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!
!
!
!
AVANT!PROPOS!

&
Ma! thèse! a! été! réalisée! au! centre! INRA! (Institut! National! de! la! Recherche!

Agronomique)!de!Nancy,!au!sein!de!l’Unité!Mixte!de!Recherche!«!Interaction!Arbres/Micro@

Organismes!»!(I.A.M).!Les!recherches!menées!au!centre!portent!sur! le!fonctionnement!des!

écosystèmes! forestiers.! L’UMR! IAM,! rattachée! à! l’INRA! et! à! l’Université! de! Lorraine,!

s’intéresse! plus! particulièrement! aux! relations! entre! les! arbres,! les! champignons! et! les!

bactéries,!qu’elles!soient!à!bénéfices!réciproques!ou!pathogènes!(Read!and!Perez@Moreno,!

2003).! Mon! projet! de! thèse! s’intègre! dans! une! des! cinq! thématiques! du! laboratoire,! qui!

concerne! l’étude! des!mécanismes! moléculaires! des! interactions! arbres@champignons@

bactéries! du! sol.! Plus! particulièrement,! il! vise! à! comprendre! l’implication! des! voies! de!

l’auxine! dans! les! modifications! de! l’architecture! racinaire! observées! dans! l’interaction!

ectomycorhizienne! (ECM)! entre! le! peuplier! et! le! champignon! ECM! Laccaria& bicolor.! Ma!

thématique! de! recherche! s’inscrit! donc! à! l’interface! de! deux! disciplines!:! les! interactions!

plantes@microorganismes!et!le!développement!racinaire.!
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!
!
!
!
INTRODUCTION!

!
L’introduction!de!ce!document!est!constituée!de!deux!parties.!La!première!concerne!

un!état!de!l’art!des!connaissances!nécessaires!à!la!compréhension!des!résultats!obtenus!au!

cours! de! la! thèse.! Une! synthèse! des! données! acquises! sur! les!mécanismes! d’interactions!

ECMs,! le!développement!de! l’organe! symbiotique!ainsi!que! le!dialogue!moléculaire! connu!

lors!de!l’interaction!est!présentée.!Deuxièmement,!le!rôle!de!l’auxine!dans!la!mise!en!place!

du! système! racinaire! est! décrit.! Par! la! suite,! je! reviendrai! sur! le! rôle! de! l’auxine! dans! les!

interactions! pathogènes! et! bénéfiques! pour! la! plante.! Ce! paragraphe! inclut! un! article! de!

revue! publié! dans! «!Plant& Cell& and& Environment&»! (Sukumar! et& al.,! 2013)! et! auquel! j’ai!

participé.!L’élaboration!de!la!revue!repose!sur!la!collaboration!avec!l’équipe!de!G.!Tuskan!à!

l’ORNL! (Oak! Ridge! National! Lab,! Etats! Unis),! mise! en! place! dans! le! cadre! du! projet! de!

collaboration!«!Plant@Microbe!Interface!».!

A!la!suite!de!l’état!de!l’art,!j’exposerai!les!objectifs!de!la!thèse.!!

Parallèlement,!des!encadrés!illustreront!les!modèles!utilisés!ainsi!que!des!outils!décrits!dans!

la!littérature!et!utilisés!au!cours!de!la!thèse.!



(3)*MicroYorganismes*libres*de*la*
rhizosphère:*

Bio*ferIlisaIon,*rhizoYremédiaIon,*contrôle*
du*stress*de*la*plante*

Augmenta8on%de%la%
croissance%et%de%la%
biomasse%des%

par8es%aériennes%

(1)*Symbiose*mutualiste*bénéfique**
*FormaIon*d’un*nouvel*organe*symbioIque*

Symbiose%mycorhizienne%
AugmentaIon*de*la*nutriIon*des*plantes*

• %AM*:*Mycorrhize*à*arbuscules*
Ex:*Rhizophagus+irregularis+(Glomus+

intraradices)*
• %ECM*:*Ectomycorrhize*

Ex*:*Laccaria+bicolor,+Tuber+spp,+Paxilus+
involitus,+Pisolithus+<nctorius,+Hebeloma+

cylindrosporum%

Endosymbiose%nodulaire%:*
*Bactérie*fixatrice*d’azote*

• *Intérac8on%ac8norrhizienne%
Frankia+spp+

• *Leguminosea/rhizobium%interac8on%
Ex*:*Rhizobium+spp,+Sinorhizobium+

melilo<*

PGPR*:*Rhizobactérie*à*effet*bénéfique*
sur*la*plante*

Ex*:*Phyllobacterium+brassicacearum,+
Baccilus+megaterium,+Serrata+

marcescens,+Azospirillumbrasilense,+
Baccilius+amyloliquefacins,+Pseudomonas+

sringae*

(2)*Endophytes*
Bactéries*ou*champignons*

intracellulaires*
Ex*:*Pirifomospora+indica*

PGPF*:*Champignon*à*effet*bénéfique*sur*
la*plante*

Ex*:*Trichoderma+virens*

Modifica8on%de%
l’architecture%
racinaire%

Encadré%1%:%Classifica8on%des%microorganismes%capables%d’interagir%avec%les%racines%des%plantes%hôtes%

Ce\e*figure*illustre*les*différents*groupes*de*microorganismes*du*sol*établissant*des*interacIons*
mutualistes*avec*différentes*espèces*de*plantes.*Un*certain*nombre*d’organismes*modèles* sont*
cités*pour*perme\re*une*meilleure*compréhension*de*cet*état*de*l’art.*
Les*principaux*effets*observés*sur*la*plante*hôte*sont*présentés.*
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!

Etude&bibliographique&

1 Les&symbioses&ectomycorhiziennes&&

1.1 L’ectomycorhize,& une& interaction& bénéfique& parmi& beaucoup&

d’autres&au&sein&de&la&rhizosphère&

De!Bary,! définit! en! 1887! la! symbiose!mutualiste! comme!une! interaction!bénéfique!

pour! les!deux!partenaires.!Au!sein!de! la! rhizosphère,! trois! types!d’interactions!mutualistes!

peuvent! être! rencontrés! avec! la! racine! des! plantes! (Encadré! 1)! (1)! celles! impliquant! la!

formation! de! nouvelles! structures! symbiotiques! dans! lesquelles! a! lieu! l’échange! de!

nutriments! entre! les! deux! partenaires! (Smith!&! Read,! 2008),! (2)! les! interactions! avec! des!

micro@organismes! dits! endophytes! de! la! racine,! conduisant! à! la! pénétration! du! micro@

organismes! au! sein! de! l’organe! (Kageyama! et& al.,! 2008)! et! (3)! les! interactions! entre! des!

bactéries! ou! des! champignons! libres! du! sol! appelées! respectivement! PGPR! (Plant! Growth!

Promoting!Rhizobacteria!;!Lugtenberg!&!Kamilova,!2009)!ou!PGPF!(Plant!Growth!Promoting!

Fungi).! Il! a!été!mis!en!évidence!que! l’ensemble!de!ces! interactions! se! traduit!par!un!effet!

bénéfique! sur! la! croissance!de! la! plante!hôte! et! induit! des!modifications! de! l’architecture!

racinaire!(Encadré!1!;!Sukumar!et&al.,!2013).!

Parmi! les! interactions! qui! induisent! la! formation! d’un! nouvel! organe! symbiotique,!

nous!pouvons!distinguer!:!les!endosymbioses!dans!lesquelles!le!microorganisme!est!présent!

à!l’intérieur!de!la!cellule!de!la!plante!hôte!et,!les!ectosymbioses!ou!les!échanges!se!déroulent!

au! sein! de! l’apoplaste.! Les! endosymbioses! nodulaires! fixatrices! d’azote! intègrent! les!

interactions! entre! les! légumineuses! et! des! Rhizobium! ainsi! que! les! interactions! entre! les!

plantes! actinorhiziennes! avec! des! bactéries! du! genre! Frankia& (Pawlowski! &! Demchenko,!

2012).!D’autre!part,!les!symbioses!mycorhiziennes!à!arbuscules,!qui!concernent!plus!de!90%!

des! plantes! terrestres! et! des! champignons! de! l’ordre! des!Glomales.! Enfin,! les! symbioses!

dites! ectomycorhiziennes! (ECMs)! développent! aussi! des! structures! symbiotiques!

particulières!;!ce!sont!celles@ci!qui!vont!nous!intéresser!par!la!suite!(Smith!&!Read,!2008).!



Figure%1%:%Origines%diverses%des%ECMs%parmi%les%Basidiomycotes%et%les%Ascomycotes%
A*;*Les*organismes*de*la*lignée*des*champignons*capables*de*former*des*ECM*font*parIe*principalement*des*
divisions*des*Basidiomycota*et*des*Ascomycota,*encadrés*en*rouge*(h\p://tolweb.org/Fungi/2377*;*TREE*of*
LIFE*web*project).*B*;*AppariIons*polyphyléIques*des*ECMs,*6*à*8*fois*chez*les*Agaricomyco<na*sous*groupe*
des*Basidiomycota*comportant*le*plus*de*champignons*ECM*(Extrait*de*Hibbet*&*Matheny*,*2009).*

A%

B%
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1.2 Aspects&phylogénétiques&et&évolutifs&de&la&symbiose&ECM&

Les!symbioses!ECM!concernent!seulement!3%!des!phanérogames!(plantes!à!graines)!

mais! 70%! des! espèces! forestières! des! régions! tempérées,! boréales,! méditerranéennes! et!

subtropicales.!Ces!plantes!hôtes!sont!principalement!des!espèces!ligneuses!pérennes,!parmi!

lesquelles! une! majeure! partie! des! Pinaceae! (gymnospermes)! ainsi! que! 33! familles!

d’angiospermes! dont! les! Betulaceae,! Cistaceae,& Dipterocarpaceae,! Fagaceae,!Myrtaceae,!

Salicaeceae! et! Fabaceae! (Wang! &! Qiu,! 2006).! Les! champignons! impliqués! dans! les! ECMs!

concernent!environ!5000!à!6000!espèces,!qui!appartiennent!principalement!au!phylum!des!

basidiomycètes!ainsi!qu’à!celui!des!ascomycètes!(Figure!1A!;!Molina!et&al.,!1992).!!

L’origine! des! ECMs! est! estimée! entre! 130! et! 180! millions! d’années,! proche! de!

l’origine! des! angiospermes! (estimée! à! 200! millions! d’années)! ainsi! que! celle! des!

basidiomycètes.!Cette!datation!suggère!que!l’ECMs!représentent!une!symbiose!«!jeune!»!en!

regard!de!la!symbiose!mycorhizienne!à!arbuscules,!datée!entre!460!et!350!millions!d’années!

(Simon!et&al.,!1993).!Les!analyses!phylogénétiques!décrivent!l’origine!des!ECMs!en!plusieurs!

fois!et! indépendamment!au!cours!de! l’évolution,! six!à!huit! fois! chez! les!gymnospermes!et!

huit! fois! chez! les!angiospermes,! suggérant!qu’elles!ne! sont!pas! toutes! issues!d’un!ancêtre!

commun!identique!(Figure!1B!;!Hibbett!et&al.,!2000!;!Hibbett!&!Matheny,!2009).!Par!ailleurs,!

une!faible!spécificité!de!la!plante!hôte!pour!le!partenaire!fongique!est!observée.!Il!est!estimé!

que! pour! une!même! espèce! d’arbre! située! à! des! géolocalisations! différentes,! des!milliers!

d’espèces!différentes!de!champignons!ECMs!sont!associées!(Trappe!&!Fogel,!1977).!De!plus,!

de!nombreuses!espèces!de!champignons!ECMs!ont!été! identifiées!sur! le!système!racinaire!

d’un!même!individu!(Bruns,!1995).!

Dans! l’étude! des! ECMs! par! la! communauté! scientifique,! de! nombreux! couples!

d’interactions! sont! utilisés! dont! Eucalyptus& sp.@Pisolithus& tinctorius,! Pinus& sp@Hebeloma&

cylindrosporum,!Quercus&robur@Piloderma&croceum.!Au!sein!de!notre!laboratoire,!l’utilisation!

du!couple!Populus!sp.@Laccaria&bicolor&a!été!privilégié!comme!modèle!d’étude&(Encadré!2).!



Encadré%2%:%PeuplierPLaccaria&bicolor&:%une%interac8on%ECM%modèle%%

L.&bicolor&est*un*champignon*basidiomycète*de* la*famille*des*Lacaires* largement*
répandu.*Le*génome*de*L.+bicolor*a*été*séquencé*par*l’équipe*de*F.*MarIn*et*ses*
collaborateurs* en* 2008* (MarIn* et+ al.,* 2008,* [E]).* Les* annotaIons* associées* ont*
permis* d’idenIfier* des* peItes* protéines* secrétées* (nommées* MISSP)* qui*
pourraient*jouer*un*rôle*dans*l’interacIon*symbioIque*avec*la*plante*hôte.*
En* uIlisant* Agrobacterium+ tumefaciens,* il* est* difficile* mais* possible* de* le*
transformer*généIquement*(Kemppainen*et+al.,*2009).*

Le%peuplier*apparIent*à*la*famille*des*Salicaceae*dont*les*plus*répandus*sont*des*
genres* Salix* (saule)* et* Populus* (tremble* et* peuplier).* Avec* le* peuplier* noir* (P.+
nigra),*le* *tremble*(P.+tremula)*et*le*peuplier*blanc*(P.+alba)*composent*les*trois*
espèces* endémiques* de* peupliers* européens.* Le* peuplier* uIlisé* au* sein* du*
laboratoire*est*un*hybride*P.+tremula+x*P.+alba,+clone*INRA*717Y1YB4.*
Les*hybrides*de*peupliers*sont*devenus*des*arbres*modèles*à*2*niveaux*:*
(1)  Modèle% de% laboratoire% :% Le* génome* du* peuplier* originaire* d’Amérique* du*

nord*P.+trichocarpa+(clone*NisquallyY1)*a*été*séquencé*en*2006*par* l’équipe*
de* G.* Tuskan* et* ses* collaborateurs* (Tuskan* et+ al.,* 2006).* Le* génome* du*
peuplier* est* décrit* de* peIte* taille* 520Mb* et* a* subi* une* duplicaIon.* La*
séquence* génomique* de* P.+ trichocarpa+ est* donc* disponible* [A]* et* est*
conInuellement* annotée* [B],* ce* qui* a* permis* le* développement* récent* de*
nouvelles* bases* de*données*uIlisées* pour* visualiser* les*méta*données*par*
gènes*cibles*([C]*;*Sjödin*et+al.,*2009).*

******La*transformaIon*généIque*est*le*problème*majeur*de*l’étude*foncIonnel*de*gènes*chez*les*arbres.*
La* transgénèse* du*peuplier* a* été* rapportée* pour* plusieurs* hybrides* du* genre*Populus+ tels* que*P.+
tremula+x*P.+tremuloides+(clone*T89),*P.+canescens+x+P.+grandidentada+et*P.+tremuloides+x+P.+davidiana+
(Busov*et+al.,*2010).*L’hybride*le*plus*uIlisé*pour*la*transformaIon*reste*l’hybride*Populus+tremula+x*
P.alba,+(clone*INRA*717Y1YB4*;*Leplé*et+al.,*1992).**

(2)%Modèle%d’intérêt%économique% :%Le*bois*de*peuplier*est*uIlisé*pour* confecIonner*des*emballages*
légers*de* forme*et*de*capacités* très*diverses*ainsi*que*des*panneaux*de*contreplaqués.* Il*est* l’un*
des*arbres*principalement*culIvé*en*France*[D].*De*plus,*le*bois*est*maintenant*apparu*comme*une*
source*d'énergie*renouvelable,*qui*pourrait*être*uIlisée*comme*alternaIve*au*pétrole.*Le*peuplier*
est*actuellement*culIvé*en*courtes*rotaIons.*De*part*la*croissance*rapide,*ces*cultures*perme\ent*
de* produire* de* la* biomasse* rapidement* et* ainsi* d’uIliser* la* cellulose* du* bois* pour* produire* du*
bioéthanol*(Dickmann,*2006).*

Le%modèle%d’interac8on%peuplierPL.&bicolor&:%
De*par* la* disponibilité* de* leur* génome* respecIf,* ainsi* que*de* la* capacité* de* les*
culIver*en*système*de*culture*in+vitro,*ces*deux*partenaires*ont*été*choisis*comme*
interacIon* ECM* modèle.* Leur* coYculture* en* condiIon* in+ vitro+ conduit* à* la*
colonisaIon*du*champignon*autour*de* la*racine,*puis*à* la*formaIon*d’un*réseau*
de*HarIg*entre*les*cellules*de*l’épiderme*(Images*ciYcontre*;*Felten*et+al.,*2009).*A*
ce*jour,*à*l’ère*génomique,*le*génome*d’autres*arbres*dont*l’épicéa*et*l’Eucalyptus*
sont*disponibles*(Nystedt*et+al.,*2013;*h\p://www.phytozome.net/).*Ces*espèces*
sont* aussi* uIlisées* dans* les* études* sur* les* symbioses* ECMs.* Parallèlement,* le*
séquençage*de*nombreux*champignons*ECMs*a*été*iniIé.*Les*données*obtenues*
faciliteront*l’uIlisaIon*d’autres*modèles*d’un*point*de*vue*moléculaire.**

Références*et*ouIls*disponibles*sur*ce*modèle*:*
[A]*h\p://genome.jgiYpsf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html*
[B]*h\p://www.phytozome.net/search.php?method=Org_Ptrichocarpa*
[C]*h\p://www.popgenie.org/*
[D]*www.peupliersdefrance.org*
[E]*h\p://genome.jgi.doe.gov/Lacbi2/Lacbi2.home.html*

Felten*et+al.,*2009*

MarIn*et+al.,*2008*



Figure%2%:%Principaux%échanges%entre%le%champignon%ECM%et%la%plante%hôte%
(A)* SchémaIsaIon*des* échanges* trophiques* qui* ont* lieu* au* sein* du* réseau*de*HarIg* (B)* dans* la*mycorhize*

mature*(C).*Les*importeurs*sont*notés*dans*des*ronds*et*les*exporteurs*dans*des*carrés.*Suc*:*saccharose;*Fruc:*

fructose;* Inv* :* invertase* ;*Pi* :*phosphate* inorganique;*Aa:*acides*aminée*;*NH3:*ammonia;*NH4+:ammonium;*

SO4
2Y:*sulfate,*K+:*potassium.*B;*ObservaIon*microscopique*d’une*coupe*transversale*de*mycorhize*(C)*formée*

entre*le*peuplier*et*L.+bicolor.+rc:*cellules*du*rhizoderme,*cc:*cellule*du*cortex,*m:*manteau*fongique,*hn:*réseau*

de*HarIg.*(D’après*MarIn*et*Nehls*2009)*
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1.3 Les& effets& bénéfiques& de& la& symbiose& sur& la& plante& hôte&:& des&

échanges&nutritifs&mais&pas&seulement&

L’azote!et!le!phosphate!sont!considérés!comme!les!principaux!facteurs!limitant!de!la!

croissance! de! la! plante! (Marschner,! 1995! ;!Gojon!et& al.,! 2009! ;!Maathuis,! 2009).!Dans! les!

forêts!boréales!et! tempérées!de! l’hémisphère!nord!à!sols!pauvres,! les!arbres! interagissent!

principalement!avec!les!champignons!ECMs,!qui!peuvent!fournir!jusqu'à!70%!des!ressources!

en!azote!et!phosphate!(Smith!&!Read,!2008).!

