO; faites sur tous les bioréacteurs gel-papier pour cette période de
culture. Cette lecture ne présente pas la production compléte de CO;, par la biomasse

puisqu’il y a des pertes par les filtres du bioréacteur.

Le taux de production de CO; (CPR), ou une correction a été faite afin de tenir compte
des pertes par les filtres, suit la courbe de croissance racinaire pour les 6 premiéres
semaines de culture (Figure 5.1 D et Figure 5.1 A). De la 6 4 la 8™ semaine le CPR
continue d’augmenter malgré un arrét de la croissance de la biomasse racinaire. Le
CPR plafonne ensuite méme si une augmentation de la biomasse racinaire importante

est mesurée (I’indice de croissance passe de 3,5 & 5,5 de la 12°™ 4 la 16™ semaine).

Si la figure de production de propagules et de croissance racinaire (Figure 5.1 A), est
comparée a celles de consommation des nutriments (Figure 5.1 B et C) et de

production de CO, (Figure 5.1 D) il est possible de remarquer que le plafonnement du
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CPR a la 8*™ semaine correspond i |’augmentation radical de la consommation de PO,

et au début de la production massive des spores et des vésicules.

Un plafonnement du CPR indique qu’il y a arrét de division cellulaire végétale (Pépin er
al., 1995). 1l semble donc que I’accroissement de la biomasse observé (Figure 5.1 A)
aprés la 12" semaine soit surestimé. Pour évaluer si la production de vésicules
pouvait avoir une influence sur le poids sec de la biomasse une expérience a été
effectuée afin de déterminer le poids sec d’une spore (section 4.5.3). Le poids d’une
vésicule peut étre estimé a partir de celui d’une spore, puisqu’elles ont le méme
contenu. Cependant les vésicules ont un volume d’environ 2 fois celui des spores. Le
poids des spores a donc été multiplié par deux afin de tenir compte de cette différence.
La masse d’une spore est de 0,312 ug (4.5.3). La masse estimée d’une vésicule séche
de Glomus intraradices avec les hyphes qui y sont attachées est donc de 0,624 pug. En
multipliant ce poids par le nombre de vésicules produites entre la 12°™ et la 16™
semaine il est possible de remarquer que I’augmentation de la croissance racinaire est a
65% due a la production des vésicules. I y a une erreur attachée a I’estimation du
poids vésiculaire, mais cette masse importante reliée aux vésicules indique que la

croissance racinaire a été beaucoup plus faible sinon nulle durant cette période.

Pour la production dans le bioréacteur avec gel et papier le taux spécifique de

production de CO-, par gramme de matiére séche de biomasse (Qcozx) semble montrer
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une modification du systéme aprés la 12°™ semaine (Figure 5.1 E). La production de
dioxyde de carbone par rapport i la biomasse présente dans la culture semble diminuer.
Cette baisse est due a I’arrét de la production malgré I’augmentation du poids de la

biomasse. Cette baisse du Qcozx indiquerait donc 4 quel moment les vésicules sont en

quantité suffisante pour influencer le poids de la biomasse.

1l faut cependant connaitre la quantité de biomasse présente dans le systéme pour que

le calcul soit valable. Cette derniére donnée est toutefois difficile 4 obtenir pendant les

cultures.

St-Arnaud et al. (1996) avaient également remarqué une baisse de croissance lors de la
sporulation dans le Pétri a4 deux compartiments. Mais ils ne remarquaient pas
d’augmentation du poids racinaire aprés la sporulation massive. I est probable que le
milieu du compartiment racinaire était devenu pauvre d’un nutriment essentiel, mais

Iarticle ne fait pas mention des consommations des nutriments.

Le développement du réseau mycélien se ferait donc au détriment de la production
racinaire. D’autres chercheurs ont remarqué ce phénoméne sur des plantes entiéres.
Amijee et al. (1989) et Berta et al. (1990), ont remarqué une croissance racinaire plus

faible pour les racines mycorhizées que celles sans présence mycélienne. 11 faut
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cependant noter que les racines mycorhizées possédaient plus de petites racines

latérales.

La mesure de CO, est donc un outil trés intéressant pour suivre la production durant
les cultures, puisqu’en plus de savoir a quel moment la production de spores et de
vésicules débute, elle permet, si le poids de la biomasse est connu, de savoir quand la

production de vésicules devient trés importante.

5.1.6 SUIVI DES AUTRES PARAMETRES MESURES

Le pH et la conductivit¢ du milieu de culture sont mesurés. Le pH varie
considérablement d’une mesure a I’autre, cependant il est a son point le plus bas a la
16 semaine (Figure 5.1 F). Cette baisse du pH coincide avec la disparition du NO,
et du PO, qui occasionne I’arrét de production. II serait intéressant de suivre en
continu le pH des cultures subséqentes afin de noter si des baisses importantes du pH
pourraient étre reliées a la disparition importante du NO; et du PO, du milieu de

culture.

La conductivité, qui représente la disponibilité des ions dans le milieu de culture,
descend de fagon graduelle avec la disparition des nutriments (Figure 5.1 B). 1II est

cependant difficile de faire un lien entre la baisse de la conductivité et la production de
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racines ou de champignons. La seule conclusion qu’il est possible de faire a la suite de
cette analyse, c’est que la baisse de conductivité montre la diminutior de la
disponibilité des nutriments dans le milieu de culture. La conductivité a donc été
comparée a la consommation du NO; et du PO, qui ont été les nutriments limitants de
ces cultures. Malgré la similitude dans les courbes, la conductivité continue sa
descente aprés la consommation compléte du NO; et de PO,. 1 est donc difficile de
déterminer un seuil de conductivité critique qui pourrait indiquer la limite de croissance

racinaire et de la culture.

En résumé une faible concentration en PO, permet d’augmenter la production du
champignon. En effet lorsque la concentration de PO, est inférieure a 0,04 mM les
spores par litre utile passe de 20 000 en 56 jours a 185 000 avec 28 jours de plus de
culture et les vésicules passe de 130 000 en 56 jours a 800 000 pour 56 jours de plus
de culture. Le suivi du CPR permet de déterminer le début de la phase exponentielle
de production et le taux spécifique de croissance permet de déterminer a quel instant la
présence des vésicules devient assez importante pour avoir une influence sur le poids
de la biomasse. Finalement le bioréacteur gel-papier donne de bonnes productions de
propagules, qui dépassent les productions obtenues en bioréacteur brouillard de
Chavarie et al/ (1993) (la production globale est 165 fois plus grande). Cependant, la
présence d’une feuille de papier comme frontiére physique cause des problémes de

mise a I’échelle. 1l faut donc s’assurer qu’une frontiére est bien nécessaire.



84

5.1.7 COMPARAISON DES BIOREACTEURS GEL-PAPIER ET GEL

La feuille de papier qui permet le confinement des racines rejoint I’idée du Pétri & deux
compartiments. Mais il est important de savoir si les productions massives de spores et
les taux élevés de colonisation des racines sont effectivement reliés a la présence de

cette frontiére.

Dix bioréacteurs identiques a ceux de la section précédente mais sans feuille de
cellulose pour créer de frontiére ont donc été démarrés et leur performance étudiée.
Les racines dans ce systéme sont directement en contact avec le milieu de culture
solide. Les encavures ont été conservées pour permettre une meilleure comparaison
entre ces deux systémes. Le volume utile de ces bioréacteurs est le méme que pour
celui du gel et papier. Le Tableau 5.2 résume les temps de culture des dix
bioréacteurs. Encore une fois deux bioréacteurs étaient récoltés en méme temps et les
résultats présentés en sont une moyenne. Les barres d’erreurs sur la Figure 5.3

représentent chacun des deux bioréacteurs.
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TABLEAU 5.2 TEMPS DE CULTURE DES BIOREACTEURS SANS PAPIER

Semaines cumulatives des récoltes

16

20

Cette Figure montre la production totale de propagules, incluant les spores, les
vésicules, le pourcentage de colonisation des racines et la densité de vésicules dans les
sections colonisées. La production de spores débute a la sixiéme semaine de culture et
plafonne prés de 2 @ 10° spores ® Ly en 112 jours de culture (voir figure 5.1). Cette
production est identique a la production avec une feuille de cellulose. Le pourcentage
de colonisation des racines augmente graduellement, mais ne dépasse pas 35 %. Cette
colonisation peu élevée implique un nombre de propagules plus faible. En effet cette

production plafonne a 3,75 ¢10° propagules ® L. en 112 jours de culture.

Cette production de propagules pour une méme période de culture est donc 58% plus

faible que la production obtenue par le procédé gel-papier (voir figure 5.1). La
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colonisation faible explique cette baisse de production, car la densité vésiculaire est
prés de 10, soit la méme que pour la culture avec une feuille de papier, et la production
de racines est identique a celle obtenue avec une frontiére séparatrice (8% d’écart). La
présence d’une frontiére séparatrice ne permet pas d’augmenter la production de
spores ou la quantité de racines produites. Sa fonction premiére semble donc

d’augmenter le degré de colonisation des racines.
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Ces résultats suggérent un effet différent de I'utilisation d’une frontiére, puisque cette
séparation devait servir a reproduire I’effet du deuxiéme compartiment qui permet
d’augmenter de fagon significative la production de spores. Cette frontiére ne joue pas
ce role en bioréacteur, mais permet une production importante de vésicules qui résulte

en une augmentation de 58% de propagules totales.

Quelques hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cette augmentation de
colonisation occasionnée par la présence d’une barriére physique. Pour bien les saisir il
faut se référer a la section 2.2.2 ou sont résumées certaines hypothéses émises afin
d’expliquer I'influence de certains facteurs sur !’infectivité des racines par le
champignon. Plusieurs chercheurs ont tenté d’expliquer la baisse de mycorhization par
la présence d’un produit toxique qui serait largué par la plante (Morley et Mosse,
1976; Tommerup, 1984; Glenn et al., 1988; El-Atrach et al., 1989). Ces exsudats
peuvent donc étre absorbés par la feuille de papier, ce qui diminuerait leur
concentration. Cependant le dégagement d’une substance toxique par certaines plantes
n’est pas prouvé. Par ailleurs, Bécard et Piché (1990) ont remarqué que des exsudats
provoquaient une stimulation de la croissance mycélienne plutét qu’un ralentissement.
Une des hypothéses des récents travaux de St-Amaud et al. (1996) sur la production
importante de spores dans le deuxiéme compartiment d’un Pétri a deux compartiments
attribuaient cette productivité accrue a !'impossibilité de toxines larguées par les

racines d’atteindre les spores dans le coté distal du Pétri. Cependant, aucune différence
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de production de spores n’est observée entre les cultures des bioréacteurs gel-papier et

gel seul. La feuille de papier ne semble donc pas servir a capter des exsudats toxiques

pour le champignon.

11 est peu probable que la feuille de papier joue un réle dans la reconnaissance entre les
deux espéces. L’étape de pré-infection dépend plus de facteurs biologiques qui ne sont
pas influencés par la présence ou non d’une frontiére séparatrice comme I’indique la
production de spores qui est comparable pour les deux systémes. Cependant Carling et
al. (1979), Warner et Mosse (1980) et Mosse et al. (1981) mentionnent que la
proximité du champignon et la fréquence et la rapidité avec laquelle les hyphes du
champignon rencontrent les racines sont des facteurs déterminants dans la qualité de
I'infection qui aura lieu entre les symbiotes. Cette frontiére permet aux hyphes de
passer dans le milieu de culture entre les fibres de cellulose. Cependant il a été observé
qu’une quantité importante du réseau mycélien demeure en surface de la feuille de
papier. Les hyphes présents sur cette membrane vont forcément rencontrer plus
facilement les racines et couvrir une superficie plus importante du bioréacteur. De
cette fagon le nombre d’appresorium (point d’entrer des hyphes) le long d’une méme
racine risque d’étre plus important et d’augmenter le niveau de colonisation. Cette
augmentation de contacts entre les deux organismes est un des facteurs qui permettrait

I’augmentation de la colonisation des racines hétes par le champignon.



90

La frontiére séparatrice entre le milieu de culture et les racines impose également un
stress hydrique et/ou nutritionnel aux racines. Puisqu’elles ne peuvent entrer en
contact direct avec le milieu de culture, les racines deviennent alors limitées en
nutriments disponibles et doivent faire appel au champignon afin de survivre. St-
Amaud et al. (1996) ont également mentionné dans I’étude des productions a I’aide
d’une boite de Pétri a deux compartiments que les nutriments du c6té ou se trouve les
racines étaient consommeés. Les racines ont donc recours au champignon, qui se

trouve dans I’autre compartiment, pour continuer leur croissance.

Ce recours au champignon par les racines peut se remarquer par un changement
physiologique du champignon. Une étude récente en cours de publication par
Jolicoeur et al. (1997) a permis d’observer une variation du pH intracellulaire des
hyphes en symbiose avec des racines se trouvant isolées du milieu de culture par une
feuille de papier. Ce changemement observé montre que le stress imposé aux racines
entraine un changement dans la physiologie du champignon. La présence d’une
frontiére permet donc une meilleure colonisation des racines sans changer la

performance de la culture et la production de spores.
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5.1.8 DISTRIBUTION DES PROPAGULES

Avant de concevoir des systémes de récoltes, il est bon d’évaluer la distribution des
propagules a I’intérieur du bioréacteur afin de déterminer si toutes les sections du
bioréacteur devront étre récoltées. Il est connu que les spores se retrouvent a
I’extérieur des racines dans le support de culture et que les vésicules, qui sont [’autre
forme désirée des propagules, se retrouvent a I’intérieur des racines. La production de

ces deux formes de propagules exige donc la récolte des racines et du milieu de

culture.