L’azote! est!majoritairement! absorbable! par! la! plante! sous! les! formes! inorganiques!

NO3
@!et!NH4

+.!Or,!l’azote!étant!présent!dans!le!sol!majoritairement!sous!forme!de!polymères!

de! composés! azotés! et! d’acides! aminés,! il! devient! difficilement! assimilable! par! la! plante!

(Figure! 2!;! Xu! et& al.,! 2012).! Les! champignons! ECMs! sont! capables! via! l’activité! de! leurs!

transporteurs,!d’absorber! les!composés!azotés! (Müller!et&al.,!2007! ;!Plassard!et&al.,!2011).!

Une! fois! hydrolysés! en! ammonium,! ces! composés! sont! transportés! vers! l’apoplaste! et!

assimilables!par! la!plante!hôte!(Figure!2!;!Chalot!et&al.,!2006! ;!Casieri!et&al.,!2013).!D’autre!

part,!le!phosphate,!disponible!proche!de!la!racine,!est!rapidement!absorbé!par!la!plante!sous!

sa!forme!inorganique!HPO3
+,!et!devient!un!facteur! limitant!dans! la!croissance!de!la!plante.!

Les! champignons! ECM! favorisent! l’assimilation! du! phosphate! par! le! réseau! d’hyphes!

extramatriciels! (Plassard! et& al.,! 2011).! De! plus,! les! champignons! ECMs! sont! capables! de!

mobiliser! l’azote! et! le! phosphate! sous! les! formes! organiques! du! sol! grâce! à! un! cocktail!

d’enzymes!exportées!dans!le!sol!(Figure!2!;!Müller!et&al.,!2007!;!Lucic!et&al.,!2008!;!Plassard!et&

al.,!2011).!

Il! ne! faut! pas! négliger! la! part! essentielle! du! transfert! d’autres! nutriments,! dont! le!

sulfate!(SO4
@)!et!le!potassium!(K+)!du!champignon!vers!la!plante!hôte!(Figure!2!;!Casieri!et&al.,!

2013).!

De!son!côté,!la!plante!va!fournir!au!champignon!des!éléments!carbonés,!produits!de!

la!photosynthèse.!Dans!les!systèmes!ectomycorhiziens,!entre!2!à!30%!des!photosynthétats!!

sont! transportés! de! la! plante! hôte! vers! le! partenaire! fongique! (Smith! &! Read,! 2008).!

Curieusement,! le! saccharose! considéré! comme! l’ose! le! plus! transporté! dans! la! plante,! ne!

peut!être!assimilable!par! le!champignon.! Il!est!donc!supposé!que! le!saccharose!est!délivré!

dans!l’interface!plante@champignon,!ensuite!hydrolysé!en!hexoses,!glucoses!et!fructoses!par!



Figure% 3% :% Caractéris8ques% de% la% structure% de% l’organe% symbio8que% dans% la% symbiose%
ectomycorhizienne%
AYB* ;* SchémaIsaIon* en* coupe* transversale* (A)* des* trois* principales* structures* de* la* mycorhize* (B)* :* le*
manteau*fongique*d’hyphes*ramifiés,*le*réseau*de*HarIg*ainsi*que*les*hyphes*extra*matriciels*qui*explorent*
le* sol* (D’après* Landeweert* et+ al.,* 2001).* CYE* ;* DispariIon* progressive* des* poils* absorbants* dans* la* RL* de*
Betula+alleghaniensis+en*contact*avec*Pisolithus+<nctorius,*observées*au*microscope*électronique*à*balayage,*
barres=100μm,* (Massico\e* et+ al.,* 1990).* FYG* ;* Comparaison* de* la* structure* racinaire* de* coupes*
longitudinales* de* RL* d’Eucalyptus+ pilularis+ et* d’une*mycorhize* formée* avec* le* champignon* ECM* Pisolitus+
<nctorius.*Noter* la*modificaIon*de* la*structure*de* la*coiffe*racinaire*(*)*ainsi*que* la*croissance*radiale*des*
cellules*de*l’épiderme*en*contact*avec*les*hyphes*du*champignon*(Massico\e*et+al.,*1987)*
H* ;* ObservaIon* de* mycorhizes* dioïques* de* structure* coralloïde* de* racines* de* Pinus+ sp* (
h\p://mykorhizy.webpark.cz/morphology.htm)* ;* I,* nouvelles* divisions* et* formaIon* de* deux* méristèmes*
indépendants*de*celui*préformé*(flèches,**Laajanen*et+al.,*2007).*
RH:*Réseau*de*HarIg,*m:*manteau*fongique,*hy:*hyphe*extramatricielle,**
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des! invertases! directement! dans! l’apoplaste! et! ces! composés! sont! transportés! par! le!

champignon!(Figure!2!;!Nehls!et&al.,!2001!;!Casieri!et&al.,!2013).!!

Il! a! été! montré! que! les! interactions! ECMs! n’ont! pas! seulement! un! effet! sur! la!

nutrition!de! la!plante!hôte!mais!aussi!dans! la!réponse!à!des!stress!biotiques!et!abiotiques.!

Une! meilleure! résistance! à! certains! pathogènes! a! été! mise! en! évidence! dans! différents!

pathosystèmes! lorsque! la! plante! est! mycorhizée! (Pfabel! et& al.,! 2012! ;! Nagy! and! Fossdal,!

2013).! Une! meilleure! croissance! des! plantes! mycorhizées,! cultivées! en! condition! de!

contraintes!osmotiques!est!aussi!décrite!(Bogeat@Triboulot!et&al.,!2004!;!Valdés!et&al.,!2006;!

Langenfeld@Heyser! et& al.,! 2007! ;! Luo! et& al.,! 2009).! De! plus,! la! capacité! du! champignon! à!

absorber! les! métaux! lourds! permet! de! créer! une! niche! écologique! qui! favoriserait! la!

croissance!de!la!plante!sur!des!sites!pollués!(Blaudez!et&al.,!2000).!

1.4 Le&développement&de&la&mycorhize&

1.4.1 Structure&des&racines&ectomycorhizées&

Il!existe!une!diversité!considérable!de!la!structure!du!développement!des!ECMs!qui!est!

fonction! des! couples! d’interactions! concernés! (Smith! &! Read,! 2008).! Néanmoins,! la!

mycorhize!mature! est! caractérisée! par! trois! structures! communes!:! la!mise! en! place! d’un!

manteau!d’hyphes!fongiques!dense!autour!de! la!racine!(Figures!3A!et!3B),!qui!va!conduire!

ensuite! à! la! formation! d’un! réseau! mycélien! ramifié! entre! les! cellules! épidermiques! et!

corticales!de!la!racine,!appelé!le!réseau!de!Hartig!(Figures!3A!et!3B!;!Massicotte!et&al.,!1987).!

L’échange!de!nutriments!entre!le!champignon!et!la!plante!est!localisé!au!niveau!de!ce!réseau!

à! travers! l’apoplasme! (Figure! 2!;! Smith! &! Read,! 2008).! Il! a! été! proposé! que! lors! de!

l’interaction! des! racines! de! l’Eucalyptus! avec! Pisolitus& ssp.,& la! colonisation! de! la! racine!

débute! par! la! colonisation! des! hyphes! fongiques! à! l’apex! de! la! racine! qui! envahissent!

progressivement! l’ensemble! de! la! racine! (Horan! et& al.,! 1988).! Parallèlement,! le! réseau!

d’hyphes!extramatriciels!se!développe.!Ce!réseau,!élément!majeur!dans!l’exploration!du!sol!

environnant,! est! responsable! de! l’absorption! des! nutriments,! monnaie! d’échange! du!

champignon!dans!l’interaction!(Figures!2!et!3!;!Rousseau!et&al.,!1994)!
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1.4.2 Les&modifications&du&système&racinaire&&

Un!système!racinaire!mycorhizien!se!caractérise!par!la!présence!de!nombreuses!racines!

courtes!et!gonflées!résultant!d’une!stimulation!de!la!formation!des!racines!latérales!(RLs)!et!

d’un!arrêt!de!croissance!de!celles@ci.!La!stimulation!de!la!formation!de!RLs!a!été!décrite!chez!

de! nombreuses! plantes! hôtes! telles! que! Pinus& pinastrer,! Picea& abies,! Cistus& incanatus& et!

Populus& tremula! x!P.&alba& (Burgess!et&al.,!1996! ;!Tranvan!et&al.,!2000! ;!Niemi!et&al.,!2002! ;!

Rincón!et&al.,!2003! ;!Felten!et&al.,!2009! ;!Splivallo!et&al.,!2009).!Bien!que! la!mycorhize!soit!

connue! pour! son! phénotype! de! «!racine! courte!»,! l’arrêt! de! croissance! racinaire! est! mal!

caractérisé.!Il!a!été!montré!que!Tuber&ssp& inhibe!la!croissance!racinaire!de!Cistus&incanatus&

(Splivallo!et&al.,! 2009),!mais!d’autres!études!observent!une!augmentation!de! la! croissance!

racinaire! de!Picea& abies&et!Pinus& pinaster! en! présence! du! champignon! Laccaria& bicolor&et!

Hebeloma&cylindrosporum!(Karabaghli!et&al.,!1998!;!Tranvan!et&al.,!2000).!!

Au!cours!de!la!colonisation!de!la!racine!par! les!hyphes!fongiques,!une!modification!des!

cellules!de!l’épiderme!est!observée,!dont!la!disparition!des!poils!absorbants!et!la!croissance!

radiale!des!cellules!de!l’épiderme!(Figures!3C!à!3G!;!Massicotte!et&al.,!1987!;!Ditengou!et&al.,!

2000).!Ces!phénotypes!sont!accompagnés!par!une! réduction!de! la!coiffe! racinaire!et!de! la!

taille!de! la! zone!méristèmatique! (Figures!3F!et! 3G!;!Massicotte!et&al.,! 1987! ;!Horan!et&al.,!

1988).! Bien! que! ces! modifications! cytologiques! soient! bien! connues,! les! mécanismes!

cellulaires!et!moléculaires!impliqués!ne!le!sont!pas.!

Lors! de! la! mycorhization! des! espèces! du! genre! Pinus,! une! dichotomisation! de! l’apex!

racinaire! est! observée!;! elle! peut! atteindre! jusqu’à! 30! ramifications,! ce! qui! forme! une!

structure!coralloïde!des!mycorhizes!(Figures!3H!et!3I!;!Smith!&!Read,!2008).!

1.5 Le&dialogue&moléculaire&lors&de&la&formation&de&la&mycorhize&

Les! acteurs! des! voies! de! signalisation! impliqués! dans! la! formation! de! l’ECM! sont! peu!

connus.! Le! partenaire! végétal! étant! pour! la! majorité! un! arbre,! les! études! des! voies! de!

signalisation! par! voie! génétique! restent! difficiles! à! réaliser.! Par! ailleurs,! l’apparition! à!

plusieurs! reprises! au! cours!du! temps!de! la! symbiose!ECM! réduit! la!possibilité!de! voies!de!

signalisation! communes.! Cependant,! certaines! stratégies! convergentes! peuvent! être!
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décrites.! Deux! types! de! signaux! peuvent! être! distingués!:! 1)! les! signaux! dit! précoces,!

observés!lors!de!la!pré@colonisation!du!champignon!sur!le!racine,!2)!les!signaux!impliqués!par!

la!suite!lors!de!la!mise!en!place!de!l’organe!symbiotique!(Figure!4).!!

1.5.1 Les&signaux&de&pré[colonisation&entre&les&deux&partenaires&

Les!signaux!pouvant!jouer!un!rôle!dans!les!étapes!précoces!de!l’interaction!sont!étudiés!

à! travers! deux! phénotypes!:! la! stimulation! de! la! ramification! des! hyphes! du! partenaire!

fongique!et!la!stimulation!des!RLs!de!la!plante!hôte!(Figure!4A).!

!

Les!échanges!de!signaux!entre!les!deux!partenaires!se!traduisent!par!une!stimulation!de!

la!ramification!des!hyphes!fongiques,!augmentant!ainsi!la!probabilité!de!rencontre!avec!les!

racines!de!la!plante!hôte.!Il!a!été!mis!en!évidence!que!l’auxine,!certaines!cytokinines!telles!

que! la! zéatine,! ainsi! que! l’application! d’exsudats! racinaires,! induisent! la! croissance,! la!

ramification!ainsi!que!la!germination!des!spores!des!champignons!ECMs!(Figure!4A!;!Gay!&!

Debaud,! 1987! ;! Gogala,! 1991).! Les! flavonoïdes,! connues! pour! être! impliquées! dans! les!

étapes!précoces!des! interactions!Rhizobium@Légumineuses! et! des!mycorhizes! à! arbuscules!

(Aguilar!et&al.,!1988!;!Bécard!et&al.,!1992)!ont!aussi!été!identifiées!comme!régulatrices!de!la!

croissance! des! hyphes! fongiques! d’ECMs! (Lagrange!et& al.,! 2001).! La! rutine,! une! flavonole,!

identifiée! dans! les! exsudats! racinaires! d’Eucalyptus& globulus,& induit! la! croissance! de!

Pisolithus&sp.!(Figure!4A!;!Lagrange!et&al.,!2001).!

!

Du!côté!de!la!plante!hôte,!une!stimulation!de!la!formation!de!RLs!a!été!décrite!dans!les!

étapes!précoces!de! la!mise!en!place!de! la!mycorhize! (Burgess!et&al.,!1996! ;!Tranvan!et&al.,!

2000!;!Niemi!et&al.,!2002!;!Rincón!et&al.,!2003!;!Felten!et&al.,!2009!;!Splivallo!et&al.,!2009),!et!

ceci!en!absence!de!contact!physique!entre!les!deux!partenaires!(Felten!et&al.,!2009!;!Splivallo!

et&al.,!2009!;!Felten!et&al.,!2010).!De!manière!surprenante,!une!stimulation!de!la!formation!

des!RLs!d’une!plante!non!hôte,!Arabidopsis&thaliana,!a!été!observée&en!réponse!à!L.&bicolor&

et!à!Tuber&sp.! (Felten!et&al.,!2009!;!Splivallo!et&al.,!2009!;!Felten!et&al.,!2010).!Ces!résultats!

suggèrent!la!production!et!la!libération!de!molécules!volatiles!par!le!champignon!(Figure!4A).!

Une! étude! de! Splivallo! et! ses! collaborateurs! a!montré! que! l’éthylène! serait! à! l’origine! de!

cette! stimulation.! Le!mutant!ein2,! d’A.& thaliana&affecté!dans! la! signalisation!de! l’éthylène,&

est! moins! sensible! à! Tuber& ssp! en! terme! de! stimulation! des! RLs,! comparé! aux! plantes!
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sauvages!(Splivallo!et&al.,!2009).!Parallèlement,!plusieurs!études!ont!démontré!la!capacité!de!

certains!champignons!ECMs!à!produire!de!l’éthylène,!mais!d’autres!en!sont! incapables!tels!

que!Pisolithus&tinctorius&(Graham!&!Linderman,!1980!;!Rupp!&!Mudge,!1985!;!Splivallo!et&al.,!

2009),& suggérant! un! rôle! important! de! l’éthylène! comme! molécule! signal! dans! certaines!

interactions.! D’autres! études!montrent! que! les! jasmonates! ou!méthyljasmonates! seraient!

impliquées! dans! les! phases! précoces! de! l’interaction! (Figure! 4A!;! Regvar!&!Gogala,! 1997).!

Ces! deux! phytohormones,! appliquées! de! manière! exogène! sur! la! racine! induisent! la!

formation!de!nouvelles!RLs!(Swarup!et&al.,!2007!;!Ivanchenko!et&al.,!2008!;!Sun!et&al.,!2009).!

!

1.5.2 Les&signaux&symbiotiques&au&cours&du&contact&entre&les&deux&partenaires&

• Signaux!mis!en!place!par!le!champignon!

Au!cours!de!la!formation!de!la!mycorhize,!le!partenaire!fongique!sécrète!des!molécules,!

induisant!une!structuration!de!l’interface!plante@champignon!et!favorise!ainsi!la!pénétration!

des!hyphes!fongiques!entre!les!cellules!racinaires!(Figure!4B!;!Plett!&!Martin,!2011!;!Felten!et&

al.,! 2012).! Parmi! celles! décrites! dans! la! littérature,! de! nombreuses! molécules! impliquées!

dans! le! remodelage! de! la! paroi! cellulaire! ont! été! identifiées! telles! que! les! lectines,! les!

protéines! ou! les! glycoprotéines! qui! se! lient! spécifiquement! à! des! résidus! osidiques,! des!

hydrophobines! et! des! polypeptides! acides! appelées! SRAPS! (pour! Symbiosis! Related!Acidic!

Polypeptides),!dont!l’expression!est!régulée!au!cours!de!la!symbiose!ECM!(Figure!4B!;!Martin!

&!Nehls,!2009).!

Lors! des! interactions! pathogènes,! il! a! été! mis! en! évidence! la! présence! de! petites!

protéines! sécrétées! par! le!micro@organisme! (Win!et& al.,! 2012).! Ces! protéines,! qui! peuvent!

être!«!transloquées!»!à!l’intérieur!de!la!cellule!hôte,!interfèrent!ensuite!avec!les!mécanismes!

biologiques!de!la!plante!et!sont!ainsi!appelées!effecteurs.&Lors!du!séquençage!du!génome!de!

L.&bicolor&et!des!analyses!de!transcriptomique&menées!sur!la!symbiose!peuplier@L.&bicolor&et!

sapin@L.& bicolor,& la! présence! de! nombreux! gènes! codant! des! petites! protéines! sécrétées,!

appelées!MISSP,!pour!Mycorrhiza!Induced!Small!Secreted!Proteins,!a!été!identifiée!(Martin!

et& al.,! 2008).! La! fonction! de! l’ensemble! de! ces! protéines! n’est! pas! clairement! établie.!

Certaines! auraient! un! rôle! dans! les! mécanismes! de! reconnaissance! entre! les! deux!

partenaires! (C.! Veneault@Fourrey,! communications! personnelles),! d’autres! interviendraient!

dans! la! formation! de! l’organe! symbiotique,! comme! le! suggère! les! études! réalisées! sur!
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LbMISSP7.!En!effet,!MISSP7!est!fortement!exprimé!dans!la!mycorhize!mature,!la!protéine!est!

localisée!dans!le!noyau!des!cellules!de!la!racine!en!contact!avec!le!réseau!de!Hartig!(Plett!et&

al.,! 2011).! De! plus,! les! lignées! d’interférence! RNAi! MISSP7! de! L.& bicolor! possédant! une!

expression! du! gène!MISSP7& réduite,! ne! développent! pas! de! réseau! de! Hartig! (Figure! 4B!;!

Plett! et& al.,! 2011).! De! plus,! MISSP7! est! induite! dans! les! hyphes! de! L.& bicolor! en! contact!

indirect!avec!la!racine!de!peuplier,!ainsi!qu’en!présence!de!flavonoïdes!(rutine!et!quercitine!;!

Figure! 4B!;!Plett!&!Martin,! 2012).! Ces! études! suggèrent! un! rôle! crucial! de!MISSP7! comme!

effecteur! fongique! dans! la! formation! de! l’organe! ECM.! Lors! de! l’analyse! du! génome! du!

deuxième! champignon! ECM! séquencé,! l’ascomycète,! Tuber& melanosporum,! ce! groupe! de!

protéines! effectrices,! n’a! pas! été! retrouvé! (Martin! et& al.,! 2010).! Ce! résultat! révèle! des!

différences,!entre!les!différents!couples!d’interactions,!dans!les!voies!de!signalisation!lors!de!

la!mise!en!place!de!la!mycorhize.!