La distribution des vésicules et du taux de colonisation intraracinaire a donc été
évaluée sur toute la longueur des racines (section 4.5.1) afin de déterminer quelle partie
des racines doivent étre récoltées. Le compte visuel était fait depuis I’apex racinaire
tout le long de la racine selon des sections de 2 mm. Une analyse de plusieurs racines
complétes obtenues de 20 bioréacteurs différents montre que les apex des racines ne
sont jamais mycorhizés. La distance moyenne depuis I'apex avant d’observer une
vésicule est de 11 mm. La distance la plus fréquemment retrouvée, soit dans 35% des
racines observées, est de 6 mm. Ces valeurs sont constantes, peu importe I’dge des

racines, leur position et leur humidité.
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Par ailleurs, le pourcentage de sections de 2 mm contenant au moins une vésicule varie
selon I'age de la culture. Evidemment, plus le pourcentage augmente, plus la

distribution des vésicules sera étendue le long de la racine. De plus, pour tout dge des

racines et position dans le bioréacteur, si une vésicule est retrouvée a un endroit dans la
racine, les autres vésicules seront prés de cet endroit. Lorsque la mycorhization
s’approche de 80%, comme dans les bioréacteurs avec gel et papier, seul les apex
racinaires ne contiennent pas de vésicules. Cependant quand le degré de mycorhization
est plus faible il est impossible de prédire quelle partie des racines contiennent les

vésicules et doivent étre récoltées.

Il est également important de connaitre la distribution des vésicules dans les racines se
trouvant dans des endroits différents a I'intérieur des bioréacteurs afin de déterminer si
elles doivent toutes étre récoltées. Pour ce faire, les racines de trois parties distinctes
de bioréacteurs de deux des expériences ont été séparées avant la coloration. Les
Figures 5.4 et 5.5 montrent les degrés de colonisation des différentes parties, ainsi que
la colonisation globale. Les deux expériences choisies sont le bioréacteur gel-papier
(Figure 5.4) et avec gel seulement (Figure 5.5). Les racines observées provenaient de
I’intérieur du support de culture, de la surface du support de culture ou sur la frontiére
séparatrice et finalement des parois du bioréacteur n’ayant aucun contact avec le milieu
de culture. Ces trois zones se retrouvent dans tous les systémes qui ont été étudiés.

Les résultats obtenus peuvent donc étre extrapolés d’un procédé a I’autre.
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Les racines qui se retrouvent a I’intérieur du milieu de culture et contre les parois des
bioréacteurs sont colonisées plus faiblement (20 @ 30%) que les racines sur la surface
du support de culture ou sur la frontiére physique (55 a 80%). Cependant la masse
racinaire sur les parois du bioréacteur étant beaucoup plus faible que celle sur le
support (95% de moins), elle n’influence pas le pourcentage de colonisation global.
Par contre, en ce qui concerne la culture sans frontiére, la quantité de racines dans le
milieu de culture représente en moyenne de 60% de la masse globale. Ce pourcentage
élevé de racines peu mycorhizées (20% de colonisation et moins) diminue le
pourcentage de colonisation global. En effet, en fin de culture aprés 20 semaines, le
degré de colonisation des racines en surface du bioréacteur sans papier est prés de
50%. Lorsque ce résultat est combiné au reste des racines du bioréacteur, qui sont en
partie situées dans le milieu de culture, ce pourcentage chute a prés de 30%. En
résumé, les racines qui ne se retrouvent pas sur la surface du support de culture ou sur

la frontiére séparatrice ne valent pas la peine d’étre récoltées.
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52 ELABORATION DE SOLUTIONS DE REMPLACEMENT AU

BIOREACTEUR GEL ET PAPIER

5.2.1 BIOREACTEUR TUBULAIRE

La présence d’une frontiére permet d’obtenir des productions supérieures a toutes les
autres configurations. Cependant, il serait intéressant d’injecter et de récolter le gel du
bioréacteur plus facilement. Une configuration de bioréacteur avec des tubes a donc
été utilisée pour la culture de racines mycorhizées (Figure 4.2). Cette approche
nouvelle décrite a la section 4.2.3.1 est fort simple. L’idée de base est d’opérer le
bioréacteur en semi-continu, c’est-a-dire de laisser les racines dans le bioréacteur pour
plusieurs cultures consécutives. Il suffit de pomper du milieu gélosé frais dans les
tubes afin de démarrer une nouvelle production de spores et de récolter les spores dans
le gel usé et les spores produites lors du cycle précédent. La possibilité de faire

plusieurs récoltes de spores avec les mémes racines est I’aspect le plus avantageux de

cette configuration.

Trois bioréacteurs tubulaires ont donc été démarrés. Chaque bioréacteur posséde 5
tubes contenant S0 mL de milieu M gélosé frais pompé pour un volume total de gel de

250 mL. L’inoculum était de 2 g de racines humides par bioréacteur. Deux
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bioréacteurs sont opérés en semi-continu et un en cuvée. Du milieu M frais gélifié a

été pompé a I’intérieur des tubes des deux bioréacteurs opérés en semi-continu aprés

une période de 7 a 11 semaines. Le gel expulsé des tubes lors de cette opération est

ensuite analysé afin de déterminer la quantité de spores produites et la consommation

des nutriments. Les trois bioréacteurs ont été récoltés aprés une période de culture

cumulative supérieure a 20 semaines. Le Tableau 5.3 résume les temps de culture des

trois bioréacteurs.

TABLEAU 53 TEMPS DE CULTURE DES TROIS BIOREACTEURS
TUBULAIRES
1*" récolte Récolte finale Temps cumulatifs
Bioréacteur
(semaines) (semaines (semaines)
additionnelles)
1- semi-continu 7 16 23
2- semi-continu 11 16 27
3- cuvée aucune 24 24

Les deux bioréacteurs qui ont été poursuivis aprés la premiére récolte n’ont pas subi de

récolte des racines lors de la premiére récolte afin de ne pas endommager le réseau

mycélien qui s’était développé a la surface des tubes. La production de la premiére
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récolte n’est donc composée que de spores. Pour la récolte finale la production

comprend les spores et les vésicules intraracinaires.

Le Tableau 5.4 présente les productions de spores de la premiére récolte des deux
premiers bioréacteurs et le Tableau 5.5 présente la production finale. La production
est ramenée en volume utile de bioréacteur. Ce volume de 500 mL de milieu

représente le double des bioréacteurs actuels. Avec ce volume il reste 60% de vide

pour les racines et pour les tubes.

TABLEAU 5.4 PRODUCTION DE SPORES DE LA PREMIERE RECOLTE DES

BIOREACTEURS TUBULAIRES
Bioréacteur Spores de la récolte #1 (¢10%)
1- semi-continu 8,4 ® Ly en 49 jours de culture
2- semi-continu 8,0 L. en 77 jours de culture
3- cuvée Aucune récolte
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TABLEAU 5.5 RECOLTE FINALE DES BIOREACTEURS TUBULAIRES

Spores Vésicules Propagules totales
Bioréacteur s . s . s 1
(10 ® Lyt ) (¢10% @ L. ) (10" @ Luc )
1
4,2 en 112 jours 1,0 en 161 jours 5,2 en 161 jours
semi-continu
2
3,8 en 112 jours 2,0 en 189 jours 5,8 en 189 jours
semi-continu
3- cuvée 2,0 en 168 jours 6,7 en 168 jours 8,7 en 168 jours

La premiére récolte (Tableau 5.4, 7 et 11 semaines) présente une faible production de

spores, mais leur présence montre que le réseau mycélien avait débuté son

développement. 1l pourrait étre avantageux d’attendre un peu plus longtemps pour

effectuer la premiére récolte, puisque le bioréacteur qui n’a été récolté qu’une seule

fois a obtenu une production de 2 o 10° spores o Lyy." pour 168 jours de culture
P P J

(Tableau 5.5, bioréacteur 3). Il est intéressant de remarquer que cette production est

semblable a la production globale de spores du bioréacteur gel-papier avec encavures

(1,9 @ 10° spores ® L. pour 112 jours de culture, section 5.1.3).

Les résultats pour les deux bioréacteurs opérés en semi-continu (bioréacteur 1 et 2 au

Tableau 5.5) indiquent que la quantité de spores produites dans la deuxiéme phase de
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culture, alors que du milieu M frais a été pompé a I’intérieur des tubes et aprés que le
réseau mycélien se soit établi, est importante. La production atteinte pour cette
période est deux fois plus grande que celle obtenue avec les bioréacteurs gel-papier et

encavures (4 ©10° spores e Ly’ pour 112 jours de culture comparé a

2 ¢10° spores ® Lug. ™' pour 112 jours de culture (section 5.1.3)).

Le nombre de vésicules des racines des bioréacteurs 1 et 2, récoltés deux fois, ne
représente cependant que 25% du nombre de propagules totales. Le faible taux de
colonisation moyen des racines, 30% po;xr les 6 mois de culture avec une densité de
prés de 7 vésicules par 2 mm de racines, explique cette faible production. La
production racinaire, peu importante, est un facteur également a considérer. Elle est

effectivement 35% plus faible que celle du bioréacteur gel-papier avec encavures.

Pour le bioréacteur 3 opéré en cuvée (qui n’a été récolté qu’une seule fois), la
production de vésicules est beaucoup plus importante que pour les deux autres
bioréacteurs tubulaires. Le nombre de vésicules de cette culture est
de 6,7 @ 10° o Ly pour 168 jours de culture comparativement i une moyenne
de 1,5 o 10° @ Ly pour 170 jours de culture pour les deux autres cuitures. Le
pourcentage de colonisation de cette culture est également beaucoup plus
élevé (2,6 fois). La colonisation racinaire est de 77% avec une densité de 13 vésicules

par section de 2 mm de racines et un indice de croissance des racines identique aux
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autres bioréacteurs tubulaires. Tout comme la production de spores, le pourcentage de

colonisation de cette culture est semblable a celui obtenu avec les bioréacteurs gel-

papier avec encavures (77%).

La croissance racinaire est équivalente au bioréacteur sans encavures qui est de 45%
inférieure a celle avec encavures. Cette baisse de croissance indique que le contact des
racines avec la surface du milieu n’est pas optimal. Les tubes devraient étre beaucoup

plus rapprochés les uns des autres afin que I’espace sans milieu de culture soit minimal.

Cette configuration de bioréacteur s’approche du systéme a deux compartiments
(St-Amaud et al.,, 1996). Le réseau déja développé profite du nouveau milieu de

culture comme dans le deuxiéme compartiment du Pétri utilisé par St-Arnaud er al.

(1996).

L’analyse du milieu de culture a permis de constater que la concentration de PO, a
baissé sous 0,04 mM, comme dans toutes les autres cultures et que le NO; a été

consommeé, mais que sa concentration demeure supérieure 4 1 mM.

En résumé, cette configuration opérée en cuvée permet d’obtenir les mémes
productions de spores et de vésicules que les bioréacteurs gel-papier avec encavures.

L’apport de nouveau milieu dans le bioréacteur opéré en semi-continu semble diminuer
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le pourcentage de colonisation (< 30 %). Cependant, cet apport de milieu frais permet
une production de spores 2 fois plus grande qu’avec les bioréacteurs gel-papier avec
encavures. Donc, une culture en semi-continu ou seul les spores sont récoltées

représente 41% de la production de propagules totales des bioréacteur gel-papier.

5.2.2 BIOREACTEUR AVEC MILIEU LIQUIDE

Les deux configurations de bioréacteurs précédentes utilisent du gel comme support de
culture. Ce type de support rend difficile la mise a I’échelle industrielle d’'un procédé
de production de champignons endomycorhiziens. Des cultures avec un milieu liquide

non gélifié pouvant faciliter I’extrapolation a grande échelle ont donc été réalisées.

La configuration du bioréacteur est semblable a celle du systéme gel-papier a
I’exception que le milieu est liquide et qu’évidemment il ne peut y avoir d’encavures.
Une feuille de papier est déposée sur un grillage d’acier inoxydable qui est en contact
avec 250 ml de milieu M enrichi en phosphate (section 4.2.2). Six bioréacteurs ont été
démarrés et récoltés par paire. Les temps de récolte sont présentés au Tableau 5.6. Le
volume occupé par les racines et le grillage est de 325 mL. Deux étages représentent
50% du volume total. Les productions obtenues par ces bioréacteurs ont donc été

multipliées par deux. Ce type de systéme est basé sur une disponibilité réduite des
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nutriments pour les racines. Comme il y aura évaporation d’une quantité d’eau du
milieu, le papier ne sera plus en contact avec le liquide. Les racines, pour s’alimenter,

devront donc utiliser les hyphes du champignon qui eux baignent dans le milieu liquide.

TABLEAU 5.6 TEMPS DE CULTURE DES BIOREACTEURS LIQUIDES

Temps de récoltes (semaines)

6

8

12

Malgré qu’aprés la 8™ semaine le milieu était quelques millimétres en dessous de la
feuille de papier le nombre de propagules produites était trés faible (9 @ 10* @ L. en
84 jours). Le champignon ne semble pas s’étre développé, puisque seulement 10% des

racines étaient colonisées.

La Figure 5.6 présente la production du champignon, le pourcentage de colonisation
des racines ainsi que la densité vésiculaire de ces cultures. Ce systéme ne semble pas
étre efficace pour une production massive et rapide de propagules. Cette production

ne représente que 9% de celle obtenue avec les bioréacteurs gel-papier (section 5.1.3).
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Cette faible production de propagules peut indiquer qu’il est préférable d’avoir une
matrice solide de culture afin de supporter les hyphes du champignon. L’étude d’un

systéme statique en milieu liquide ne fut donc pas poursuivie.