&

• Les!réponses!de!la!plante!

Les! analyses! transcriptomiques!menées! sur! le! changement! de! l’expression! globale! des!

gènes!de!la!plante!hôte!ont!été!menées!afin!de!comprendre!les!différents!signaux!impliqués!

lors!(1)!de!l’initiation!et!la!reconnaissance!entre!les!deux!partenaires,!(2)!de!la!colonisation!

du!champignon!sur!la!racine!et!(3)!dans!la!formation!de!l’organe!symbiotique!(Voiblet!et&al.,!

2001! ;! Johansson!et&al.,!2004! ;!Duplessis!et&al.,!2005! ;!Morel!et&al.,!2005! ;!Le!Quéré!et&al.,!

2005!;!Wright!et&al.,!2005!;!Frettinger!et&al.,!2007!;!Heller!et&al.,!2008!;!Felten!et&al.,!2009!;!

Sebastiana!et&al.,!2009!;!Flores@Monterroso!et&al.,!2013!;!Tarkka!et&al.,!2013).!Duplessis!et!ses!

collaborateurs! ont!montré! que! la! formation! de! la!mycorhize! entre!Eucalyptus& globulus&et!

Pisolitus& tinctorius! s’accompagne! de! différents! patrons! d’expression! de! gènes.! Dans! les!

phases! précoces! de! reconnaissance! et! d’adhésion! du! champignon,! une! modification! des!

gènes!codant!des!protéines!liées!au!métabolisme!de!remodelage!de!la!paroi!cellulaire!et!de!

réponse! au! stress! a! été! observée.! Lors! de! la! formation! du! manteau! fongique,! une!

modification!de!la!voie!des!sucres!et!des!voies!hormonales!de!la!plante!est!décrite.!Lorsque!

la!mycorhize!est!fonctionnelle,!une!modification!des!voies!de!biosynthèse!des!acides!aminés!

et!des!acides!gras!s’opère!(Figure!4B!;!Duplessis!et&al.,!2005).!

Certaines! études!montrent! une! augmentation! transitoire! de! l’expression! des! gènes! de!

défense!de!la!plante!dans!les!étapes!précoces,!suggérant!une!première!réaction!de!défense!

comparable!à!celle!observée!dans!les!interactions!plantes@pathogènes!(Figure!4B!;!Martin!et&
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al.,! 2001! ;! Duplessis!et& al.,! 2005! ;! Sebastiana!et& al.,! 2009).! D’autres! études! décrivent! une!

diminution! des! gènes! impliqués! dans! la! défense! de! la! plante! suggérant! ainsi! un! «!laissez@

passer!»!de!la!plante!par!une!inhibition!des!voies!de!défense!(Flores@Monterroso!et&al.,!2013!

;!Tarkka!et&al.,!2013).!Ces!résultats!décrivent!donc!une!régulation!complexe!de!la!pénétration!

des!hyphes!fongique!dans!les!cellules!de!l’épiderme!et!du!cortex!de!la!plante!(Figure!4B).!

!

En& conclusion,& contrairement& à& la& voie& de& signalisation& ligants/récepteurs& et& à& la&

cascade& de& signalisation& spécifique& décrites& dans& les& interactions& nodulaires& fixatrices&

d’azote&et&les&endosymbioses&à&arbuscules&(Oldroyd,&2013),&aucune&voie&commune&n’a&été&

décrite& dans& l’établissement& des& ECMs.& Du& coté& du& partenaire& fongique,& les& études&

actuelles& ont&montré& que& les&molécules& spécifiques& à& la& symbiose& ECM&décrites& (MISSP)&

semblent&spécifiques&à&l’espèce&de&champignon&et&du&couple&d’interaction&étudié.&De&plus,&

dans&les&échanges&plante[champignon,& le&partenaire&fongique&semble&détourner&les&voies&

de& signalisation& des& jasmonates,& des& flavonoïdes,& des& cytokinines& et& de& l’auxine& de& la&

plante.&Ces&molécules&ne& semblent&pas&être& spécifiques&au& spectre&hôte&des&ECMs&et&ne&

semblent& pas& être& impliquées& dans& tous& les& couples& d’interaction.& Les& phénotypes&

observés,&ramification&des&hyphes&du&champignon&et&la&stimulation&de&la&formation&des&RLs&

ne&sont&pas&spécifiques&aux&partenaires&symbiotiques.&Du&côté&de&la&plante&hôte,&les&voies&

de&réponse&(défense,&acteurs&de&modification&des&parois)&sont&identifiées&mais&les&cascades&

de&signalisation&les&régulant&sont&mal&connues&(Figure&4B).&

!

La! voie! de! signalisation! de! l’auxine! est! modifiée! chez! la! plante! hôte! en! réponse! au!

champignon.!L’auxine!pourrait! intervenir!comme!molécule!signal!dans! les!étapes!précoces!

d’interaction! et! pourrait! participer! à! la! structuration! de! l’organe! symbiotique.! Ces! études!

sont! le! fruit! du! questionnement! sur! les! modifications! du! système! racinaire! observé,! la!

stimulation!de! la! formation!des!RLs!et! sur! la!présence!de! racines! courtes!des!mycorhizes.!

Afin!de!comprendre!le!rôle!joué!par!l’auxine!dans!ces!interactions,!une!deuxième!partie!sur!

le!rôle!capitale!de!l’auxine!dans!l’architecture!racinaire!est!maintenant!argumentée.!



Figure% 5% :%Modèle% de% l’effet% dosePréponse% de% l’auxine% en% fonc8on% de% l’organe% étudié% dans% la%
plante*
La*croissance*des*organes*de*la*plante*(division*et*élongaIon)*est*foncIon*de*la*concentraIon*de*l’auxine.*
Roots,*Racines*;*Buds,*Bourgeon*;*Stems,*Tige.**
Thimann,*1938**
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!

2 Importance& de& l’auxine& dans& les& modifications& de&
l’architecture&racinaire&

2.1 Importance& de& la& régulation& des& gradients& auxiniques& dans& la&

plante&

La!phytohormone!auxine!a!été! identifiée!dans!de!nombreuses!espèces!de! la! lignée!

verte! (Johri,! 2008).! Elle! est! aussi! étudiée! en! tant! que! métabolite! secondaire! dans! les!

bactéries!et!les!champignons!et!a!été!identifiée!dans!la!lignée!«!animal!»,!notamment!dans!

certains! nématodes! (Gruen,! 1959! ;! De! Meutter! et& al.,! 2005! ;! Johri,! 2008! ;! Spaepen! &!

Vanderleyden,!2011).!L’acide!indole@3@acétique!(AIA)!est!l’auxine!endogène!majoritaire!dans!

les! plantules! d’A.& thaliana& (Novák!et& al.,! 2012).!Néanmoins,! d’autres!molécules! possèdent!

des!effets!auxiniques!sur!le!développement!de!la!plante,!tels!que!l’acide!indole@3@butyrique!

(AIB),! l’acide! phenylacétique! (APA)! et! l’acide! 4@chloroindole@3@acétique! (4Cl@AIA).! Des!

molécules! synthétiques,! plus! stables,! présentent! un! effet! auxinique,! dont! l’acide! 2,4@

dichlorophenoxyacétique!(2,4@D)!et!l’acide!α@naphtalène!acétique!(ANA).!Bien!que!leur!effet!

de!type!auxinique!soit!reconnu,!des!modifications!dans!leur!perception!et!leur!transport!ont!

été!observées!(Simon!&!Petrášek,!2011!;!Simon!et&al.,!2013).!

L’auxine!joue!un!rôle! important!dans!la!régulation!du!cycle!cellulaire!ainsi!que!dans!

les!processus!d’élongation!et!de!différentiation!cellulaires!(Perrot@Rechenmann,!2010).!De!ce!

fait,!elle!est! impliquée!dans!de!nombreux!processus!développementaux,!embryonnaires!et!

post! embryonnaires! dont! la! croissance! racinaire,! la! formation! de! nouvelles! RLs,! le!

développement! du!méristème! caulinaire! et! le! développement! des! tissus! vasculaires! de! la!

feuille! (Vanneste! &! Friml,! 2009).! L’auxine! a! aussi! l’originalité! d’avoir! un! effet! de! dose@

réponse!sur!la!régulation!de!la!croissance.!On!constate!que!les!effets!induits!par!l’apport!de!

l’auxine! exogène! ou! par! la! concentration! endogène! de! l’hormone! au! sein! des! tissus! sont!

fonction!de!la!concentration!et!de!l’organe!concerné!suggérant!des!différences!de!sensibilité!

des!tissus!vis!à!vis!de!d’auxine!(Figure!5!;!Thimann,!1938!;!Evans!et&al.,!1994).!Une!inhibition!

de!la!croissance!de!la!tige!et!de!la!racine!est!observée!après!application!d’AIA!à!10!mM!ou!10!



Encadré%3%:%Les%ou8ls%d’observa8on%de%la%localisa8on%8ssulaire%de%l’auxine%

Afin*d’étudier*la*distribuIon*Issulaire*de*l’auxine*in+planta*différents*ouIls*ont*été*développés*:*

Petersson*et*al.,*2009*

• %L’immunolocalisa8on%in&situ&de%la%molécule%d’AIA%
(Voir*Benkova*et+al.,*2003)*

• %Le%suivi%d’AIA%radioac8f%in&planta&
(Voir*Tsurumi*et+al.,*1978)**

• % L’u8lisa8on% de% construc8ons% «% rapportrice% »% in& planta% de% la%
signalisa8on%auxinique%
Ce\e* technique* a* beaucoup* été* uIlisée* pour* examiner* des*

modificaIons* de* gradient* auxinique* dans* les* processus*

développementaux* ou* en* réponse* à* l’environnement.* De*

nombreux*promoteurs*de*gènes*de* la* famille*des*AuxIAA*et*GH3*

ont* été* uIlisés.* Avec* la* famille* des* SAUR,* ces* gènes* ont* été* les*

premiers* décrits* pour* leur* surYexpression* en* présence* d’AIA*

(Hagen* et* Guilfoyle* 2002).* Le* plus* uIlisé* est* un* promoteur*

chimérique*appelé*DR5% (Direct*Repeat*5),*dérivé*d’un*promoteur*

d’un*gène*GH3*du*Soja,*il*est*consItué*de*plusieurs*répéIIons*de*

la* séquence* consensus* AuxRE* (Auxin* Response* Element)* TGTCTC*

(Ulmasov* et+ al.,* 1997).* Ce* promoteur* est* induit* en* présence*

d’auxine*(image*ciYcontre;*le*promoteur*DR5*est*fusionné*au*gène*

rapporteur* GUS,* codant* la* βYglucoronidase),* mais* aussi* à* des*

auxines*endogènes* (PAA)*et*exogènes* (2,4D,*NAA).*Ce*promoteur*

peut*donc*être*uIlisé*comme*un*indicateur*indirect*de*la*réponse*

à*l’auxine*endogène*et*exogène.*L’acIvaIon*du*DR5*dépend*de*la*

capacité*du*Issus*à*répondre*à*la*signalisaIon*auxinique*(schéma*

ciYcontre)* mais* aussi* aux* acteurs* de* la* transcripIon* et* de* la*

traducIon*protéiques,*ce*qui*lui*confière*une*réponse*de*l’ordre*de*

1h30* à* 2* heures.* Récemment,* pour* parer* à* ces* défauts,* une*

nouvelle* construcIon* nommée* DII* uIlisant* comme* séquence* le*

domaine* II*d’un*gène*AuxIAA%d’A.+thaliana*est*disponible*dans*A.+
thaliana.+ Ce\e* construcIon* répond* donc* à* l’auxine* dans* des*
temps*très*court*de*l’ordre*des*minutes*(Brunoux*et+al.,*2012).**

• %La%quan8fica8on%de%l’IAA%et%ses%métabolites%associées%dans%les%
8ssus%de%la%plante%

Ulmasov*et+al.,*1997*

Y*auxine* +*auxine*

DR5::GUS*

SabaIni*et+al.,*1999*

Brunoux*et+al.,*2012*

Bend*et+al.,*2012*

DIIYVenus*

Y*auxine* +*auxine*

En* uIlisant* des* techniques* de* spectrométrie* de* masse,* il* est*

possible* de* quanIfier* l’AIA* dans* les* Issus* végétaux.* Une* étude*

récente* à*montrer* qu’avec*une*quanIté* faible* de*Issus* (20mg),* il*

est* possible* de* quanIfier* simultanément* 12*molécules* de* la* voie*

métabolique*de* l’AIA* (Novàk*et+al.,* 2012).* Ce\e* technique*a* aussi*
permis*de*me\re*en*évidence,*en*uIlisant*des*segments*de*l’ordre*

du* millimètre,* que* l’AIA* est* localisé* plus* fortement* concentré* à*

l’apex* de* la* racine* (Ljung* et+ al.,* 2005).* Récemment* une* étude*

réalisée*par*Petersson*et*ses*collaborateurs* (2009),*a*confirmé,*en*

uIlisant* des* lignées* transgéniques* d’A.+ thaliana* possédant* des*
construcIons* reportrices*GFP*des*différentes* lignées*cellulaires*de*

l’apex* racinaire* couplé* à* une* technique* de* tri* de* cellules* en*

cytométrie* en*flux,* ainsi* que* la* spectrométrie* de*masse* en*phase*

gazeuse,*la*localisaIon*du*gradient*d’AIA*à*l’apex*racinaire*avec*une*

concentraIon* maximum* dans* les* cellule* du* centre* quiescent*

(Petersson*et+al.*2009).*

ConcentraIon*en*AIA*
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nM,! respectivement! (Figure! 5!;! Thimann,! 1938! ;! Evans! et& al.,! 1994).! Bien! que! les!

concentrations!en!AIA!dans! les!différents!organes!varient!au!cours!de! leur!développement!

(Bhalerao!et&al.,!2002),!il!a!été!montré!que!la!concentration!endogène!en!AIA!est!de!l’ordre!

de!300!pmol.g@1! (1,7!pM!par!mg!de!matière! fraiche)!dans! la! racine!d’A.& thaliana! alors!que!

celle! des! parties! aériennes! est! estimée! autour! de! 50! pmol.g@1! (0,3! pM!par!mg!de!matière!

fraiche!;! Novák! et& al.,! 2012).! Ces! données! suggèrent! donc! une! répartition! hétérogène! de!

cette!hormone!dans!les!différents!organes.!!

Différents!outils!et!méthodes!ont!été!développés!et!ont!mis!en!évidence!l’existence!

dans! les! différents! tissus,! des! zones! restreintes,! riches! en! auxine,! appelées! gradients! ou!

maxima!(voir!Encadré!3).!Au!sein!de!la!racine,!l’activité!du!promoteur!DR5,!rapporteur!de!la!

signalisation!en!réponse!à!l’AIA,!est!très!fortement!localisée!dans!le!centre!quiescent,!ainsi!

que! dans! les! cellules! de! la! région! centrale! la! coiffe! racinaire! (Sabatini! et& al.,! 1999).! Des!

études! de! quantification! de! l’AIA! dans! l’apex! racinaire! ont! confirmé! une! plus! forte!

accumulation! de! celle@ci! à! l’apex! de! la! racine! (Ljung!et& al.,! 2005! ;! Petersson!et& al.,! 2009).!

Nous! pouvons! aussi! noter! que! le! patron! de! répartition! de! l’auxine! dans! des! lignées!

cellulaires! de! la! racine! est! différent! de! celui! observé! avec! le! promoteur! DR5! (Encadré! 3!;!

Ljung!et&al.,!2005!;!Petersson!et&al.,!2009).!

De! nombreuses! études! montrent! l’importance! de! l’existence! de! ces! gradients!

auxiniques,!maximum!ou!minimum!dans! le!contrôle!de! la!croissance!et!du!développement!

des!organes!(Petersson!et&al.,!2009!;!Petrásek!&!Friml,!2009!;!Sorefan!et&al.,!2009).! Il!a!été!

montré! que! les! zones! d’augmentation! de! la! réponse! à! l’auxine,! principalement! dans! les!

tissus! en! croissance! et! en! différenciation! (Tanaka! et& al.,! 2006),! sont! corrélées! avec! la!

formation!de!nouveaux!organes!(Benková!et&al.,!2003!;!Heisler!et&al.,!2005).!!

!

&En&conclusion,&la&régulation&fine&de&l’accumulation&de&l’auxine&au&niveau&tissulaire&

est& essentielle& à& la& croissance& et& la& formation& de& nouveaux& organes.& La& plante& a&mis& en&

place&des&mécanismes&de&perception&de&l’auxine&et&de&réponse&adaptées.&

!



Figure%6%:%Modèle%schéma8que%illustrant%les%voies%impliquées%dans%l’homèostasie%et%la%réponse%à%
l’auxine%
L’équilibre* entre* la* biosynthèse,* la* conjugaison* et* le* catabolisme* de* l’auxine* contrôle* la* quanIté* d’auxine*
acIve*au*niveau*cellulaire.*Le*transport*de*l’auxine*régule*aussi* la*quanIté*de*l’hormone*dans*la*cellule.*La*
percepIon*de*l’auxine*implique*différents*récepteurs*qui*régulent*de*nombreuses*voies*de*réponse*à*l’auxine*
par*l’acIvaIon*de*protéines*de*la*surface*cellulaire*ou*de*gènes*cibles.*De*nombreux*mécanismes*de*«*retroY
contrôle*»*de*ces*différentes*voies*sont*décrites*dans*la*li\érature*(flèches*grises)*
Pour*revue*et*adaptée*de*Kieffer*et+al.,*2010*
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2.2 Les&acteurs&qui&participent&à&la&réponse&à&l’auxine&&

2.2.1 Perception&et&signalisation&de&l’AIA&

!

La! perception! de! l’auxine! sous! sa! forme! active! est! la! première! étape! induisant! une!

activation!ou!une!répression!des!gènes!cibles!responsables!des!fonctions!biologiques!(Figure!

6).!A!ce!jour,!trois!types!de!molécules!ont!été!identifiés!comme!capables!de!fixer!l’auxine!et!

de!déclencher!la!signalisation!auxinique!(Hayashi,!2012a!;!Sauer!et&al.,!2013).!!

!

(1)&Perception&et&signalisation&dans&le&même&complexe&:&SCFTIR1/AFBSAuxIAASARF&

L’expression!de!gènes!cibles!de!la!réponse!à!l’auxine!est!dépendante!de!la!régulation!de!

l’expression!des! facteurs! de! transcription! et! des! facteurs! de! régulation!de! la! transcription!

des!familles!ARFs!(pour!Auxin!Response!Factors)!et!Aux/IAA.!Les!ARF!sont!reconnus!comme!

des! facteurs! d’activation! ou! de! répression! de! la! transcription,! qui! ciblent! des! promoteurs!

contenant! un! ou! plusieurs! «!Élément! de! réponse! à! l’AIA!»,! identifiés! par! la! séquence!

consensus! TGTCNC! (Ulmasov! et& al.,! 1997a! ;! Ulmasov! et& al.,! 1999).! Les! ARF! possèdent! un!

domaine!N@terminal!(domaine!II),!capable!de!se!fixer!à!l’ADN!et,!un!domaine!C@terminal!qui!

est! la! correspondance! protéique! des! domaines! III! et! IV! des! protéines! Aux/IAA.! Cette!

homologie!permet!ainsi!la!dimérisation!avec!les!Aux/IAA!(Figure!7!;!Kim!et&al.,!1997!;!Ouellet!

et&al.,!2001!;!Hardtke!et&al.,!2004!;!Tatematsu!et&al.,!2004!;!Fukaki!et&al.,!2005!;!Uehara!et&al.,!