5.2.3 BIOREACTEUR AVEC PERLITEM®

Comme la présence d’une matrice solide est importante pour supporter les hyphes, un
autre support de culture a été utilisé. La Perlite¥", un matériel fréquemment utilisé en
horticulture pour amender les sols, semble un support trés intéressant. Ce matériel est
stable et bien connu. I a un pouvoir d’absorption de liquide élevé, soit de 4,5 fois son

poids en eau. La Perlite™* est facile & manipuler et trés légére, ce qui lui permet de

flotter.

Un bioréacteur basé sur le modéle avec gel et papier a donc été développé. Ce
bioréacteur n’a toutefois pas d’encavures et le milieu est liquide et enrichi en PO,
(section 4.2.2). Ce systéme de production semble beaucoup plus facile que les autres a
transposer a I’échelle industrielle, puisque le milieu de culture est liquide que le support

est facile a manipuler et qu’il sert également de frontiére entre les racines et le milieu.
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5.2.3.1 Plan expérimental

Huit bioréacteurs contenant 25 g de Perlite™ sec, 175 mL de milieu liquide et 2 g
d’inoculum ont été démarrés. Le Tableau 5.7 présente les temps de récolte de ces
bioréacteurs. A chaque récolte deux bioréacteurs étaient analysés. Leur moyenne est
la valeur présentée sur les figures suivantes. Les barres d’erreurs représentent les

résultats bruts de ces deux bioréacteurs.

TABLEAU 5.7 TEMPS DE CULTURE DES BIOREACTEURS PERLITEMC

Temps de récoites (semaines)

4

6

13

16
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5.2.3.2 Evaluation de la production

Le volume occupé par la Perlite™* et les racines est de 425 mL. Deux étages
représentent donc 65% du volume total (1,3 L) du bioréacteur. La production obtenue

a donc été multipliée par deux afin d’obtenir une production par volume utile.

La Figure 5.7 présente les résultats des cultures faites au moyen des bioréacteurs avec
Perlite™®. La figure 5.7 A montre la croissance racinaire, la production de vésicules,
de spores et de propagules totales obtenues. Le nombre de spores a été évalué avec la
méthode expliquée a la section 4.5.2. La production de spores débute lentement avant
la 6*™ semaine puis il est possible d’observer une production plus importante de spores
jusqu’a la 13*™ semaine de culture alors qu’il y a arrét de production de spores, de
vésicules et de 1a croissance racinaire. Comme pour le réacteur avec gel et papier, le
taux de croissance des racines ralentit lors de la production de spores et de vésicules.
Cependant, pour cette expérience, il n’y a pas de nouvelle hausse de production

racinaire aprés la sporulation massive.
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La production de propagules est en majeure partie composée par les spores puisque
avec un indice de croissance inférieur a 3 et un pourcentage de colonisation racinaire
moyen ne dépassant pas 25%, la composante vésiculaire est faible (10% des propagules
totales) (Voir Figure 5.8). Cependant la production de spores est semblable a celle des
bioréacteurs gel-papier (1,85 o 10° @ L. pour 91 jours versus 1,85 o 10° @ L.

pour 84 jours).

Par ailleurs comme la production de vésicules est faible la production globale des
bioréacteurs Perlite™® ne représente que 23% de la production des bioréacteurs gel-

papier.

Il faut également remarquer que comme pour les bioréacteurs gel-papier la croissance

racinaire s’arréte lors de la production massive de spores (voir Figure 5.1 A et 5.7 A)

5.2.3.3 Consommation des nutriments et leur influence sur la culture

La Figure 5.7 B et D montre I’évolution des anions et des sucres des milieux de culture

que contenaient les bioréacteurs avec Perlite™C. Il semble que la disparition de NO; et

de PO, ait provoqué l'arrét de la croissance racinaire et de la production du

champignon.
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La production massive de spores (Figure 5.7 A), correspond a des concentrations en
PO, inférieures & 0,04 mM. Une faible concentration de PO, semble encore une fois
stimuler le développement du champignon comme il a déja été observé a la

section 5.1.4.

La Figure 5.7 C présente le suivi de certains cations du milieu de culture. 11 est
possible de voir qu’il y a un échange important d’ions sodium, provenant de la

PerliteM®, avec le potassium du milieu. Cet échange ionique est de 1 : 1 entre le
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sodium et le potassium. La Perlite" semble donc posséder une affinité plus grande

pour le potassium que pour le sodium.

Bécard et Fortin (1988) ont remarqué une baisse de colonisation racinaire de prés de
40% avec une présence de 0,2 mM de Na dans le milieu de culture. 1I est fort probable
que la présence de 2 mM de Na dans les cultures de cette expérience ait pu diminuer la
colonisation des racines sans toutefois affecter la production de spores. Comme il est
présenté a la Figure 5.7 A, la production vésiculaire pour les bioréacteurs avec
Perlite¥® est beaucoup plus faible que celle des bioréacteurs gel-papier
(43 000 vés @ Lyg. " @ 112 j versus 800 000 vés @ L' @ 112 ). 11 est fort possible
que ce faible taux de production de vésicules soit relié a la présence d’une

concentration importante de sodium.

Dans ces cultures, la concentration de K diminue, sans disparaitre du milieu de culture
(> 0,5 mM). Cette baisse de K n’a probablement pas d’effet sur le taux de colonisation

et sur la croissance racinaire.
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5.2.3.4 Suivi du CPR et de Qcoz:

L’évolution du CPR et de la concentration de CO, dans la phase gazeuse des
bioréacteurs se retrouve a la Figure 5.7 E. Le CPR plafonne entre la 10°™ et 13
semaine. Cette atténuation de I’augmentation du CPR correspond a la production
massive des propagules. Ce phénoméne reproduit ce qui avait été observé avec les
biréacteurs gel-papier (Figure 5.1 E). La concentration de CO, maximale dans les
bioréacteurs PerliteV est légérement plus faible que pour les bioréacteurs gel-papier
(0,927% versus 1,26%). 1 faut cependant remarquer que I’indice de croissance des
racines séches des bioréacteurs gel-papier était supérieur (3,5 vs 3). Cette baisse de
croissance pourrait expliquer en partié que la concentration maximale de CO; et que le

CPR soit plus faible (2,8 mmol de CO, ® sem™ vs 3,5 mmol de CO, e sem™).