2008).! Le!domaine!central!de! la!protéine!ARF!pourrait!être! impliqué!dans! la! régulation!de!

l’activité!de!répression!ou!d’activation!des!promoteurs!de!réponse!à!l’AIA!(Figure!7!;!Tiwari!

et&al.,!2003).!Des!études!ont!montré!que!la!répression!de!l’activité!des!ARF!par!les!Aux/IAA!

est! dépendante! d’un! autre! facteur! de! la! régulation! de! la! transcription! de! la! famille! des!

TPL/TPR! (pour!TOPLESS/TOPLESS@Related)!qui! se! fixe!au!domaine! I!des!Aux/IAA! (Figure!7!;!

Long!et&al.,!2006).!

Les! complexes! SCF! sont! des! complexes! protéiques! qui! permettent! l’ubiquitination! et!

l’envoi! de! protéines! cibles! au! protéasome! et! donc! leur! dégradation! (Cardozo! &! Pagano,!

2004).! Le! complexe! SCFTIR1/AFB! est! constitué! de! quatre! sous! unités,! ASK! (pour! Arabidopsis!

SKP1@Like),!RBX1!(pour!Ring!Box!1),!CUL!(pour!Culline)!et!une!F@Box!protéine.!La!famille!des!

F@box!joue!un!rôle!dans!la!fixation!du!substrat!à!ubiquitiner!(Gray!et&al.,!1999)!et!A.&thaliana&



Figure%7%:%SCFTIR1/AFBPAuxIAAPARF,%percep8on%et%signalisa8on%de%l’auxine*
Les*domaines*I*et*II*des*ARFs*se*fixe*à*l’ADN*au*niveau*du*domaine*AuxRE*des*gènes*de*réponse*à*l’auxine.*A*;*En*
absence*d’auxine,*les*AuxIAAs,*se*fixent*aux*ARFs*au*niveau*des*domaines*III*et*IV.*Ce\e*interacIon*est*favorisée*
par* la* fixaIon* de* protéines* de* la* famille* TPL/TLP* sur* le* domaine* I* des* AuxIAAs.* Ce\e* disposiIon* inhibe* la*
transcripIon* des* gènes* de* réponse* à* l’auxine.* B* ;* En* cas* d’accumulaIon* d’auxine* dans* la* cellule,* celleYci* est*
perçue*dans*le*noyau*par*le*complexe*SCFTIR1/AFB,*la*présence*de*l’auxine*sur*ce*complexe*va*induire*une*fixaIon*
du*domaine* II* des*AuxIAAs* sur* TIR1.* Les*AuxIAAs* vont* être*ubiquiInées*et*dégradées*via* le* protéasome.* Les*
ARFs* libérées*de* leur* répresseur*peuvent*donc* induire* (ou* réprimer)* la* transcripIon*des* gènes*de* réponse* à*
l’auxine.*
(Figure*extraite*de*CalderonYVillalobas*et+al.,*2009)*
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comporte! plus! de! 700! membres! dont! six! sont! impliqués! dans! la! signalisation! auxinique,!

nommés! TIR1! et! AFB1! à! 5! (pour! Transport! Inhibitor! Resistant! 1/Auxin! Signalling! F@Box!;!

Dharmasiri!et&al.,!2005a!;!Kepinski!and!Leyser,!2005!;!Dharmasiri!et&al.,!2005b).!TIR1!interagit!

directement!avec! le!domaine! II!des!Aux/IAA!et!que!cette! interaction!est!dépendante!de! la!

fixation!de!l’AIA!sur!TIR1!(Figure!7!;!Dharmasiri!et&al.,!2005a!;!Kepinski!and!Leyser,!2005!;!Tan!

et& al.,! 2007).! L’interaction! TIR1@Aux/IAA! induit! donc! une! «!ubiquitinisation!»! puis! une!

dégradation! des! l’Aux/IAA! via& le! protéasome! (Figure! 7!;!Maraschin! et& al.,! 2009).! Ainsi,! en!

présence! d’AIA,! les! ARF! ainsi! libérées! de! leur! répresseur,! activent! ou! répriment! la!

transcription!des!gènes!de!réponse!à! l’AIA!(Figure!7!;!Okushima!et&al.,!2005).!Ainsi,!TIR1!et!

les!AFB!sont!donc!des!acteurs!clés!dans!la!perception!et!la!signalisation!de!l’auxine.!

En!conclusion,!6!membres!de!la!famille!TIR1/AFB,!5!membres!de!la!famille!TPL/TRP,!29!

Aux/AIA! et! 23! ARF! ont! été! identifiés! chez! A.& thaliana,& illustrant! un! grand! nombre! de!

combinaisons! possibles!;! ce! qui! pourrait! expliquer! la! diversité! des! réponses! à! l’auxine!

(Calderon@Villalobos!et&al.,!2010!;!Vernoux!et&al.,!2011).!Chez!le!peuplier!35!membres!de!la!

famille! des!Aux/AIA! et! 39!membres! de! la! famille! des!ARF!ont! été! identifiés! (Kalluri!et& al.,!

2007).!!

Récemment! SKP2A! (pour! S@Phase! Kinase@Associated! Protein! 2A),! une! protéine! F@box! a!

été!décrite!comme!capable!de! fixer! l’AIA! (Jurado!et&al.,!2010).!SKP2A!est!une!protéine!qui!

régule!des!facteurs!de!division!cellulaire!(del!Pozo!et&al.,!2006!;!Jurado!et&al.,!2008).!Il!a!été!

démontré!que!la!fixation!de!l’AIA!à!SKP2A!est!nécessaire!à!la!régulation!de!ces!facteurs,!ce!

qui! pourrait! expliquer! une! parie! de! la! réponse! à! l’AIA! dans! la! régulation! de! la! division!

cellulaire!(Jurado!et&al.,!2010).!

!

(2)&Une&signalisation&rapide&via&ABP1&&

La! signalisation! dépendante! de! la! voie! SCFTIR1/AFB@Aux/IAA@ARF! ne! peut! pas! expliquer!

l’ensemble!des!réponses!vis@à@vis!de!l’auxine,!par!exemple,!les!réponses!rapides!(de!l’ordre!

de! la! minute)! telles! que! l’élongation! cellulaire,! les! flux! d’ions! à! travers! la! membrane!

plasmique! ainsi! que! la! régulation! de! la! localisation! des! transporteurs! d’auxine! (Sauer! &!

Kleine@Vehn,!2011!;!voir!Partie!2.4).!

ABP1! (pour! Auxin! Binding! Protein! 1)! a! été! la! première! protéine! décrite! pour! sa! forte!

affinité! vis! à! vis! de! l’AIA! (Jones! &! Venis,! 1989).! Nous! disposons! de! peu! de! données!

concernant!le!rôle!de!ABP1!dans!le!développement!de!la!plante!du!fait!que!ABP1!est!le!seul!



Figure%8%:%Métabolisme%de%l’AIA%
A* ;* ProducIon* du* LYTryptophane* (LYTrp)* dans* les* plastes* à* parIr* de* la* voie* du* shikimate,* le* chorismate**
produit*de*l’Anthranilate*(ANT),*précurseur*de*indole*glyco*protéine*(IGP).*L’IGP*est*aussi*le*précurseur*de*la*
voie*de*producIon*de*l’AIA*indépendante*du*LYTrp.*B*;*La*producIon*de*l’AIA*à*parIr*du*LYTrp*est*réalisée*
dans* le* cytosol* à* travers* 4* voies* différentes* nommées* par* le* nom* de* l’intermédiaire* uIlisé* :* la* voie* de*
l’indoleY3Yacetaldoxime* (IAOX),* de* l’indoleY3Yacetamine* (IAM),* de* l’acide* indoleY3Ypyruvique* (IPyA),* de* la*
Tryptamine* (TRA).* Les* enzymes* connues* dans* ces* voies* sont* indiquées* en* bleu.* Les* acteurs* indiqués* en*
rouge*jouent*un*rôle*dans*la*voie*des*camalexine*(CAM)*et*des*indoles*glucosinolates*(IGs),*connues*comme*
voies*de*défense*de*la*plante.*L’IAOx,*l’IAN*et*leurs*enzymes*associées*sont*spécifiques*de*la*biosynthèse*de*
l’AIA*chez*les*Brassicaceae*et*ne*sont*pas*retrouvés*chez*d’autres*espèces*de*plantes.*La*transformaIon*de*
l’AIA*en*acide* indoleY3Ybutyrique*(IBA),*et* inversement*dans* la*régulaIon*de*homéostasie*de* l’AIA.*C* ;*Les*
voies*de*dégradaIon*et*de*conjugaison*de*l’AIA*sont*aussi* localisées*dans*le*cytoplasme,*l’AIA*est*dégradé*
en*acide*2YoxoindoleY3YacéIque*(oxIAA),*l’AIA*est*associé*à*des*acides*aminés,*des*esters,*ou*des*protéines*
pour*y*être*stocké*ou*dégradé.*
Les*flèches*pleines*indiquent*les*voies*où*les*enzymes*intermédiaires*sont*connues,*les*flèches*en*poinIllées*
indiquent*les*voies*ou*les*acteurs*sont*inconnus.**
IAA*:*AIA;*Glc*:*glucose;*IAAld*:*indoleY3Yacétaldéhyde;*IAEt*:*indoleY3Yethanole,*IAN*:*indoleY3Yacétonitriel;*
IGP* :* phosphate* indoleY3Yglycerole;* NITs* :* nitrilases;* TDCs* :* tryptophane* décarboxylases* ;* ER:* RéIculum*
endoplasmique,*Nucleus:*noyau,*PlasId*:*Plaste.*
(Figure*extraite*de*Ljung*et+al.,*2013)*
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membre!de!sa!famille!chez!A.&thaliana&et!qu’il!est!essentiel!au!développement!embryonnaire!

(Chen!et&al.,!2001).!Sa! localisation!n’est!pas!non!plus!clairement!établie,!ABP1!possède!un!

domaine! de! rétention! au! réticulum! endoplasmique! et! y! a! été! localisée.! Plus! faiblement,!

ABP1! a! aussi! été!observée!dans! la!membrane!plasmique! ainsi! que!dans! la! paroi! cellulaire!

(Jones! &! Venis,! 1989).! Des! études! suggèrent! un! rôle! de! ABP1! à! la!membrane! plasmique!

(Sauer! &! Kleine@Vehn,! 2011),! régulant! les! canaux! potassiques! et! l’accumulation! des!

transporteurs!d’AIA!à!la!membrane!plasmique!(Robert!et&al.,!2010).!!

!

2.2.2 L’homéostasie&de&l’AIA&

La& régulation& de& l’homéostasie& de& l’AIA& implique& des& voies& complexes&:& (1)& la&

production&de!novo!de&l’AIA&via&les&différentes&voies&de&biosynthèse,&(2)&la&conjugaison&de&

l’AIA&avec&des&acides&aminés,&des&sucres,&ou&des&protéines,& (3)& la&dégradation&de& l’AIA&et&

aussi&(4)&le&transport&polarisé&de&l’hormone&dans&les&tissus&de&la&plante&(Figure&6).&

!

(1)&Les&voies&de&la&biosynthèse&de&l’AIA&

L’AIA! est! produit! par! une! voie! dépendante! du! tryptophane! (Trp)! et! une! voie!

indépendante!de!tryptophane.!Dans!la!plante,!la!voie!dépendante!du!tryptophane!est!la!voie!

majoritairement! utilisée.! Néanmoins,! la! voie! indépendante! n’est! pas! négligeable! et!

l’importance! de! chacune! de! ces! voies! peut! varier! en! fonction! de! l’espèce! et! de!

l’environnement! étudiés! (Rapparini! et& al.,! 2002! ;! Ljung,! 2013).! Une! régulation! de! la! voie!

indépendante!du!Trp!par!la!voie!dépendante!a!été!mise!en!évidence!(Ouyang!et&al.,!2000).!!

La! synthèse!du! tryptophane,!à!partir!de! la!voie!du! shikimate,!est! localisée!dans! les!

plastes! (Figure!8!;!Rapparini!et&al.,!1999).! La!voie!du!shikimate!permet! la!production!de! la!

synthèse! de! la! tyrosine! et! de! la! phénylalanine! qui! rentre! dans! de! nombreuses! voies! de!

métabolites! secondaires! (Maeda! &! Dudareva,! 2012).! Les! intermédiaires! de! la! voie! de!

biosynthèse! du! tryptophane! sont! le! chorismate,! l’anthranilate,! le! phosphate! indole@3@

glycerole! (IGP)! et! l’indole! (Figure! 8).! Deux! cribles! génétiques! ayant! comme! critère!

l’insensibilité!à!l’éthylène!et!aux!jasmonates!ont!permis!d’identifier!l’enzyme!impliquée!dans!

le! catabolisme!du! chorismate! en! l’anthranilate! (Stepanova!et& al.,! 2005! ;! Sun!et& al.,! 2009).!

Celle@ci!possède!deux!sous@unités!nommées!ASA1!(pour!Anthranilate!Synthase!α1)!et!ASB1!

(pour!Anthranilate!Synthase!β1!;!Stepanova!et&al.,!2005!;!Sun!et&al.,!2009).!
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Dans!la!voie!indépendante!du!Trp,!l’IGP!est!aussi!l’intermédiaire!(Figure!8!;!Ouyang!et&

al.,!2000).!Peu!d’enzymes!ont!été!caractérisées!dans!cette!voie.!!

La!production!de!l’AIA!à!partir!du!tryptophane!est!réalisée!dans!le!cytosol!à!travers!4!

voies! différentes,! nommées! par! le! nom! de! l’intermédiaire! utilisé! :! la! voie! de! l’indole@3@

acetaldoxime!(IAOX),!de! l’indole@3@acetamine!(IAM),!de! l’acide! indole@3@pyruvique!(IPyA)!et!

de!la!tryptamine!(TRA!;!Figure!8!;!Ljung,!2013).!

• La&voie&de&l’IPyA!a!été!décrite!comme!étant!la!voie!la!plus!utilisée!dans!la!biosynthèse!de!

l’AIA!(Zhao!et&al.,!2002!;!Novák!et&al.,!2012).!Deux!familles!d’enzymes!ont!été!identifiées!:!

la! famille! nommée! TAA1/TAR! (pour! Tryptophan! Aminotransferase! of! Arabidopsis! 1! /!

TAA1! Related)! qui! contient! 3! membres! TAA1,! TAR1! et! TAR2,! responsables! de! la!

production!d’IPyA!à!partir!du!Trp.!La!famille!nommée!YUCCA,!catalyse!la!réaction!de!l’AIA!

à!partir!de!l’IPyA!(Tao!et&al.,!2008!;!Mashiguchi!et&al.,!2011!;!Stepanova!et&al.,!2011!;!Won!

et&al.,!2011).!

• La&voie&de&l’IAM&est!la!voie!la!plus!utilisée!et!décrite!chez!les!bactéries.!Cette!voie!utilise!

une!enzyme!codant!un!orthologue!au!gène! iaaM/iaaH&connu!chez! les!bactéries,& IAM1.!

Cette!hydrolase!catalyse!la!réaction!entre!l’IAM!et!l’AIA!(Pollmann!et&al.,!2006!;!Spaepen!

et&al.,!2007).!L’enzyme!qui!catalyse!Trp!en!IAM!n’est!pas!connue!à!ce!jour.!

• La&voie&du&TRA&semble!la!moins!utilisée!car!ce!métabolite!est!très!peu!abondant!chez!A.&

thaliana&(Novák!et&al.,!2012).!Nous!disposons!de!peu!de!données!dans!les!autres!espèces!

végétales.! Cette! voie! utiliserait! comme! intermédiaire! l’indole@3@acetaldehyde! (IAAld)!

mais!aucun!acteur!n’a!été!identifié!dans!cette!voie!(Ljung,!2013).!

• La&voie&de&l’IAOx!est!décrite!comme!spécifique!de!la!famille!des!Brassicaceae,!à!laquelle!

appartient!A.& thaliana.! Les!métabolites!associés!à! cette!voie,! IAOx!et! IAN!ainsi!que! les!

gènes!codant!les!enzymes!qui!catabolisent!la!réaction!du!tryptophane!en!IAOx,!CYP79B2!

et!CYP79B3,!sont!identifiés!seulement!chez!A.&thaliana&et!les!espèces!de!la!même!famille!

tels! que!Brassica&napus! et! non! chez! le!maïs,! le! tabac!et! le! riz! (Sugawara!et& al.,! 2009).!

L’IAOx! a! aussi! été! décrit! comme! précurseur! des! camalexines! (CAM)! et! des! indoles!

glucosinolates!(IGs),!acteurs!des!voies!de!défense!de!la!plante!(Ahuja!et&al.,!2012).!

Il!reste!encore!beaucoup!d’acteurs!inconnus!dans!la!voie!de!biosynthèse!de!l’AIA!(Figure!8)!

ainsi!que!des!questionnements!concernant!la!régulation!des!voies!utilisées!dans!la!synthèse!

d’autres!métabolites!secondaires.!De!plus,!les!voies!IAM,!IPyA!et!TRA!semblent!communes!à!

toutes! les! plantes! à! fleurs!mais! elles! ont! été! décrites! chez! peu!d’espèces! et! non! connues!
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dans! le! peuplier.! Leurs! spécificités! dans! le! développement! de! la! plante! et! en! réponse! à!

l’environnement!sont!encore!méconnues.!!

La! localisation! des! acteurs! de! la! voie! de! biosynthèse! au! niveau! tissulaire! a! été!

supposée! comme! un! facteur! important! dans! l’accumulation! de! l’AIA! (Ljung! et& al.,! 2005! ;!

Petersson! et& al.,! 2009).! L’activité! des! promoteurs! pTAA1,! pCYP79B2,! pCYP79B3! dans! la!

racine! est! principalement! localisée! dans! les! cellules! du! centre! quiescent! et! les! cellules!

adjacentes!(Ljung!et&al.,!2005!;!Stepanova!et&al.,!2008).!De!plus,!les!expressions!de!ASA1!et!

ASB1! sont! localisées! dans! l’apex! racinaire! (Ikeda! et& al.,! 2009).! De!même! que! chez! le! riz,!

l’expression! de! OsYUCCA1! est! localisée! dans! l’apex! racinaire! chevauchant! la! zone!

d’expression! du! promoteur! DR5! (Yamamoto! et& al.,! 2007).! L’expression! de! ces! gènes! peut!

être! corrélée! avec! la! production! de& novo& d’AIA! à! l’apex! racinaire! (Ljung! et& al.,! 2005).! La!

biosynthèse!localisée!dans!la!racine!a!été!décrite!comme!participant!à!l’élongation!racinaire,!

la!position!des!poils!absorbants!et! l’initiation!des!RLs!(Casimiro!et&al.,!2001!;!Swarup!et&al.,!

2007!;!Ikeda!et&al.,!2009).!

Il!est!donc!maintenant!clairement!décrit!que!l’AIA!n’est!pas!seulement!produit!par!les!

parties!aériennes!de!la!plante!(organe!puits)!puis!transportée!dans!la!racine!(organe!source),!

mais!il!est!aussi!produit!par!la!racine!dont!fortement!à!l’apex.!

!

(2)&La&conjugaison&et&la&dégradation&de&l’AIA&

! Les!conjugaisons!de!l’AIA!conduisent!à!une!diminution!du!niveau!de!l’AIA!et!régulent!

ainsi! son! homéostasie.! Les! conjugués! formés! sont! utilisés! par! la! plante,! en! tant! que!

molécules!de!stockage.!Par!exemple,!dans! la!graine,!de!nombreux!conjugués!de! l’AIA!sont!

présents.! Ils!seront!hydrolysés!dans!les!premières!phases!de!l’embryogénèse,! libérant!ainsi!

l’AIA! actif,! essentiel! au! développement! embryonnaire! (Bajguz! &! Piotrowska,! 2009).! De!

manière!intéressante,!il!a!été!montré!que!l’AIA,!conjugué!au!tryptophane!(AIA@TRP),!est!un!

inhibiteur!de!l’action!de!l’AIA!(Staswick,!2009).!!

Des!conjugués!d’AIA!ont!été! identifiés!dans! toutes! les!plantes!étudiées,!du!pin!au!soja!

ainsi! que! dans! Physcomitrella& patens& (Staswick! et& al.,! 2005! ;! Paponov! et& al.,! 2009).! Trois!

groupes! de! conjugués! d’AIA! ont! été! identifiés,! (1)! les! conjugués! esters,! issus! de! la!

conjugaison!avec!des!sucres,!(2)!les!conjugués!amidés!issus!de!la!conjugaison!avec!des!acides!

aminés! ou! (3)! avec! des! peptides! ou! des! protéines! (Ludwig@Muller,! 2011! ;! Korasick! et& al.,!

2013).!Les!composés!AIA!amidés!représentent!en!moyenne!90%!de!l’AIA!totale!de!la!plante!
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alors!que!seulement!1!à!10%!de!composés!AIA!esters!sont!quantifiés!(Ludwig@Muller,!2011!;!

Korasick! et& al.,! 2013).!Mais! cette! proportion! peut! varier! selon! la! plante! et! le! tissu! étudié!

(Bajguz!&!Piotrowska,!2009).!

La!conjugaison!de!l’AIA!avec!des!sucres!forme!une!liaison!ester!qui!est!catalysée!par!des!

UDP!glucose!transférases!dont!UGT84B1!et!conduit!à!la!formation!de!l’IAA@Glucose!et!l’IAA@

myo@inositol!(Jackson!et&al.,!2001).!!

La!conjugaison!de!l’AIA!avec!des!acides!aminés!se!réalise!via!des!enzymes!de!la!famille!

des!acyl!amino@!synthetase!GH3!(pour!Gretchen!Hagen!3),!prédites!localisées!dans!le!cytosol!

de! la! cellule! (Ludwig@Muller,! 2011).! La! famille! des! GH3! chez! A.& thaliana! comporte! 19!

membres! dont! 7! sont! capables! de! catalyser! la! réaction! avec! l’AIA! in& vitro.!

Phylogénétiquement,! ces! membres! font! tous! partie! des! GH3! du! clade! II! (Staswick! et& al.,!

2005).! D’autres! membres! de! la! famille! du! clade! I,! ont! été! décrits! pour! conjuguer! le!

jasmonate!avec!des!acides!aminés!(Staswick!et&al.,!2005).!D’autres!molécules!comme!l’IBA,!

le!4Cl@IAA!et! l’IPyA!peuvent!aussi!se!conjuguer!avec!des!acides!aminés! in&vitro! (Staswick!et&

al.,!2005).!!

Certaines! de! ces! réactions! de! conjugaison! dont! celles! produisant! l’AIA@Ala! (Alanine),!

l’AIA@Leu!(Leucine)!et!l’AIA@Phe!(Phénylalanine)!sont!réversibles!et!peuvent!libérer!l’AIA!(Kai!

et&al.,!2007).!Les!enzymes!impliquées!sont!des!amino!hydrolases!acides!telles!que!IAR3/ILR1!

(Davies! et& al.,! 1999).! D’autres! composés! ne! sont! pas! hydrolisables! en! AIA! dont! IAA@Asp!

(Aspartate)! et! IAA@Glu! (Glutamate)! et! sont! donc! décrits! comme! des! intermédiaires! de! la!

dégradation!de!l’AIA.!

!

Les!mécanismes!de!dégradation!de! l’AIA! sont!assez!mal! connus.!Néanmoins,! l’acide!2@

oxoindole@3@acétique! (oxIAA)! semble! être! le! composé! de! dégradation! de! l’AIA! le! plus!

important,!il!s’accumule!très!rapidement!après!un!apport!d’AIA!exogène!(Ostin!et&al.,!1998!;!

Novák!et&al.,!2012!;!Ljung,!2013).!Par!ailleurs,! les!composés!AIA!conjugués!avec!des!acides!

aminés! peuvent! aussi! subir! une! oxydation! conduisant! à! une! inactivité! de! l’AIA! (Kai!et& al.,!

2007).! Aucun! mécanisme! de! réversibilité! n’a! pu! être! observé! dans! ces! réactions,! ce! qui!

soutient!le!fait!que!ces!composés!soient!des!composés!de!dégradation!de!l’AIA!(Ostin!et&al.,!

1998).!

!

!



Figure%9%:%Le%transport%de%l’auxine%au%niveau%de%la%plante%en8ère,%au%niveau%cellulaire%et%polarisé%
à%l’apex%racinaire%
Le* transport* de* l’auxine* est* composé* du* (A)* transport* de* longue* distance* dans* le* phloème,* des* parIes*
aériennes* à* l’apex*de* la* racine*et* (B)* transport*de* cellule* à* cellule*par*une* voie*passive*d’import*de* l’AIA*
protonée*de*l’extérieur*de*l’apoplaste*vers*l’intérieur*de*la*cellule*et*via*des*transporteurs*d’influx*de*l’AIA*de*
la* famille* des* AUX/LAX.* L’AIA* sort* de* la* cellule,* où* elle* est* piégée* par* sa* forme* non* protonée,* via* des*
transporteurs*d’efflux*de*type*PIN*ou*certains*membres*de*la*famille*des*transporteurs*ABCB/PGP*localisés*à*
l’autre*face*de*la*cellule,*ce*qui*va*conférer*à*ce*transport*de*cellule*à*cellule*un*caractère*polarisé*dans*la*
lignés* cellulaires* (D’après* Robert* et* Friml* 2009).* C* ;* ReprésentaIon* schémaIque* de* la* localisaIon* des*
transporteurs*d’efflux,* les*PIN,*dans* l’apex*racinaire*d’A.+thaliana.*D*à*G*;*LocalisaIon*membranaire*de*(D)*
PIN1,* localisée* dans* le* cylindre* central* dans* la* face* basale* de* la* cellule,* (E)* PIN2,* localisée* dans* la* coiffe*
latérale*et*dans*l’épiderme*dans*la*face*apicale*et*basal*des*cellules,*(F*et*G)*PIN4*et*PIN3,*localisées*proche*
du*centre*quiescent*et*dans* la* coiffe* racinaire.* (Images*extraite*de*Blilou*et+al.,*2005).*H* ;* LocalisaIon*du*
transporteur*AUX1*dans*l’apex*racinaire*d’A.+thaliana.*(Image*extraite*de*Swarup*&*Péret,*2012).*
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Les& voies& complexes& impliquées& dans& le& métabolisme& peuvent& réguler& en& partie&

l’accumulation&de&l’auxine&dans&la&cellule.&Néanmoins,&la&formation&des&zones&de&maxima&

auxinique,&comme&observé&à&l’apex&racinaire&(Encadré&3),&est&majoritairement&régulée&par&

le&transport&polarisé&de&l’auxine.&

!

2.2.3 Le&transport&polarisé&de&l’auxine&

Le! transport! de! l’auxine! dans! la! plante! combine! un! transport! rapide! (5@20! cm.h@1)! de!

longue! distance! à! travers! le! phloème,! des! parties! aériennes! vers! les! racines! (Figue! 9A!;!

Cambridge! &! Morris,! 1996)! et! un! transport! de! cellule! à! cellule,! plus! lent! (5@20! mm.h@1!;!

Cambridge!&!Morris,!1996).!Ce!transport!de!cellule!à!cellule!est!principalement!directionnel!

et!donc!appelé!«!transport!polarisé!de!l’auxine!»!(Figure!9B!;!Petrásek!&!Friml,!2009).!Celui@ci!

confère!à! l’auxine!une! spécificité!parmi! les! autres!phytohormones,!où! seul!un! transport! à!

longue! distance! est! connu! à! ce! jour! (Hirose! et& al.,! 2008! ;! Jiang! &! Hartung,! 2008).! Ces!

transporteurs! sont! localisés! sur! une! face! spécifique! de! la! membrane! plasmique,! ce! qui!

permet! de! diriger! le! transport! dans! les! tissus! de! la! plante! et! donc! de! réguler! finement! le!

maxima!auxinique!(Petrásek!&!Friml,!2009).!

De! part! son! caractère! acide! (pKa! =! 4,8),! l’AIA! est! partiellement! sous! forme! protonée!

(AIAH)!dans!l’apoplaste!(pH!5,5)!et!peut!ainsi!diffuser!à!travers!la!membrane!plasmique.!En!

revanche,!à!l’intérieur!de!la!cellule!(pH!7),!elle!reste!piégée!sous!sa!forme!anionique!AIA@.!La!

sortie!de! l’AIA!nécessite! l’intervention!de! transporteurs!d’efflux!de! l’AIA!hors!de! la! cellule!

(Figure!9B).!

Des! cribles! génétiques,! utilisant! une! forte! concentration! d’auxine! exogène! ou!

l’observation! de! phénotypes! développementaux,! ont! permis! d’identifier! des!mutants! d’A.&

thaliana& pour! des! gènes! codant& des! transporteurs! d’auxine! (Maher! &!Martindale,! 1980! ;!

Bennett! et& al.,! 1996).! Plusieurs! familles! protéiques! ont! donc! été! identifiées! comme!

transporteurs!d’efflux!de!l’AIA.!Parmi!elles,!les!transporteurs!PIN!et!certains!membres!de!la!

famille!des!transporteurs!ABCB!(Zazímalová!et&al.,!2010).!

!

Les!protéines!PIN!(pour!PIN@formed)!ont!été!décrites!comme!des!transporteurs!d’efflux!

de!l’auxine!en!système!hétérologue!et!selon!leurs!localisations!tissulaires!et!membranaires,!

un!rôle!dans!le!transport!acropète!et!basipète!de!l’auxine!(Petrásek!&!Friml,!2009).!La!famille!
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des!PIN!est!composée!de!8!membres!chez!A.&thaliana.!Les!membres!de!la!sous@famille!PIN1@

like!comprenant!PIN1!à!PIN4!et!PIN7!sont!présents!à!la!membrane!plasmique!(Křeček!et&al.,!

2009).!Leurs!localisations!asymétriques!polarisées!dans!les!différentes!assises!cellulaires!de!

la!racine!ont!permis!de!mettre!en!évidence!le!flux!de!l’auxine!à!l’apex!de!la!racine.!Ainsi!de!

par!sa!localisation!cellulaire!sur!la!face!basale!de!la!cellule!du!cylindre!central,!PIN1!assure!le!

transport! acropète! de! l’auxine! des! parties! aériennes! à! l’apex! racinaire! (Figures! 9C! et! 9D!;!

Gälweiler!et&al.,!1998).!PIN4!est!observée!dans!le!centre!quiescent!et!les!cellules!adjacentes!

et! crée!un!«!puits!»!d’auxine;! (Figures!9C!et! 9F!;! Friml!et&al.,! 2002),! PIN3! localisée!dans! la!

coiffe!racinaire,! redistribue! l’auxine!dans!cette!zone!avec!PIN7!(Figures!9C!et!9G!;!Blilou!et&

al.,! 2005),! PIN2! est! localisée! dans! les! cellules! de! la! coiffe! latérale! et! de! l’épiderme! de! la!

racine,!sur! la! face!apicale!de! la!cellule!et!assure!donc! le!transport!basipète!de! l’auxine.!Au!

niveau!de! la!zone!méristèmatique!dans! les!cellules!corticales,! il!a!été!montré!que!PIN2!est!

aussi! localisée! sur! la! face! basale! des! cellules! corticale,! ce! qui! crée! une! redistribution! de!

l’auxine!dans!cette!zone!(Figures!9C!et!9E!;!Müller!et&al.,!1998).!La!modélisation!du!système!

de! transport! de! l’auxine,! par! la! localisation! cellulaire! et! asymétrique! à! la! membrane! des!

protéines! PIN! à! l’apex! racinaire,! suffit! à! expliquer! l’existence! du! gradient! de! l’AIA! et! son!

maxima!au!niveau!du!centre!quiescent!(Grieneisen!et&al.,!2007).!Les!plantes!mutées!pour!ces!

gènes! sont! affectées! dans! leur! développement.! pin1& possède! une! inflorescence! en! tête!

d’épingle! («!pin!»),! pin2/eir1! a! été! décrite! pour! son! phénotype! agravitropique.! Il! a! été!

montré!une!redondance!de!la!localisation!protéique!des!PIN!dans!la!racine,!ce!qui!pourrait!

expliquer!l’absence!de!phénotype!de!certains!mutants!dont!le!mutant!pin4!(Chen!et&al.,!1998!

;!Gälweiler!et&al.,!1998!;!Luschnig!et&al.,!1998!;!Friml!et&al.,!2002!;!Blilou!et&al.,!2005).!

L’activité! des! transporteurs! PINs! est! permise! à! travers& la! régulation! complexe! de!

l’expression! des! gènes!PIN,! leurs!modifications! post@transcriptionnelles,! leurs! localisations!

polarisées!à!la!membrane!plasmique,!ainsi!que!leurs!interactions!avec!d’autres!protéines!à!la!

membrane! plasmique! (Petrásek! &! Friml,! 2009).! Il! a! été! montré! que! la! régulation! de! la!

localisation!des!PIN1!et!PIN2!au! sein!de! la!membrane!plasmique!est! réalisée!à! travers! les!

mécanismes!d’endocytose,!contrôlées!par!des!protéines!clathrines!et!des!stéroles!associés!à!

la!membrane!plasmique!(Willemsen!et&al.,!2003!;!Dhonukshe!et&al.,!2007!;!Men!et&al.,!2008!;!

Dhonukshe!et&al.,!2010).!Parallèlement! l’état!de!phosphorylation!des!PIN!via! les!protéines!

PINOID! contrôle! l’adressage! et! l’activité! des! PIN! à! une! face! spécifique! de! la! cellule!

(Michniewicz!et&al.,!2007! ;!Zhang!et&al.,!2010a).!De!plus,! l’ubiquitinisation!de!PIN2! joue!un!



Figure%10%:%Arbre%phylogéné8que%représentant%la%classifica8on%des%protéines%PIN%d’A.&thaliana,%
du%peuplier%(Populus&trichocarpa)%et%du%riz%(Oryza&sa8va)%
ClassificaIon*en*deux*sous*groupe*«*PIN1Ylike*»*et*«*PIN5Ylike*»*des*protéines*de*la*famille*des*PIN*chez*A.+
thaliana,*Populus+trichocarpa*et*Oryza+sa<va.*
(Image*extraite*de*Felten*et+al.,*2009)%
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rôle!dans!la!localisation!à!la!membrane!plasmique!(Abas!et&al.,!2006).!L’interaction!de!PIN1!

avec! ABCB19! a! aussi! montré! une! augmentation! de! la! stabilité! des! protéines! PIN1! à! la!

membrane!plasmique! (Titapiwatanakun!et&al.,!2009).!En!système!hétérologue,! l’activité!de!

transport!d’efflux!de!PIN1!est!augmentée!par!la!présence!de!ABCB19!et!ABCB1!et!différentes!

approches! ont! montré! l’interaction! entre! ces! deux! protéines! (Petrášek! et& al.,! 2006! ;!

Blakeslee!et&al.,!2007).!

Les!gènes!codant!les!protéines!PINs!ont!été!retrouvés!chez!toutes!les!espèces!de!plantes!

à! fleurs!dont! le!génome!a!été!décrypté! (Paponov!et&al.,! 2005)!et! leur! localisation!polarisé!

dans! la! racine! a! été! décrite! pour! certaines! d’entre! elles! (Carraro! et& al.,! 2006).! Chez! le!

peuplier,!16!membres!de!la!famille!PIN!ont!été!décrits,!dont!huit!dans!le!clade!des!PIN1@like!

(Figure!10!;!Carraro!et&al.,!2012).!Néanmoins!leur!localisation!cellulaire!et!tissulaire!n’est!pas!

connue.!

!

Certains! membres! de! la! famille! des! ABCB/PGP! chez! A.& thaliana& (pour!:! ATP! Binding!

Cassette/P@glycoprotein!;! Kang! et& al.,! 2011),! classés! parmi! les! MDR! (pour!:! Multi! Drug!

Resistance),! sont!capables!de! transporter! l’AIA.!ABCB1,!ABCB4,!ABCB19!ont!été! identifiées!

comme!des!transporteurs!d’efflux!de! l’AIA!(Figure!9B!;!Geisler!et&al.,!2005).!Dans!certaines!

conditions,!ABCB4!a!été!aussi!décrite!comme!transporteur!d’influx! (Terasaka!et&al.,!2005! ;!

Kubeš! et& al.,! 2012).! Comme! les! PINs,! ces! transporteurs! ont! des! zones! spécifiques! de!

localisation!dans!l’apex!racinaire.!ABCB1!est!localisée!dans!les!tissus!centraux!de!la!racine!et!

ABCB19! est! localisée! dans! l’épiderme.! ABCB4! participe! au! transport! basipète! de! l’auxine!

(Terasaka!et& al.,! 2005).! ABCB19! est! localisée! uniformément! sur! la! périphérie! de! la! cellule!

(Wu! et& al.,! 2007).! De! manière! intéressante,! il! a! été! montré! que! ABCB1! et! ABCB19!

interagissent!avec! les!PIN,!et!suivant! l’interaction,! jouerait!un!rôle!dans! la!stabilisation!des!

PINs!à!la!membrane!plasmique!(Noh!et&al.,!2003!;!Blakeslee!et&al.,!2007!;!Rojas@Pierce!et&al.,!

2007!;!Titapiwatanakun!et&al.,!2009).!!

!

Malgré!l’entrée!de!l’AIA!dans!la!cellule!puisse!se!faire!par!diffusion!passive,!une!famille!

de! transporteurs! d’influx! d’AIA! a! été! identifiée! (Figure! 9B).! La! petite! famille! des!AUX/LAX!

(pour!Auxin!Permease/Like!AUX1)!contient!quatre!membres!:!AUX1!et!3!protéines!nommées!

LAX!1!à!3!(Parry!et&al.,!2001).!L’expression!de!ces!protéines!est!répartie!dans!les!différents!

tissus!de!la!plante!et!varie!au!cours!du!développement!(Swarup!&!Péret,!2012).!Les!fonctions!
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des!transporteurs!d’influx!d’AIA,!associés!aux!membres!de!cette!famille,!sont!étayées!par!les!

phénotypes!des!mutants,!la!localisation!de!la!protéine!polarisée!à!la!membrane!plasmique,!

ainsi!que!des!études!de! transport!de! l’AIA!en! système!hétérologue! (Bennett!et&al.,! 1996! ;!