Le taux spécifique de production de CO2 (Qcozx), qui est présenté a la Figure 5.7 F, est
difficile a interpréter, puisqu’il n’y a pas assez de données. Cependant le taux
spécifique de production de CO, moyen est plus faible que celui des bioréacteur gel-
papier (4 mmol de CO; @ sem™ e g rac,..” vs 5,5 mmol de CO @ sem™ o g rac,.™"). I
n’est pas possible avec ces données de Qcoxx de faire de lien avec la production du

champignon.
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5.2.3.5 Saturation de la Perlite™®

Comme il a été vu a la section 5.2.3.2 I'affinité plus élevée de la Perlite™ pour le
potassium que pour le sodium semble causer des problémes de production. Ce support
a donc été mis dans un milieu riche en potassium afin de le saturer en potassium et
pour le laver de son sodium. La concentration de KINO; utilisée était de S mM, cette
concentration étant beaucoup plus élevée que celle du milieu M (2 mM). La Figure 5.9
montre qu’il est possible de saturer la Perlite™" avant de débuter les cultures et que
cette étape peut se faire en moins d’une semaine avec des concentrations en potassium

assez élevées.

—o—>5 —C3— Na
J/n —e—K

9% M 160 200 300

FIGURE 5.9 SATURATION DE LA PERLITE™®
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5.3 COMPARAISON DES PERFORMANCES DES BIOREACTEURS

Toutes les cultures réalisées pour cette étude ont permis de mieux comprendre la
production de propagules de champignons endomycorhiziens en bioréacteurs. Pour
faire des choix de systémes de production, il est primordial de comparer les

performances des bioréacteurs étudiés.

5.3.1 CONFIGURATIONS NON-SATISFAISANTES

Certaines configurations sont clairement a exclure pour un procédé de production de
champignons endom.ycorhiziens. Ainsi, toute configuration sans barriére entre les
racines et le milieu de culture ne permet pas au champignon d’établir une symbiose
satisfaisante avec les racines. Le bioréacteur sans feuille de papier ne permet qu’une
colonisation racinaire de 35% comparativement a 80% pour le bioréacteur gel-papier.
Cette baisse est significative pour la production de propagules totales (58% moins de
propagules qu’avec gel et papier). Pour toutes ces raisons ce type de systéme est

rejeté.

Le systéme de production avec une frontiére en surface d’un milieu liquide donne des

résultats de production faibles. Le nombre de propagules totales obtenues avec cette
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configuration ne dépassait pas 90 000 en 84 jours, soit une production 11 fois
inférieure a la production du réacteur avec gel-papier. Cette configuration ne semble

donc pas intéressante.

5.3.2 COMPARAISON DES PRODUCTIONS DES BIOREACTEURS TUBULAIRE,

PERLITEMC ET GEL-PAPIER

Les prototypes les plus intéressants sont donc le systéme gel-papier, le bioréacteur
tubulaire avec milieu solide pompé et le procédé avec Perlite¥C comme support de
culture. Le Tableau 5.8 compare les productions globales et le Tableau 5.9 présente

les productions moyennes par jour de ces trois systémes de production.
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TABLEAU 5.8 COMPARAISON DE PRODUCTION DE PROPAGULES DES

BIOREACTEURS GEL-PAPIER, TUBULAIRE ET AVEC PERLITEM

Bioréacteur Gel-papier | Tubulaire® | Tubulaire® | Perlite™ © |
Temps de culture (semaines) 16 20 20 16
# de spores o Loy, 185 000 400 500 200 000 185 000
masse de racine récoltée
2,0 1,0 1,3 0.7
(Boec ® Loeia™)
% de colonisation 77,0 30,0 71,0 28,0
Densité vésiculaire (# ¢ 2mm™) 10,0 8,0 13 4,2
# de vésicules o L., 800 000 150 000 670 000 43 000
Propagules totales e L, 985 000 550 500 870 000 228 000
Propagules totales ¢ g rac inoc™ 246 250 137625 217 500 57 000

a: 2°™ récolte des bioréacteurs tubulaire; b: une seule récolte; ¢: Perlite™™ non saturé au KNO;
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TABLEAU 5.9 PRODUCTION MOYENNE PAR JOUR DES BIOREACTEURS

GEL-PAPIER, TUBULAIRE ET AVEC PERLITEM®

Bioréacteur Gel-papier | Tubulaire® | Tubulaire® | Perlite™ © |
Temps de culture (semaines) 16 20 20 16
# de spores e Lo, o j* 1652 2861 1429 1652
# de vésicules o L, o j* 7143 1071 4786 384
Propagules totales Lo, o j* 8795 3932 6214 2036
Propagules totales e g rac inoc™ o j! 2199 983 1554 509

a: 2*™ récolte des bioréacteurs tubulaire; b: une seule récolte; c: Perlite’E non saturé au KNO,

Ces résultats montrent que ces systémes statiques permettent des productions de

propagules supérieures aux productions obtenues par Chavarie et al (1993). IIs avaient

obtenu des productions de spores pour le bioréacteur brouillard de 88 e g de racines

inoculées humides e j' pour 10 semaines de culture. II faut cependant remarquer que

les productions sont exponentielles et que les comparaisons entre les performances des

bioréacteurs qui n’ont pas eu des temps de cultures identiques doivent étre modérées.

La production des bioréacteurs gel-papier aprés 10 semaines était plutdt de

441 propagules ® guumis.' de racine inoculée e j' composé de 280 vésicules et de

161 spores. Il demeure que cette production est supérieure a la production obtenue

par Chavarie et al. (1993).
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La meilleure production est atteinte avec le bioréacteur gel-papier. Le bioréacteur
tubulaire opéré en cuvée obtient des performances similaires, cependant la récolte des
racines de ce systéme rend difficile sa mise en oeuvre. Le point le plus intéressant avec
ce systéme tubulaire est la grande quantité de spores présentes dans le gel lors de la
deuxiéme récolte de son opération en semi-continu. Cette production de spores

représente 41% de la production totale de propagules du systéme gel et papier.

Le bioréacteur tubulaire est une avenue intéressante pour une production de spores.
Ce systéme de production pourrait étre intéressant pour une prolifération d’espéces qui
ne produisent pas de vésicules infectives, comme Gigaspora margarita et Gigaspora
gigantea. Ce systéme ne contient pas de feuille de papier qui pose de grave problémes
d’opération. 11 faudrait cependant modifier le circuit de pompage du gel a grande
échelle pour minimiser les pertes de liquide lors de I’insertion du gel dans les tubes. Un

systéme a piston semble attrayant.

Le bioréacteur avec Perlite™® comme support de culture permet des productions
supérieures a celles observées par Chavarie et al. (1993) et Jolicoeur et al/ (1993)
malgré la grande quantité de sodium larguée dans le milieu de culture. Avec la
saturation de la PerliteM® avant le début de la culture, les pourcentages de colonisation
des racines seront siirement supérieurs 3 ceux obtenus (28%). Des travaux sont

présentement en cours afin de vérifier cette hypothese.
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La baisse de productivité globale des bioréacteurs avec PerliteM® est due a une
production de vésicules faible causée par une colonisation racinaire inférieure a 30%.
En ce qui concerne la production de spores des systémes avec Perlite“, elle est
identique au bioréacteur gel-papier. La production de spores n’est donc pas reliée a la
colonisation racinaire. Afin d’atteindre des taux de production avec les bioréacteurs
avec PerliteM® équivalents au systéme gel-papier, il faudra augmenter le degré de

colonisation racinaire. Pour ce faire, un contréle du sodium devra étre effectué.