Yamamoto!and!Yamamoto,!1998!;!Swarup!et&al.,!2001!;!Yang!et&al.,!2006).!Dans!la!racine!d’A.&

thaliana,! AUX1! est! localisée! dans! les! cellules! du! cylindre! central,! dans! la! coiffe,! dans! les!

cellules! de! la! coiffe! latérale! ainsi! que! dans! l’épiderme!de! l’apex! racinaire.! La! protéine! est!

localisée!sur!la!partie!apicale!des!cellules!du!protophloème!et!dans!la!partie!basale!dans!les!

cellules! de! la! coiffe! latérale! (Figure! 9H!;! Swarup! et& al.,! 2001).! Ainsi! AUX1! participe! au!

transport!acropète!et!basipète!de!l’AIA.!

Dans!certaines!conditions,!il!a!aussi!été!montré!que!NRT1.1!(pour!Nitrate!Transportor!1),!

historiquement! décrit! comme! un! transporteur! de! nitrate! (Tsay! et& al.,! 1993),! est! aussi!

capable!de!transporter! l’AIA!à! l’intérieur!de!la!cellule!(Krouk!et&al.,!2010).!Cette!activité!du!

transporteur! participerait! à! l’émergence! des! primordia! racinaires! en! présence! de! nitrate!

(Krouk!et&al.,!2010).!

!

2.2.4 Régulation& de& l’homéostasie& de& l’auxine& par& sa& compartimentation&

intracellulaire&

Parmi! les! protéines! de! la! famille! des! PIN,! certaines! jouent! un! rôle! dans! l’homéostasie!

intracellulaire!de!l’auxine!et!régulent! la!quantité!d’auxine!disponible!à!sa!perception!par! la!

voie!de!signalisation!localisée!dans!le!noyau!(TIR/AFB).!Alors!que!les!protéines!PIN1!à!4!et!7,!

localisées!à!la!membrane!plasmique!possèdent!une!longue!boucle!hydrophobe!centrale!dans!

leurs! séquences!protéiques!prédites,!PIN6!possède!une!plus!petite!boucle!et!PIN5!et!PIN8!

n’en! possèdent! pas.! Ces! trois! derniers! membres! sont! décrits! pour! appartenir! à! la! sous!

famille!PIN5@like!(Mravec!et&al.,!2009!;!Zazímalová!et&al.,!2010).!Il!a!été!mis!en!évidence!que!

PIN5!et!PIN8!sont!localisées!au!sein!de!la!membrane!du!réticulum!et!pourraient!jouer!un!rôle!

dans!le!transport!de!l’AIA!du!cytosol!de!la!cellule!vers!la!lumière!du!réticulum!(Mravec!et&al.,!

2009! ;! Dal! Bosco! et& al.,! 2012! ;! Ding! et& al.,! 2012).! PIN5! est! localisée! dans! la! plupart! des!

organes!de!la!plante,!en!revanche!PIN8!est!localisée!spécifiquement!dans!le!grain!de!pollen!

(Mravec! et& al.,! 2009! ;! Dal! Bosco! et& al.,! 2012! ;! Ding! et& al.,! 2012).! PIN6! a! récemment! été!

décrite!pour!son!rôle!dans!certaines!étapes!du!développement!de!la!plante!et!semble!aussi!



Encadré%4%:%Complexité%et%caractérisa8on%des%systèmes%racinaires%

• %Complexité%des%systèmes%racinaires%
* L’ensemble* des* racines* forme* le* système*

racinaire.* Le* système* racinaire* se* met* en* place*
généralement* à* parIr* de* la* croissance* d’une* racine%
primaire%(PR)* issue*de*embryogénèse.*Dans*certains*cas,*
le* système* racinaire* débute* par* la* formaIon* d’une* ou*
plusieurs*racines*sur* la*Ige*(où*sûr*d’autres*organes)*qui*
sont*appelées*racines%adven8ves%(AR).*Dans*la*culture*du*
peuplier,*la*propagaIon*des*hybrides*d’intérêt*se*fait*par*
la* formaIon* de* racines* advenIves* le* long* de*
l’entrenoeud*(Rigal,*2012).** Adaptée*de*Nibau*et++al.,*2008*

Dicotylédones*et*les*
Gymnospermes*

Monocotylédones*

• %Caractérisa8on%du%système%racinaire%
*L’architecture*du*système*racinaire*se*définit*par*la*longueur*des*racines,*par*le*nombre*et*le*

posiIonnement*des*racines* latérales* le* long*de* la* racine*principale* (De*Smet*et*al.,*2012).*Pour*une*
caractérisaIon* complète* de* l’architecture,* l’angle* d’implantaIon* des* racines* latérales* ainsi* que* la*
surface* racinaire* sont* aussi* des* paramètres* à* prendre* en* compte.*Même* si* le* système* racinaire* et*
composé*de*racines,*les*poils%absorbants%(RH)*sont*de*bon*indicateurs*de*l’architecture*racinaire,*leurs*
formaIon*ont*lieu*lors*de*la*différenIaIon*cellulaire*de*l’épiderme*de*la*racine*et*leur*croissance*est*
régulé*par*de*nombreux*facteurs*du*sol*(Bibikova*et+al.,*2003).*

La* croissance* de* la* racine* est* ensuite* accompagnée* par* la* formaIon* de* nouvelles* racines*
(secondaires,*puis*terIaires,*etc.)*appelées*racines%latérales%(LR).*Le*système*racinaire*pivotant,*ce*qui*
est* principalement* le* cas* chez* toutes* les* dicotylédones* et* les* gymnospermes* est* consItué* d’une*
racine*principale,* voir* advenIve*et*de* racines* latérales.* Le* système* racinaire*des*monocotylédones,*
plus*parIculièrement*celui*des*céréales*dont*le*maïs*et*le*riz*est*plus*complexe.*Ce*système*est*appelé*
fasciculaire*(ou*chevelu),*c’est*à*dire*qu’il*n’a*pas*de*prédominance*d’une*racine*principale.*Au*cours*
du* développement* de* la* plantule,* plusieurs* racines* vont* se* former* en* haut* de* la* racine* principale*
nommées*racines*séminales*(SR).*De*plus,*des*racines*d’encrage*(CR)*en*couronne*à*la*base*de*la*Ige*
se*forment*au*cours*du*développement*de*la*plante.*CellesYci*stabilisent*la*plante*et*limite*la*verse.**

*De*nombreuses*racines*spécialisées*ont*été*décrites*et*répondent*à*une*demande*adaptaIve*
des* plantes* à* leur* environnement:* [A]* les* racines* tubérisées* (en* tubercule)* pour* l'accumulaIon* de*
réserves* dans* les* différents* Issus* des* racines,* [B]* les* racines* succulentes,* adaptées* au* stockage* de*
l'eau,* [C]* des* racines* aériennes,* développées* par* les* plantes* épiphytes* et* absorbent* l'humidité*
atmosphérique,* [D]* les* racines* suçoirs,* observées* chez* les*plantes*parasites* comme* le* gui.*D’autres*
traits* du* système* racinaire* tels* que*greffes*ou* fusion*entre* les* racines*de*différents* arbres*dans* les*
forêts*(DesRochers,*2013)*[E].*

A% B% C% D% E%



! 27!

être!localisée!dans!le!réticulum!(Mravec!et&al.,!2009!;!Bender!et&al.,!2013!;!Cazzonelli!et&al.,!

2013).!

Une! nouvelle! famille! de! transporteurs! d’AIA,! les! PILS! (pour! PIN@LikeS)! a! été! identifiée.!

Cette! famille! comporte! 7! membres! et! les! protéines! présentent! une! structure! protéique!

comparable!aux!protéines!PINs!(Barbez!et&al.,!2012).!Ces!membres!sont!aussi! localisés!à! la!

membrane! du! réticulum! et! pourraient! intervenir! dans! la! régulation! de! l’homéostasie!

intracellulaire!de!l’auxine!(Barbez!et&al.,!2012).!

2.3 Croissance&et&développement&racinaire&

Le! système! racinaire! participe! à! l’absorption! de! l’eau! et! des! nutriments! ainsi! qu’à!

l’ancrage! de! la! plante! à! son! substrat.! Comprendre! les! mécanismes! qui! régulent! le!

développement! racinaire! est! donc! un! objectif! majeur! des! recherches! agronomiques! et!

forestières.!

! L’architecture! racinaire! définit! l’organisation! spatiale! d’un! système! racinaire! d’une!

plante.!Une!grande!variété!de!systèmes!racinaires!est!observée!chez! les!plantes! terrestres!

(Osmont!et&al.,!2007).!Une!description!non!exhaustive!des!racines!composant!l’architecture!

racinaire!est!développée!dans!l’encadré!4.!

La!structure!de!la!racine!est!facilement!identifiable!car!les!lignées!cellulaires!suivent!

l’axe! longitudinal! et! sont!organisées!d’un!point! de! vue! transversal! de! façon! concentrique.!

Une! racine! est! composée! d’un! cylindre! central! contenant! les! tissus! vasculaires,! puis! une!

assise!cellulaire!de!péricycle,!une!assise!endodermique!et!d’un!cortex.!A.&thaliana!possède!

une!seule!assise!de!cortex!mais!chez!certaines!espèces!telles!que!le!maïs,!le!cortex!peut!être!

constitué!de!10!à!15!assises! cellulaires.!Chez!une!même!espèce! telle!que! le!peuplier,! une!

grande! variation! du! nombre! d’assises! peut! être! observée! selon! le!mode! de! culture! et! les!

hybrides!étudiés.!En!condition!in&vitro&utilisée!au!sein!du!laboratoire,!les!plants!de!peupliers!

possèdent!seulement!une!à!deux!assises.!L’assise!la!plus!externe!est!l’épiderme,!importante!

pour! son! rôle! d’échange! avec! le! milieu! extérieur! (Figure! 11).! L’ensemble! des! assises!

cellulaires!dérive!des!cellules!initiales!qui!entourent!le!centre!quiescent.!La!coiffe!racinaire,!

composée! des! cellules! de! la! columelle! et! de! la! coiffe! latérale,! permet! la! protection! de! la!

racine!et!la!perception!de!la!gravité!(Figure!11!;!Dolan!et&al.,!1993!;!Baum!et&al.,!2002).!



Figure%11%:%Organisa8on%de%l’apex%racinaire%
La*racine*est*composée*du*cylindre*central,*de*Issus*vasculaire,*du*péricycle,*de*l’endoderme,*du*cortex*et*de*
l’épiderme*racinaire.*Le*centre*quiescent*est*entouré*des*cellules*souches*(cellules*iniIales).*CellesYci*vont*se*
diviser* et* composer* le* méristème* racinaire.* Progressivement,* les* cellules* méristèmaIques* vont* s’allonger*
(zone*d’élongaIon).*L’équilibre*division/élongaIon*va*ainsi*contrôler*la*croissance*racinaire.*La*coiffe*racinaire*
composée*des*cellules*de*la*columelle*et*de*la*coiffe*latérale*permet*la*protecIon*de*la*racine*et*la*percepIon*
de*la*gravité.*
(Image*extraite*de*Jaillais*et+al.,*2010)*

Zone*d’élongaIon*

Zone*de*transiIon*

Zone*méristémaIque*

Niche*de*cellules*souches*
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2.3.1 La&croissance&racinaire&

La!longueur!de!la!racine!est!déterminée!par!le!nombre!de!cellules!nouvellement!formées!

à!l’apex!racinaire!ainsi!que!leurs!tailles!finales!(Beemster!&!Baskin,!1998).!La!racine!est!ainsi!

formée!de! zones!développementales! consécutives,! le! long!de! l’axe! longitudinal!:!une! zone!

méristématique,!lieu!des!divisions!cellulaires!suivie!d’une!zone!d’élongation/différentiation.!

Dans! la! zone! méristématique! il! est! possible! de! distinguer! deux! sous! zones,! la! zone!

méristématique!apicale,!dans!laquelle!les!cellules!se!divisent!à!un!fort!taux!et!leurs!tailles!ne!

varient! pas,! et! une! zone!méristématique! basale,! appelée! aussi! zone! de! transition,! où! les!

cellules!commencent!à!s’allonger!(Figure!11!;!Jung!&!McCouch,!2013).!!

!

2.3.2 Les&différents&stades&de&la&formation&de&la&RLs&

La! formation! de! la! RL! a! été! décrite! en! huit! étapes!morphologiquement! différentes! en!

fonction! du! nombre! d’assises! cellulaires! formées! dans! la! nouvelle! structure! (Malamy! &!

Benfey,!1997).!Une!des!premières!étapes!visibles!est!une!division!anticlinale!qui!a!lieu!dans!

le! péricycle! (Malamy! &! Benfey,! 1997).! Après! plusieurs! divisions! anticlinales! successives!

(stade! I),! une! première! division! périclinale! est! observée! et! caractérise! le! stade! II.! La!

formation! du! primordium! racinaire! est! le! résultat! d’une! suite! de! divisions! anticlinales! et!

périclinales!(stade!III!à!VII).!Le!stade!VIII!résulte!de!l’émergence!du!primordium!racinaire!hors!

des!tissus!de!la!racine!primaire!(Figure!12A!;!Péret!et&al.,!2009).!!

En!utilisant!la!lignée!rapportrice!de!la!signalisation!auxinique!DR5::GUS!d’A.&thaliana!(voir!

encadré!3),!une!activité!GUS!dans!les!tissus!en!division!est!observable!à!partir!de!l’initiation!

jusqu’au! stade! V! (Benková! et& al.,! 2003),! illustrant! la! présence! d’un! gradient! à! l’apex! du!

primodium! formé!entre! le!stade! II!et!V.!A!partir!du!stade!V,! le!primordium!est!maintenant!

indépendant!dans!la!régulation!locale!de!l’accumulation!d’auxine!(Figure!12B!;!Laskowski!et&

al.,!1995!;!Benková!et&al.,!2003!;!Ljung!et&al.,!2005).!L’observation!des!plantules!DR5::GUS!ou!

GFP!(pour!Green!Fluorescent!Protein,!protéine!rapportice!fluorescente)!a!permis!de!mettre!

en! évidence! une! première! étape! avant! l’initiation,! une! étape! d’activation! de! cellules!

prédisposées! à! s’initier,! appelées! cellules! fondatrices.!Une! réponse!maximum!à! l’auxine! a!

été!décrite!dans!certaines!cellules!du!cylindre!central,!proches!du!péricycle!et!localisées!dans!

la! zone! de! transition! (Figure! 12C!;! De! Smet!et& al.,! 2007! ;! Dubrovsky!et& al.,! 2008).! Il! a! été!



Figure% 12% :%Modifica8on% de% la% structure% et% de% l’accumula8on% de% l’auxine% dans% les% différentes%
étapes%de%la%forma8on%de%la%racine%latérale%
A*;*SchémaIsaIon*des*stades*successifs*de*formaIon*du*primordium*racinaire,*dés*les*premières*divisions*
anIclinales*dans*les*cellules*du*péricycle*de*la*racine*parent*stade*I*à*l’organisaIon*du*primordium+en*Issus*
qui*consItue*la*racine,*l’épiderme*(rouge),*le*cortex*(vert),*l’endoderme*(jaune)*et*le*péricycle*(violet),*stade*
VII.*Le*stade*VIII*consItue*l’émergence*du*primordium+hors*de*la*racine*parent.*B*;*ReprésentaIon*par*stade*
de* la* localisaIon*du* rapporteur*GUS* (bleu)* sous* le* contrôle*du*promoteur*de* la* réponse*auxinique,*DR5.*
Notez*la*formaIon*d’un*nouveau*méristème*indépendant*entre*les*stades*II*et*V.*(Images*extraites*de*Péret*
et+al.,*2009).*C*;*ObservaIon*de*l’apex*racinaire*DR5::GUS,*notez*l’acIvaIon*des*cellules*du*cylindre*central*
dans* la* zone* de* transiIon.*Deux* cellules* opposées* semblent* accumuler* l’auxine,* les* cellules* du* péricycle*
accolées*à*ce\e*cellule*sont*appelées*cellules*fondatrices*de*la*racine*latérale.*D*;*Coupe*transversale*de*la*
racine*dans* la* zone*de* transiIon*au*niveau*des* cellules* fondatrices* (en* jaune;* P:* Péricycle).* Le* signal* qui*
acIve*les*cellules*de*péricycle*n’est*pas*connue*(?).*(Images*extraites*de*De*Smet*et+al.,*2007*et*De*Smet*et+
al.,*2012)*
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montré!que!les!RLs!s’initient!toujours!dans!une!cellule!du!péricycle!voisine!de!cellules!qui!se!

sont! différenciées! en! pôle! de! protoxyléme.! Ce! sont! ces! cellules! du! péricycle! qui! sont!

nommées!cellules!fondatrices.!Le!signal!permettant!aux!cellules!du!cylindre!central!d’activer!

ces!cellules!du!péricycle!est!encore!méconnu!(Figure!12D!;!De!Smet!et&al.,!2007).!

A!travers!ces!observations!il!est!maintenant!possible!de!déterminer!quatre!phases!de!la!

formation!des!RLs!:!!

• L’activation!de!cellules!fondatrices!dans!la!zone!de!transition!

• L’initiation!de!la!RL!!

• La!régulation!de!l’organisation!du!primordium!

• L’émergence!du!primordium!

De! manière! intéressante,! il! a! été! montré! que! les! cellules! activées! dans! la! zone! de!

transition!seront!initiées!et!formeront!un!primordium!racinaire.!En!revanche,!l’ensemble!des!

primordia!racinaires!ne!vont!pas!émerger!de!la!racine!(Dubrovsky!et&al.,!2006!;!De!Smet!et&

al.,! 2007! ;!Marhavý!et& al.,! 2013).!Un!primodium&non! émergé! au! cours! du! développement!

intrinsèque!de!la!plante,!peut!émerger!plus!tard,!en!réponse!à!un!facteur!environnemental!

(Nibau!et&al.,!2008).!Une!partie!de!la!modulation!du!système!racinaire!se!réalise!donc!par!la!

régulation! de! l’émergence! (Péret! et& al.,! 2009).! Il! a! aussi! été! montré! qu’il! existe! une!

corrélation!positive!entre! le!nombre!de!sites!d’initiation!et! le!nombre!d’émergence!de!RLs!

(Lucas!et&al.,!2008).!

2.4 L’auxine&régule&la&croissance&racinaire&

L’auxine& conditionne& la& croissance& racinaire& en& régulant& (1)& la& division& cellulaire,&

localisée&dans& la& zone&méristématique,& (2)& l’allongement&des& cellules,& au& sein&de& la& zone&

d’élongation/différentiation&(Vanneste&&&Friml,&2009&;&Perrot[Rechenmann,&2010).&De&plus,&

la& régulation&de& la&quantité&d’auxine&à& l’apex& racinaire,&détermine& la& transition&entre& les&

deux& processus& cellulaires& (dans& la& zone& de& transition&;& Figure& 13&;& (Depuydt& && Hardtke,&

2011&;&Garay[Arroyo&et!al.,&2012&;&Jones&&&Ljung,&2012).&

&



/*Aux/IAA3*

Figure%13%:%Importance%de%la%régula8on%du%gradient%de%l’auxine%dans%la%zone%de%transi8on%
L’interacIon*auxine*(IAA)*/*gibbérelline*(GA)*/*brassinostéroïde*(BR)/*cytokinine*(CK)* influence*le*transport*
polarisé*de*l’auxine*dans*la*zone*de*transiIon*à*l’apex*racinaire.*Un*complexe*d’interacIons*a*lieu*dans*ce\e*
zone,*régulant*l’équilibre*de*la*division*cellulaire*et*la*différenIaIon/élongaIon*cellulaire.*On*peut*noter*un*
rétrocontrôle*de*BRX*et*SHY2*sur*l’expression*des*MP/ARF.*Il*a*donc*été*supposé*que*l’importance*des*voies*
est*dépendante*de*la*biosynthèse*des*hormones,*qui*peut*favoriser*ou*non*l’expression*de*PIN3*au*dépend*
des*autres*acteurs*(BRX,*SHY2).*Image*extraite*de*Jones*&*Ljung*2012***
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2.4.1 L’auxine& régule& positivement& la& division& cellulaire& dans& la& zone&

méristématique&

A! travers! les! études! qui! permettent! la! culture! cellulaire! des! tissus! végétaux,! il! est!

reconnu!que!l’auxine!est!un!facteur!pouvant!induire!la!division!cellulaire.!Mais!il!a!aussi!été!

montré!que!la!présence!de!cytokinines!est!essentielle!à!l’activation!du!cycle!cellulaire.!