Pour tous ces systémes de production, il faut récolter les propagules du champignon.
Selon le procédé choisi, il faudra procéder a des modifications importantes pour cette
récolte. La prochaine section propose donc des avenues techniques pour la récolte des

trois systémes a I’étude.

5.4 RECOLTE DES BIOREACTEURS

La récolte des propagules, le produit biofertilisant d’intérét commercial, fait partie
intégrante du procédé de culture en développement des endomycorhizes. Des
méthodes pour récolter la biomasse sont donc abordées dans cette section. Chacune

des méthodes de récolte est adaptée en fonction du type de bioréacteur étudié.
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5.4.1 BIOREACTEUR GEL-PAPIER

Les vésicules intraracinaires représentent 80% de la production de ce procédé. 1l faut
donc récolter les spores et les racines de ce bioréacteur. Il a été démontré a la section
5.1.8 qu’il n’est pas nécessaire de faire de séparation des racines pour ce procédé. II
est cependant important de couper les racines pour augmenter le nombre de propagules
produites disponibles. Une étude faite par Sylvia et Jarstfer (1992) sur Glomus montre
que la coupe des racines augmente le nombre de propagules infectives. Le découpage
des racines a été réalisé dans un mélangeur culinaire et la taille de coupe optimale

observée est de 63 um. Une coupe radicale des racines semble donc a envisager.

Les spores sont en grandes parties localisées a I'intérieur du gel. I faut donc liquéfier
cette matrice pour récolter les spores. Doner et Bécard (1991) ont développé une
méthode pour briser les liens du gel et le rendre liquide. Cette méthode, qui utilise un
tampon citrate pour changer la configuration des liens ioniques du gel, est trés simple.
Pour que la dissolution soit compléte et rapide ils conseillent de passer le gel dans un
mélangeur culinaire aprés avoir ajouté une quantité de tampon citrate. Le liquide
obtenu peut étre facilement récupéré. Les spores et les hyphes se joignent et forment

une masse de quelques millimétres. I suffit ensuite de laver la biomasse et de la faire

sécher.
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Des récoltes de spores ont été réalisées, avec cette méthode, pour les bioréacteurs avec
gel-papier afin de faire des essais de germination. Les taux de germination des spores
dépassent les 90%, ce qui indique que cette technique permet une récupération efficace
des spores sans modifier leur viabilité. Ce pourcentage élevé implique également que

ce procédé produit des spores de haute viabilité.

L’usage du tampon citrate n’est pas obligatoire, puisqu’aprés la coupe des racines, du
gel et du papier il suffit de laisser sécher pour que le gel en perdant son eau forme une
couche protectrice a la surface des spores. Ces petites pellicules de gel séché sont trés
friables. 1 serait alors facile de mélanger le tout afin d’obtenir un produit fini de

qualité.

5.4.2 BIOREACTEUR TUBULAIRE

Ce procédé opéré en semi-continu ne produit que des spores. Les racines déja
colonisées sont laissées a I’intérieur du bioréacteur a la surface des tubes et du milieu
frais est pompé a 'intérieur. Cette récolte est plus simple que celle du bioréacteur avec
gel et papier. Le gel déja sous forme de pite est recueilli pour ensuite étre séchée ou

mélangée avec un tampon citrate pour en extraire les spores.
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5.4.3 BIOREACTEUR AVEC PERLITEM®

Pour ce procédé, les racines sont mélées avec la Perlite™®. 1 faut donc couper les
racines en petites sections et réduire la dimension des grains de PerliteM® (section
4.5.2). Ce mélange peut ensuite étre séché et entreposé. Les cultures avec PerliteM®
pourraient cependant étre faites avec des grains de plus petites tailles. La récolte en

serait simplifiée, puisque seules les racines devraient étre coupées.

Si une séparation des grains de Perlite™ et des racines est désirée elle sera facilitée par

la taille déja réduite des grains.
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6.0 CONCLUSION

Les endomycorhizes sont appelées en principe a un brillant avenir comme engrais
biologique. En effet, I’association de ce champignon a une plante lui permet d’obtenir
plus facilement les nutriments essentiels pour une croissance optimale. II lui procure
également une meilleure résistance a la sécheresse, aux herbicides et aux insecticides.
C’est pour ces raisons que des recherches sont réalisées afin de développer un systéme

de production a grande échelle de champignons endomycorhiziens.

L’objectif principal de ce projet de recherche était d’étudier et de mieux comprendre
les performances du bioréacteur gel-papier comme frontiére physique, congu par
BIOPRO afin d’en maximiser la production pour ensuite développer un systéme de

production industriel de champignons endomycorhiziens a arbuscules et vésicules.

Les travaux effectués sur ce procédé ont permis de montrer que la production de
spores débutait sa phase exponentielle quand la concentration extracellulaire de PO,
était inférieure a 0,04 mM. Cependant cette concentration doit étre prés de 0,12 mM
en début de culture sinon cet ion deviendra limitant trop rapidement. Une autre
possibilité serait de controler la concentration en PO, afin de ne jamais en manquer tout

en la maintenant sous les 0,04 mM. Les résultats de ces cultures ont également permis
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d’observer que la concentration initiale de NO; du milieu M (3 mM) n’était pas

suffisante.

Un arrét de la croissance racinaire a également été observé durant la production
massive de propagules (entre la 8™ et la 12 semaine). Il a été observé que le CPR
plafonne i la 10™ semaine. Ce plateau indique que la division cellulaire végétale est
presque nulle et que les racines ont arrété leur croissance. Il semblait qu’il y avait eu
une reprise de la croissance racinaire aprés la 12°™ semaine, mais en réalité ce sont les
vésicules qui représentent la majeur partie de cette augmentation du poids de la
biomasse. Le plafonnement du CPR indique donc le début de la phase exponentielle de
production des propagules. Une autre information que donne la mesure du CO, est le
taux spécifique de production de CO, (Qcozx)- La baisse dans ce taux spécifique
indique que le poids de la biomasse augmente sans qu’il y ait d’augmentation de la
production de CO,. La baisse observée dans les cultures des bioréacteurs gel-papier
apreés la 12 semaine indique que les vésicules sont en quantités suffisantes pour avoir

une influence sur le poids global de la biomasse.