Certaines!données!montrent!que!l’auxine!intervient!dans!la!régulation!du!cycle!cellulaire!

(Perrot@Rechenmann,! 2010).! Ainsi,! l’auxine! induit! l’expression! de! facteurs! régulant! la!

progression!du!cycle!cellulaire!telles!que!des!cyclines!dépendantes!kinases!de!la!famille!des!

CDKA!et!CDKD! (Hemerly!et&al.,!1993! ;! Ferreira!et&al.,!1994).! Il! a!aussi!été!mis!en!évidence!

l’accumulation! spécifique! de! gènes! codant! pour! des! Aux/IAA! et! ARF! dans! des! phases!

spécifiques! du! cycle! cellulaire! (Breyne! et& al.,! 2002).! De! plus,! ABP1! est! essentielle! dans! le!

maintien!de!la!division!cellulaire!à!travers!la!régulation!d’acteurs!du!cycle!cellulaire!(Braun!et&

al.,! 2008! ;! Tromas!et& al.,! 2009),! conférant! à! ABP1! un! rôle! essentiel! dans! la! régulation! du!

gradient!de! la!zone!de!transition! (Tromas!et&al.,!2009).!Ces!données,!suggèrent!un!rôle!de!

l’auxine!dans!la!progression!du!cycle!cellulaire!et!ainsi!la!maintenance!de!la!division!cellulaire!

de!la!zone!méristématique!racinaire.!

Au! niveau! tissulaire,! une! corrélation! peut! être! faite! entre! le! niveau! d’auxine! et! la!

prolifération! cellulaire! dans! la! zone!méristématique! (Grieneisen! et& al.,! 2007).! En! effet,! la!

position!du!niveau!d’auxine!le!plus!faible!est!corrélée!avec!une!diminution!de!la!prolifération!

cellulaire! le! début! de! l’élongation/différentiation! (Figure! 13!;! Grieneisen! et& al.,! 2007).! Il! a!

donc! été! supposé!que! les! transporteurs! PIN,! plus! particulièrement,! la! boucle!de! reflux!de!

l’auxine!via!les!transporteurs!PIN2/PIN1/PIN3/PIN7!régule!la!position!du!gradient!et!ainsi!la!

position!de!la!zone!de!transition.!Cette!hypothèse!est!soutenue!par!le!phénotype!des!triples!

mutants!pin,!qui!possèdent!une!diminution!de!la!zone!méristématique!(Blilou!et&al.,!2005!;!

Vieten!et&al.,!2005).!

Dans! l’apex! racinaire,! les! gènes! PLT! (pour! PLETHORA),! facteurs! de! transcription! de! la!

famille! des! AP2/ERF),! sont! nécessaires! à! la! spécification! du! centre! quiescent! et! à! la!

maintenance!de! la!totipotence!des!cellules!du!centre!quiescent!(Aida!et&al.,!2004).!Les!PLT!

présentes! aussi! un!maximum!d’expression!dans! le! centre!quiescent! et! leur! expression! est!

corrélée!avec!la!zone!de!gradient!d’auxine!(Galinha!et&al.,!2007).!L’activité!mitotique!des!PLT!

a!été!montrée!à!plusieurs!reprises!(Aida!et&al.,!2004!;!Galinha!et&al.,!2007).!Les!mutants!plt&



Figure%14%:%Modèle%de%régula8on%de%la%croissance%cellulaire%par%ABP1%
Par*une*voie* inconnue*à*ce* jour* (?),*ABP1*régule*rapidement*(de* l’ordre*de* la*minute)* l’acIvité*d’ATPase*de* la*
membrane* plasmique* et* les* canaux* potassiques* (K+).* Les* ATPase* induisent* une* acidificaIon* du* milieu*
extracellulaire,*ce*qui*acIve*l’élongaIon*cellulaire*par*la*perte*de*la*paroi*cellulaire,*induit*par*des*enzymes*de*
type*expansine.*De*plus,*l’acIvaIon*des*canaux*K+*induit*une*augmentaIon*en*eau*intracellulaire*et*donc*induit*
la*croissance*cellulaire.***
(Figure*modifiée*de*Sauer*&*KleineYVehn,*2011)*
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cellulaire* croissance*
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ont!une!zone!méristématique!plus!petite!que!les!plantes!sauvage!(Aida!et&al.,!2004).!Les!PLT!

régulent!l’expression!des!gènes!PIN!dans!la!zone!méristématique!apicale!(Blilou!et&al.,!2005).!

Ainsi,!les!PLT!maintiennent!l’activité!mitotique!des!cellules!du!méristème!apical!et!régule!la!

zone!de!transition.!L’activité!des!promoteurs!des!PLT!est!corrélée!avec!le!niveau!d’AIA!dans!

la!racine.!Cette!activité!est!due!à!l’activation!de!l’expression!des!gènes!PLT!par!les!facteurs!

de!transcription!ARF5/MP!et!ARF7/NHP4!(Aida!et&al.,!2004).!Ce!mécanisme!d’auto!régulation!

de! l’auxine!permet!de!stabiliser! le!niveau!d’auxine!dans! l’apex!racinaire.!Par!ailleurs,!ABP1!

régule!le!gradient!d’expression!des!PLT!(Tromas!et&al.,!2009).!

L’auxine!contrôle!aussi!la!transition!entre!la!prolifération!vers!l’élongation/différentiation!

en!inhibant!l’endoreduplication!(Ishida!et&al.,!2010).!

2.4.2 L’auxine&régule&l’élongation&cellulaire&&

! L’auxine,! appliquée! à! une! concentration! entre! 10@9! et! 10@10!M,! inhibe! la! croissance!

racinaire! (Figure!5).! La!protéine!ABP1!est!un!acteur! clef!dans! ce!mécanisme.!Par!une!voie!

inconnue! à! ce! jour,! ABP1! augmente! rapidement! (de! l’ordre! de! la! minute)! l’activité! des!

ATPases! de! la!membrane! plasmique! ainsi! que! celle! des! canaux! potassiques! entrants! (K+!;!

Figure!14).!Les!ATPases!induisent!une!acidification!du!milieu!extracellulaire,!ainsi!active!donc!

l’élongation!cellulaire!par!la!modification!de!la!paroi.!Parallèlement,!l’activation!des!canaux!

potassiques! induit! une! augmentation! de! la! pression! de! turgescence! et! ainsi! régule! la!

croissance!cellulaire!(Figure!14!;!Sauer!&!Kleine@Vehn,!2011)!

! Une! des! réponses! physiologiques! observée! en! réponse! à! une! quantité! exogène!

d’auxine!et! la!production!d’espèces! réactives!de! l’oxygène! (ROS!;!Tognetti!et&al.,!2012).! La!

production! des! ROS! a! aussi! été! détectée! pour! être! en! aval! de! la! voie! de! signalisation!

auxinique,!de!plus!ce!mécanisme!faciliterait!la!modification!de!la!paroi!cellulaire!nécessaire!à!

l’élongation!cellulaire!(Joo!et&al.,!2001!;!Schopfer!et&al.,!2002!;!Liszkay!et&al.,!2004)!

! Comme! l’auxine,! l’éthylène! participe! à! la! régulation! de! la! croissance! racinaire!

(Tableau!1).!Cette!hormone!induit!la!biosynthèse!de!l’auxine!à!l’apex!racinaire!en!induisant!

l’expression! des! gènes! ASA1,! ASB1,! TAA1! et! TAR! (Stepanova! et& al.,! 2005! ;! Swarup! et& al.,!

2007)!et!stimule!aussi!le!transport!basipète!de!l’auxine!via!AUX1!et!PIN2!et!facilite!ainsi!son!

transport!dans!le!zone!de!transition!(Růžička!et&al.,!2007).!

!



Hormones%
Effet%sur%la%longueur%

de%la%racine%
Effet%sur%la%division%

cellulaire%
Effet%sur%l’élonga8on%

cellulaire%

Auxines* +/Y* +/Y* +/Y*

Cytokinines* Y* Y* Y*

Gibbérellines* +* +* +*

Brassinostéroïdes* +/Y* +/Y* +/Y*

Ethylène* Y* Y* Y*

Tableau%1%:%Effets%des%différentes%hormones%dans%la%croissance%racinaire%
L’effet*de*l’auxine,*des*cytokinines,*des*gibbérellines,*des*brassinostéroïdes*et*de*l’éthylène*sur*la*longueur*
de*la*racine*et*du*mécanisme*impliqué*ou*supposé*impliqué.*«*+*»*:*effet*posiIf*;*«*Y*»*:*effet*négaIf* *«*+/Y*
»*:*effet*doseYdépendante.*
Werner*et+al.,*2003*;*Dello*Ioio*et+al.,*2007*;*Růžička*et*al.,*2007;*Swarup*et+al.,*2007*;*Moubayidin*et+al.,*
2010*;*Ruzicka*et+al.,*2009*;*UbedaYTomás*et+al.,*2009*;*Hacham*et+al.,*2011;**GonzalezYGarcia*et+al.,+2011,*
Hacham*2011;*Zang*et+al.,*2011*



! 32!

2.4.3 &Les&voies&qui&régulent&la&transition&division/élongation&cellulaire&

Les&voies&de& régulation&de& la& transition&de& la&prolifération&vers& l’élongation& cellulaire&

impliquent& la& régulation& de& la& quantité& d’auxine& à& l’apex& racinaire.& Cette& régulation&

implique&des&acteurs&des&différentes&voies&hormonales,&dans&la&zone&de&transition.&

&

Avec!l’auxine,!les!cytokinines,!les!gibbérellines!et!les!brassinostéroïdes!sont!considérées!

comme! essentiels! à! la! croissance! racinaire.! Les! cytokinines! régulent! la! prolifération!

cellulaire,!les!gibbérellines!sont!bien!connues!pour!leurs!rôles!dans!l’élongation.!Le!rôle!des!

brassinostéroïdes!semble!plus!complexe,!des!études!ont!montré! leurs! implications!dans! la!

régulation!de!ces!deux!processus!(Tableau!1!;!Depuydt!and!Hardtke,!2011!;!Garay@Arroyo!et&

al.,!2012!;!Jones!&!Ljung,!2012).!

La!régulation!du!transport!polarisé!de!l’auxine!via!PIN3/PIN7/PIN1!détermine!la!taille!de!

la! zone!méristématique! (Blilou!et&al.,! 2005).!De!plus,! il! a!été!montré!que! la! répression!de!

l’expression!des!ARF!dont!MP!(pour!MONOPTEROS),!Aux/IAA3/SHY2!régule!l’expression!des!

gènes! PINs! dans! la! zone! de! transition! (Figure! 13!;!Weijers! et& al.,! 2005! ;! Dello! Ioio! et& al.,!

2008).! Plusieurs! acteurs! des! voies! ! hormonales! ont! été! décrits! dans! la! régulation! de!

l’expression!de!ARF/MP,!dans!la!zone!de!transition!:!!

• Les&cytokinines!jouent!un!rôle!important!dans!la!taille!de!la!zone!méristématique!en!

activant! l’élongation/différentiation! cellulaire! (Tableau! 1).!Une! application! exogène!

de!cytokinines!induit!une!taille!de!la!zone!méristématique!plus!petite.!Les!mutants!de!

signalisation! de! la! voie! des! cytokinines! dont! ARR1! et! ARR12! (pour! Arabidopsis!

Response! Regulator)! ont! un! méristème! plus! important! que! les! plantes! contrôles!

(Dello! Ioio! et& al.,! 2007).! Il! a! été! supposé! que! ARR1/ARR12! régule! l’expression! de!

Aux/IAA3/SHY2,! ce!qui! explique! la!modification!du! transport!polarisé!de! l’AIA!dans!

les!mutants!arr1!(Figure!13!;!Dello!Ioio!et&al.,!2008).!

• Les&gibbérellines! sont!décrites!dans! la! littérature!pour! induire!à! la! fois! l’élongation!

cellulaire! et! le! taux! de! prolifération! cellulaire! (Tableau! 1).! Les! GA! activent! la!

croissance! cellulaire! en! permettant! la! dégradation! les! facteurs! de! transcription! de!

type!DELLA!(Ubeda@Tomás!et&al.,!2008!;!Ubeda@Tomás!et&al.,!2009).!Il!est!connu!que!

les! gibbérellines! influencent! les! voies! de! l’AIA! dans! la! croissance! racinaire! (Fu! &!

Harberd,!2003).!Après!un!apport!de!gibbérelline,!il!a!été!noté!une!inhibition!de!ARR1!



Figure%15%:%Modèle%d’ac8va8on%des%cellules%fondatrices%des%RLs%dans%la%zone%de%transi8on%par%le%
transport%polarisé%de%l’auxine%
Un*modèle* propose* que* l’auxine* accumulée* dans* l’apex* racinaire* au* niveau* de* la* coiffe* racinaire* et* reY
transportée* de* façon* polarisée* par* AUX1,* PIN1* et* PIN2,* dans* les* cellules* de* la* coiffe* latérale* et* de*
l’épiderme.* Au* niveau* de* la* zone* de* transiIon,* ce* flux* d’auxine* est* redirigé* localement* vers* le* cortex*
jusqu’au*cylindre*central*et*s’accumule*dans*une*cellule*du*cylindre*central*(voir*aussi*Figures*12C*et*12D).*
Ce\e*accumulaIon* locale*d’auxine* est* oscillatoire* au* cours* de* la* croissance*de* la* racine* et* va*perme\re*
l’acIvaIon*des*cellules*fondatrices*des*RLs*dans*le*péricycle.*(Image*simplifiée*de*Lucas*et+al.,*2008).*
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dépendante! des! facteurs! de! transcription! RGA/DELLA,! régulant! par! la! suite!

l’expression!de!Aux/IAA3/SHY2!(Figure!13!;!Moubayidin!et&al.,!2010).!

• Les&brassinostéroïdes!et!l’auxine!ont!un!effet!synergique!dans!la!racine!(Tableau!1).!

Une!augmentation!de! l’activité!DR5::GUS!est!observée!après!un!apport!exogène!de!!

brassinostéroïdes!(Bao!et&al.,!2004).!BRX!(pour!Brevis!Radix),!facteur!de!transcription!

de! la! voie! des! brassinostéroïdes! est! un! gène! de! réponse! à! l’auxine.! Ce! facteur! est!

nécessaire!à!l’expression!de!Aux/IAA3/SHY2!et!PIN3!dans!la!zone!de!transition!de!la!

racine! d’A.& thaliana! (Scacchi! et& al.,! 2010).! Une! voie! de! rétrocontrôle! a! été! décrite!

puisqu’une!des!cibles!de!ARF/MP!est!BRX&(Figure!13!;!Mouchel!et&al.,!2006).!

!

L’ensemble&de&ces&données&révèle&une&régulation&complexe&de&la&croissance&racinaire,&

dans&une&zone&spécifique&de&la&racine,&à&travers&différentes&voies&hormonales&(Figure&13).&

2.5 L’implication&de&l’auxine&dans&la&formation&de&la&RL&

Une!application!d’auxine!exogène!est!suffisante!par!activer!la!formation!de!nouvelles!RLs!

(Laskowski! et& al.,! 1995! ;! Casimiro! et& al.,! 2001! ;! Laskowski! et& al.,! 2006).! De! plus,! il! a! été!

montré!que!le!transport!polarisé!de!l’auxine!joue!un!rôle!essentiel!dans!toutes!les!étapes!de!

formation!de!la!RL,!de!l’initiation,!à!l’émergence!de!la!racine!(Fukaki!&!Tasaka,!2009).!Par!la!

suite,! nous! nous! intéressons! à! l’étape! d’activation! des! cellules! fondatrices,! étapes!

considérées!dans!notre!cas!d’étude!(voir!par!la!suite!Encadré!5).!

De! nombreuses! analyses! directes! et! indirectes! ont! montré! l’importance! du! transport!

basipète!de!l’AIA!dans!cette!étape.!L’initiation!des!RLs!est!dépendante!du!gradient!d’auxine!

à! l’apex! racinaire! ainsi! que! de! son! transport! basipète! (Bhalerao! et& al.,! 2002).! De! plus,!

l’application!de!l’inhibiteur!de!transport!de!l’auxine,!NPA,!diminue!le!nombre!d’initiation!de!

RLs! (Casimiro!et&al.,!2001).!Comme!décrit!plus!haut,! il! a!aussi!été!montré!que! l’auxine!est!

recyclée!dans!l’apex!via&le!transport!basipète!localisé!dans!la!coiffe!latérale!et!l’épiderme,!et!

redirige! localement! l’auxine! vers! le! cortex! et! plus! profondément! dans! le! cylindre! central!

(Figure! 15!;! Blilou! et& al.,! 2005).! Ce! reflux! induit! des! gradients! locaux! de! l’auxine! qui!

participeraient!à!l’initiation!de!la!formation!des!RLs!(Figure!15!;!De!Smet!et&al.,!2007).!De!plus!

il!a!été!montré!que! le!transport!d’auxine!par!AUX1!participe!à!cette!régulation!(Swarup!et&
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al.,! 2001! ;! Swarup! et& al.,! 2005).! Le! mutant! aux1& a! un! niveau! réduit! d’auxine! à! l’apex!

racinaire,!corrélé!avec!une!diminution!d’initiation!de!RLs!due!à!une!diminution!du!nombre!

de!cellules!fondatrices!(Swarup!et&al.,!2001!;!Marchant!et&al.,!2002!;!De!Smet!et&al.,!2007).!De!

plus,! en! restaurant! l’expression! de!AUX1! chez! le!mutant!aux1,& en! utilisant! un! promoteur!

spécifique!de!la!coiffe!latérale!ou!de!l’épiderme,&une!restauration!du!nombre!de!RLs!initiées!

est!observée.!Alors!qui! si! l’expression!de!AUX1&est! restaurée&uniquement!dans! le! cylindre!

central,! le!mutant! aux1& est! toujours! défectueux! dans! l’initiation! des! RLs! (De! Smet! et& al.,!

2007).!

D’autres!études!ont!montré!l’implication!des!PIN!dans!le!reflux!de!l’auxine!dans!la!zone!

de! transition,! PIN2! de! part! sa! localisation! mais! aussi! PIN1.! En! utilisant! des! mécanismes!

d’activation! de! nouvelles! RLs,! Ditengou! et! ses! collaborateurs! ont! montré! l’implication! de!