Le CPR et le taux spécifique ouvrent la voie au contrdle des cultures de production de
champignons endomycorhiziens. Il sera maintenant possible de déterminer a quel

moment la production de propagules débutera et 4 quel moment elle sera abondante.
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Les résultats de production obtenus avec le bioréacteur gel-papier dépassent les

productions déja obtenues par BIOPRO (2198 propagules ¢ g’ e j' en 112 vs

88 propagules e g de racines inoculées e j! en 68 jours avec des cultures au moyen
d’un bioréacteur brouillard). Il faut cependant noter que seul les spores avient été
évaluées dans la production en brouillard. Cependant les résultats de production en
bioréacteur gel-papier ont montré que les vésicules représentent 84% de la production
finale de propagules. Malgré ces excellents résultats de production du bioréacteur gel-
papier la feuille de papier utilisée comme frontiére demeure un probléme de production
important. C’est pourquoi une série de bioréacteur sans papier ont été démarrés afin
de déterminer le rdle de cette barriére physique. Les résultats de production ont
montré que la frontiére que crée la feuille de papier entre les racines et le milieu de
culture permet d’augmenter la production de vésicules (2  10° propagules @ g™ en 112

jours versus 4,4  10* propagules g en 112 jours).

Comme le bioréacteur gel-papier n’est pas un procédé qui peut étre transposé a grande
échelle, il fallait développer un systéme de production aussi efficace et plus facilement
opérationnel. Ce bioréacteur devra avoir une frontiére entre les racines et le milieu de

culture afin d’augmenter la production.

Le bioréacteur tubulaire basé sur I’étude de Jolicoeur ez al. (1993) a donc été congu.

Le gel y est pompé a I'intérieur des tubes. Les racines sont ensuite déposées sur la
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surface extérieure des tubes fait d’un fin grillage en acier inoxydable (maillages 0.16
mm) afin de créer une barriére physique entre les racines et le milieu nutritif. Ce
maillage ne permet alors qu’a une trés faible quantité de racines de le traverser. Ce
procédé est opéré en semi-continu ou en cuvée. Ce bioréacteur opéré en semi-continu
permet de récolter le gel contenant des spores et d’alimenter du gel frais dans les tubes

afin de débuter une nouvelle culture avec les racines déja présentes a I’intérieures.

En opérant ce procédé en semi-continu, il a été démontré que les taux de production de
spores sont considérablement améliorés. En fait, la production passe de 200 000 a
400 000 spores ® L.y, en 112 jours de culture. Cette production représente 41% de
la production totale du bioréacteur gel-papier. Ce procédé pourrait étre utilisé pour

des productions de champignons endomycorhiziens qui ne produisent pas de vésicules.

Il faut également noter que les productions de ce bioréacteur sont semblables au
bioréacteur gel-papier quand il est opéré en cuvée (8,7 #10° propagules ® Ly en
140 jours de culture pour le tubulaire versus 9,85 ¢10° propagules ® Ly en 112 jours
de culture pour gel-papier). Cependant pour atteindre ces productions il faut récolter

les racines ce qui est plutt complexe avec ce type de bioréacteur.

Des essais avec un nouveau support de culture ont été faites. La Perlite¥", un matériel

couramment employé en horticulture pour I’amendement des sols, a été utilisée. Ce



126

support permet une production de spores identique au bioréacteur gel-papier
(185 000 spores ® L. en 112 jours de culture). Sa croissance racinaire est semblable
au bioréacteur gel-papier avant la hausse de croissance (indice de croissance de 3 pour
la PerliteMC en 84 jours versus 3,5 pour gel-papier en 84 jours). Cependant le taux de
colonisation des racines est faible (25%). La présence importante de Na qui est largué
par la Perlite¥® semble la cause de cette production modérée de vésicules. Il est
possible de saturer la Perlite™" avant le début des cultures afin d’empécher ce largage
de sodium. Des cultures sont présentement en cours 8 BIOPRO avec de la Perlite™°
saturée. Des études doivent étre poursuivies pour déterminer si ce type de bioréacteur
pourrait permettre d’obtenir des taux de colonisation similaires & ceux des bioréacteurs
gel-papier. Le bioréacteur tubulaire reste donc pour I’instant le systéme transposable a

I’échelle industriel ayant les meilleures performances de production.
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7.0 RECOMMANDATIONS

Les résultats de production de spores des bioréacteurs avec PerliteV" sont identiques &
ceux obtenus avec le systéme gel-papier. Cependant le degré de colonisation des
racines est faible (25%). 1l faudrait donc poursuivre les travaux qui sont présentement
en cours a2 BIOPRO avec de la Perlite" saturée en potassium pour s’assurer que les
taux de colonisation atteints sont bien ceux attendus. Il est important de faire ces
travaux puisque ce bioréacteur est celui qui serait le plus facile 3 mettre & I’échelle

industrielle.

En paralléle, des cultures de racines transformées et mycorhizées devraient étre faites
avec des milieux contenant différentes concentrations en sodium. Cette expérience
permettrait de déterminer la concentration limite de sodium permise dans le milieu de

culture, sans provoquer une baisse de la colonisation.

1l serait également important de revoir la méthode développée pour laver et saturer les
grains de Perlite¥“. Le systéme de bioréacteur brouillard permettrait de faire circuler
de I’eau déminéralisée ou une solution concentrée en potassium dans un lit de
PerliteM®. Cette dispersion du liquide sur les grains permettrait d’accélérer et

d’optimiser le lavage et la saturation.
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11 faudrait aussi débuter des cultures avec différentes tailles de grains de Perlite pour

voir s’il est possible de s’affranchir du fractionnement a la fin de la culture.

Les tests de chitine déja développés pourraient étre adaptés afin de permettre d’estimer
plus facilement la quantité de spores présentes avec les grains de Perlite™®. Une
méthode pour estimer le nombre de spores permettrait d’accélérer les analyses, puisque
présentement le test de germination utilisé afin d’évaluer la production de spores prend

de deux a trois semaines.

Il faudrait également modifier le milieu de culture. La concentration initiale de NO;
devrait étre augmentée de fagon prudente, puisqu’une concentration importante
d’azote nuit & la mycorhization racinaire (section 2.3.1.2). Seulement trois cultures ont
été réalisées avec le bioréacteur tubulaire. Il faudrait répéter ces cultures afin de

confirmer les résultats obtenus.

Afin de déterminer le moment ou le NOs et le PO, deviennent limitants dans le milieu il
faudrait faire un suivi en continu du pH qui semble montrer une baisse lors de la

disparition de ces deux éléments du milieu de culture.



129

Les résultats important observés avec les CPR permettent d’entrevoir des moyens de
suivre la production durant les cultures en bioréacteurs. Cependant il faudrait s’assurer
que l’arrét de croissance racinaire observé est dii a la production massive de
propagules. 1l faudrait donc faire des suivis de CO, sur des cultures de racines
chevelues transformées non-mycorhizées. Ces données de CPR avec des racines non-
mycorhizées vont permettre de confirmer que le plafonnement du CPR et que la baisse
du taux spécifique de production de CO, sont directement reliés a la production

exponentielle de propagules.
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