PIN1!et!PIN2!dans!l’accumulation!de!l’AIA!dans!les!cellules!du!cylindre!central!(Ditengou!et&

al.,!2008).!En!gravistimulant!la!racine!principale!d’A.&thaliana,!ils!ont!montré!une!localisation!

de! PIN1! dans! les! zones! basales! et! apicales! d’une! cellule! du! cylindre! central.! Cette!

observation!est! aussi! étayée!par! le! fait!que! les! racines!d’A.& thaliana& surexprimant! le! gène!

PIN1!développent!plus!de!RLs!que!les!plantes!contrôles!(Benková!et&al.,!2003).!Les!mutants!

pin1& et! pin2& n’ont! pas! montré! de! défaut! dans! le! nombre! de! RLs,! peut! être! dû! à! la!

redondance!des!fonctions!qui!existent!dans!la!famille!des!PINs!(Blilou!et&al.,!2005).!!

Le! nombre! de! cellules! fondatrices! du! mutant! pin7& est! plus! important.! Ces! données!

suggèrent!un!rôle!négatif!de!PIN7!dans!l’activation!des!cellules!fondatrices!(Marhavý!et&al.,!

2013).!

Il!semblerait!donc!que!l’accumulation!de!l’auxine!dans!les!cellules!du!cylindre!central!de!

la! zone! de! transition! est! dû! au! transport! basipète! de! l’AIA! dans! la! coiffe! latérale! et!

l’épiderme!et!son!reflux!dans!le!péricycle.!!

Le! rythme!de! l’activation!de!ces!cellules!chez!A.& thaliana!est!connu,! il!est!d’environ!15!

heures.! En! revanche! l’origine! de! ce! rythme! est! mal! connue.! En! utilisant! la! lignée!

promoteur/rapporteur!DR5::Luciferase,!protéine!rapportrice!très!dynamique,!l’expression!de!

la!luciférase!est!augmentée!dans!la!zone!de!transition,!et!ensuite!dans!la!zone!d’élongation!

(Figure!15).!Il!a!été!montré!que!ces!oscillations!ne!semblent!pas!dépendantes!des!conditions!

environnementales! tels!que! la! température!ou! les!nutriments,! et! serait!donc! régulées!par!

une!horloge!endogène!de! la!plante! (Moreno@Risueno!et&al.,!2010).!Moreno@Risueno!et! ses!

collaborateurs! ont! tenté! de! décrypter! les! mécanismes! de! ces! oscillations.! Le! facteur! de!
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transcription!ARF7!a!été!montré!comme!un!bon!candidat!dans!la!régulation!de!l’oscillation!

de!l’activation!des!cellules!fondatrices!mais!ne!peut!expliquer!à!lui!seul!l’oscillation.!D’autres!

facteurs! de! transcription! ont! une! expression! qui! oscille! comme! SCH1! et! SCH2! (pour!

Shatterproof),!STK!(pour!Seedstick)!et!AGL20!(pour!Agamous@like).!

!

En&conclusion,& il&a&été&montré&que& l’auxine&et&plus&particulièrement&son&transport&

régulent&la&croissance&racinaire&et&la&formation&de&la&RL.&

3 L’auxine&dans&les&interactions&plantes[microorganismes&

3.1 Implication& des& voies& de& l’auxine& dans& les& modifications& du&
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ABSTRACT

A wide variety of microorganisms known to produce auxin
and auxin precursors form beneficial relationships with
plants and alter host root development. Moreover, other
signals produced by microorganisms affect auxin pathways in
host plants. However, the precise role of auxin and auxin-
signalling pathways in modulating plant–microbe interac-
tions is unknown. Dissecting out the auxin synthesis,
transport and signalling pathways resulting in the character-
istic molecular, physiological and developmental response in
plants will further illuminate upon how these intriguing inter-
species interactions of environmental, ecological and eco-
nomic significance occur. The present review seeks to survey
and summarize the scattered evidence in support of known
host root modifications brought about by beneficial microor-
ganisms and implicate the role of auxin synthesis, transport
and signal transduction in modulating beneficial effects in
plants. Finally, through a synthesis of the current body of
work, we present outstanding challenges and potential future
research directions on studies related to auxin signalling in
plant–microbe interactions.

Key-words: arbuscular mycorrhiza; auxin; ectomycorrhiza;
endophytes; plant growth-promoting fungi; plant growth-
promoting rhizobacteria; plant–microbe interaction; root
development.

INTRODUCTION

Roots are belowground organs that anchor terrestrial plants
in soil and, as the interface between plant and soil, are in
constant interplay with many soil microorganisms. Some
classes of microorganisms can beneficially modify host root
development, increase absorption of water and nutrients,
augment tolerance to stress such as drought and disease, and
enhance plant biomass. Beneficial plant–microbe relation-
ships include microorganisms such as (1) rhizospheric bac-
teria and/or fungi that can promote plant growth and/or fix
nitrogen without inducing new organ formation, termed
as plant growth-promoting rhizobacteria or plant growth-
promoting fungi; (2) nodule-forming nitrogen-fixing bacteria

such as Rhizobium and Frankia; (3) arbuscular mycorrhizal
and ectomycorrhizal fungi; and (4) root endophytic bacteria
and fungi. The recent surge in reports identifying beneficial
microorganisms and the physiological responses elicited in
the host plants suggests a complex interplay between envi-
ronmental and biological factors. Enhanced and concerted
efforts are needed to obtain a greater clarity in the multi-
faceted research related to inter-kingdom communication,
regulation of species composition and biogeochemical
cycles, ecosystem health and improved plant growth strate-
gies for food, fuel or fibre purposes. Here, we provide a
review of the involvement of auxin pathways in modulating
root architecture during beneficial plant–microorganism
interactions.

Several abiotic and biotic factors can influence the devel-
opment and establishment of plant–microbe relationships
and the net physiological effect on growth of host plant.
Slankis (1974) had described the effect of soil factors such as
nutrient content, pH, temperature, moisture and aeration on
formation of mycorrhizal associations. Moreover, the compo-
sition of soil microbiota (Slankis 1974; Johnson et al. 2012),
chemicals in root exudates (Badri & Vivanco 2009), and plant
factors such as the age of the plants and microbial host spe-
cificity (Morgan, Bending & White 2005; Johnson et al. 2012)
can drive the net plant–microbial relationships. Communica-
tion between host plant and microorganisms can occur
through secretion of signalling factors in the form of proteins,
metabolites and/or volatile organic compounds. For example,
detection of plant exudates by ectomycorrhizal fungus
Laccaria bicolor induces expression of mycorrhizal-induced
small secreted protein 7 (MiSSP7), which functions to estab-
lish mutualistic relation with Populus (Plett et al. 2011). Plant
hormones such as auxin, ethylene and jasmonic acid repre-
sent additional classes of signalling molecules that influence
beneficial plant–microbe interactions (Sun et al. 2006; Glick
et al. 2007b; Camehl et al. 2010; Spaepen & Vanderleyden
2010). A wide variety of microorganisms have been shown to
produce auxin and influence host plant development (Slankis
1973; Spaepen & Vanderleyden 2010). Dissecting out the
mechanisms by which microorganisms transduce auxin
signals, modulate auxin pathways, and elicit molecular, physi-
ological and developmental responses in host can provide
insights into these intriguing inter-species interactions.Correspondence. U. C. Kalluri. E-mail: kalluriudayc@ornl.gov
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ROLE OF AUXIN IN PLANT ROOT
DEVELOPMENT

Involvement of plant hormones during microbial associa-
tions with host plants was first reported in the 1940s (Mac-
dougal & Dufrenoy 1944). Historic experiments by Slankis
(1973) have demonstrated a role for fungal auxin in forming
mycorrhizal associations in Pinus roots. The role of auxin in
regulating a wide range of physiological and developmental
processes in plants, such as seedling growth, apical domi-
nance, vascular patterning, tropic responses, embryogenesis,
and root growth and development, is well known and docu-
mented (Zhao 2010; Kalluri et al. 2011). At the cellular level,
auxins are known to regulate many aspects of cell division,
differentiation and elongation through activation of the cell
cycle genes and acidification of cell wall (Overvoorde, Fukaki
& Beeckman 2010).

Numerous excellent recent reviews summarize the many
aspects of auxin synthesis, transport and signalling in root
development (Peret et al. 2009; Overvoorde et al. 2010; Zhao
2010). Development of the belowground plant structure
entails adjustments to primary root growth with regard to
timing, extent (numbers and dimensions of lateral roots and
root hairs) and degree (such as secondary and tertiary roots)
of root branching. A simplified description of the role of
auxin in root development could be summarized as auxin
inhibits root elongation and promotes development of lateral
roots. Lateral root development involves a series of cell divi-
sions in activated pericycle cells (or endodermal cells in
cereals) to form root primordia, which differentiate into
newly emerging lateral roots (Malamy & Benfey 1997; Peret
et al. 2009). Each of these events, including initiation, devel-
opment, emergence and elongation of lateral roots, has been
attributed to the regulation of auxin transport, signalling and
biosynthesis (Dubrovsky et al. 2008; Peret et al. 2009; De
Smet 2012).

In brief, auxin synthesis involves multiple pathways includ-
ing tryptophan-dependent and -independent pathways
(Woodward & Bartel 2005). Enhanced auxin levels can
increase root formation in a dose-dependent manner, as evi-
denced by genetic manipulations that enhance auxin levels
and exogenous applications of auxin (Malamy 2005). Use of
auxin-induced reporter DR5:GUS has demonstrated that
various stages of primordium development are accompanied
by establishment of auxin-signalling maximum (Peret et al.
2009). Auxin signalling involves F-box receptor transport
inhibitor response 1 (TIR1), repressor AUX/indole-3-acetic
acid (IAA), and transcriptional factor auxin response factor
(ARF) (Kalluri et al. 2007; Peret et al. 2009). Binding of auxin
to the E3 ligase receptor complex results in targeting of
AUX/IAA proteins for degradation, which then leads to
derepression of ARF proteins resulting in auxin-induced
gene expression (Fig. 1). Many of these components in auxin
signalling have been identified to be involved in the regula-
tion of root development (Casimiro et al. 2003). Finally, auxin
transport mediated through auxin influx proteins such as
auxin resistant 1 (AUX1) and like auxin (LAX), and efflux
proteins such as pin-formed (PIN) and ATP binding cassette

B/multidrug resistance/P-glycoprotein (ABCB/MDR/PGP)
can modulate root development (Teale, Paponov & Palme
2006; Kalluri et al. 2011) (Fig. 1).

The emerging reports of the role of auxin in plant–microbe
interactions are dispersed and incomplete. Clearer answers
are needed for questions such as:What is the extent of known
host auxin-mediated root modifications brought about by
beneficial relationships with microorganisms? What is the
evidence in support of components of auxin synthesis, trans-
port, signal transduction, and the resulting net change in
auxin homeostasis in modulating beneficial effects in plants?
Is the current evidence in support of an interspecific or uni-
versal plant-specific involvement of auxin pathways during
plant–microbe interactions?

The present review seeks to survey and summarize the
evidence in support of the involvement of auxin pathways
in modulating root architecture during beneficial plant–
microorganism interactions (Table 1). As several recent
reviews have covered auxin transport and synthesis mecha-
nisms during nodule-forming legume–rhizobia symbiosis
(Grunewald et al. 2009; Spaepen & Vanderleyden 2010), a
detailed discussion on nodule-forming nitrogen-fixing bacte-
ria is excluded from the present review. Signalling crosstalk
that modifies auxin-signalling pathways is discussed briefly.
Last but not the least, research challenges and potential
future directions are discussed.

MODULATION OF HOST ROOT ARCHITECTURE
BY BENEFICIAL PLANT – MICROORGANISM
INTERACTIONS

As noted earlier, beneficial plant–microbe interactions can
have direct or indirect effects on belowground and above-
ground plant structures. Specifically, changes to root structure
include overall root growth, primary and lateral root length,
lateral root number and positioning of lateral root (Hirsch
et al. 1997; Ditengou, Beguiristain & Lapeyrie 2000; Oldroyd
& Downie 2008; Felten et al. 2009; Contesto et al. 2010)
(Table 1). Even nodule-inducing microorganisms can
mediate changes in root architecture outside of nodule for-
mation. Olah et al. (2005) have reported that there was an
increase in lateral root formation in Medicago truncatula in
response to the Nod factor of Sinorhizobium meliloti. Simi-
larly, Frankia increased root branching in Alnus glutinosa
(Orfanoudakis, Wheeler & Hooker 2010).

Several plant growth-promoting rhizobacteria, not classi-
fied as mutualist partners, have also been shown to influence
plant root architecture. For example, co-culture with Bacillus
megaterium increased lateral root number and length in Pha-
seolus vulgaris (Lopez-Bucio et al. 2007) and volatile organic
compounds released by Bacillus subtilis enhance lateral root
development in Arabidopsis (Zhang et al. 2007). In contrast,
in Arabidopsis inoculation with a strain of rhizobacteria
Phyllobacterium brassicacearum does not affect the primary
root length or lateral root density but positively affects total
lateral root length (Mantelin et al. 2006; Contesto et al. 2010).
Serratia marcescens, when co-cultured with Arabidopsis,
inhibited primary root elongation and induced lateral roots
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in a distance-dependent manner (Shi et al. 2010). The rhizo-
bacterium Pseudomonas aeruginosa modified root architec-
ture in Arabidopsis by means of increasing primary root
length, number of lateral roots, and root fresh weight (Ortiz-
Castro et al. 2011). Azospirillum brasilense, in an inoculum
concentration-dependent manner, inhibited root length
while enhancing the root hair formation in Triticum aestivum
(Dobbelaere et al. 1999). Two species of free-living fungi,
Trichoderma virens and Trichoderma atroviride, enhanced

lateral root growth when cultured with Arabidopsis
(Contreras-Cornejo et al. 2009; Salas-Marina et al. 2011).

In several arbuscular mycorrhizal species, colonized root
systems displayed more lateral roots than a non-AM root
systems (Berta et al. 1990, 1995; Hooker, Munro & Atkinson
1992;Tisserant, Gianinazzi & Gianinazzi-Pearson 1996;Yano,
Yamauchi & Kono 1996; Citernesi, Vitagliano & Giovannetti
1998; Gutjahr, Casieri & Paszkowski 2009; Orfanoudakis
et al. 2010). A decrease in primary root length is observed in

Figure 1. Schematic representation of the types of beneficial microorganisms and the auxin synthesis, transport, and signal transduction
pathways reported to be involved in modulating effects on host root growth and development. Association of different microorganisms with
the host plant can inflict changes in root architecture. One of the molecular mechanisms by which these physiological changes are induced is
through modulating auxin pathways. Beneficial microorganisms (ectomycorrhizal, arbuscular, plant growth-promoting rhizobacteria and
fungi, and entophytic bacteria) can alter net auxin homeostasis through changes in auxin synthesis, signalling and transport. Based on the
literature, the classes of beneficial microorganisms that affect or could potentially affect the different auxin pathway are given (PIN,
AUX/LAX, ABCB are auxin transport proteins; TIR1, AUX/IAA, ARF are involved in auxin signalling; GH3 is involved in auxin
conjugation).
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Table 1. List of known phenotypic effects on plant roots caused by beneficial microbes

Microorganism
Classification of
microorganisms Host plant Phenotype

Impact on plant endogenous
auxin pathways Reference

Aspergillus ustus PGPFa Arabidopsis thaliana Increased lateral root and root biomass NA (Salas-Marina et al. 2011)
(Barrow & Osuna 2002)

Azospirillum brasilense PGPRb Triticum aestivum Decreased root length, increased root hair
formation

NA (Dobbelaere et al. 1999)

Bacillus megaterium STM196 PGPRb Phaseolus vulgaris,
Arabidopsis thaliana

Increased root biomass, lateral root number
and length, decreased primary root growth

NA (Lopez-Bucio et al. 2007)

Bacillus subtilis GB03 PGPRb Arabidopsis thaliana Increase in lateral root development Accumulation, transport (Zhang et al. 2007)
Frankia Nodule forming Alnus glutinosa Increased lateral root number NA (Orfanoudakis et al. 2010)
Gigaspora margarita, Gigaspora rosea,

Rhizophagus irregularis
AMc Medicago truncatula Increased lateral root NA (Olah et al. 2005)

Gigaspora rosea AMc Alnus glutinosa Increased lateral root number NA (Orfanoudakis et al. 2010)
Glomus clarum, Gigaspora decipiens AMc Aquilaria filarial,

Dyera polyphylla
Increased root biomass NA (Turjaman et al. 2006)

Rhizophagus irregularis AMc Oryza sativa Increased lateral (large and fine) root number,
increased primary root length so increased
root biomass

NA (Gutjahr et al. 2009)

Rhizophagus irregularis, Glomus
mosseae

AMc Prunus cerasifera Increased lateral root number, decreased
lateral root length

NA (Berta et al. 1995)

Glomus strain E3 AMc Allium porrum Increased adventitious and lateral root
number, decreased primary root length

NA (Berta et al. 1990)

Glomus strain E3, Glomus caledonium AMc Populus deltoides ¥ Populus
trichocarpa

Increased lateral root number and length NA (Hooker et al. 1992)

Hebeloma cylindrosporum ECMd Pinus pinaster Increased lateral root number, root length and
root biomass

Accumulation, signalling (Tranvan et al. 2000)

Laccaria bicolor ECMd Picea abies Increased adventitious root number and root
length

Accumulation (Karabaghli-Degron et al.
1998)

Laccaria bicolor ECMd Populus tremula ¥ Populus
alba

Increased lateral roots Synthesis, signalling, transport (Rincon et al. 2003; Felten et al.
2009)

Phialocephala fortinii Root-associated endophyte Pinus contorta,
Rhododendron spp.

Increased root biomass NA (Jumpponen et al. 1998)

Phyllobacterium brassicacearum PGPRb Arabidopsis Increased lateral root length Synthesis, signalling, transport (Mantelin et al. 2006; Contesto
et al. 2010)

Phyllobacterium sp. 29-15 PGPRb Brassica napus Increased lateral root number and length NA (Larcher et al. 2003)
Piriformospora indica Root-associated endophyte Adhatoda visica Increased root biomass NA (Rai & Varma 2005)
Piriformospora indica Root-associated endophyte Arabidopsis thaliana Increased lateral root number, root biomass,

root growth
Synthesis (Sirrenberg et al. 2007)

Pisolithus tinctorius, Paxillus involutus ECMd Pinus sylvestris Increased adventitious root number, primary
root length and root biomass

Transport, accumulation (Niemi et al. 2002)

Pseudomonas aeruginosa PGPRb Arabidopsis Increased lateral roots, root biomass, root
growth

Signalling (Ortiz-Castro et al. 2011)

Serratia marcescens PGPRb Arabidopsis Increased lateral root number, decreased
primary root length

Signalling; ethylene, jasmonic
acid, salicylic acid signalling

(Shi et al. 2010)

Sinorhizobium meliloti Nod factor Nodule nitrogen fixing Medicago truncatula Increased lateral root NA (Olah et al. 2005)
Trichoderma virens, Trichoderma

atroviride
PGPFa Arabidopsis Increased lateral root number Signalling, transport (Contreras-Cornejo et al. 2009)

Tuber borchii, Tuber melanosporum ECMd Cistus incanus Increased lateral root, decreased primary root
length

Accumulation, signalling,
ethylene accumulation,
signalling

(Splivallo et al. 2009)

Description of phenotypic changes observed in beneficial associations with various classes of microorganisms. Information on species of the microorganisms, classification of microorganisms, host species name, the auxin pathways that
are modified of the microorganisms in the plants, and corresponding references are provided.
aPlant growth-promoting fungus. bPlant growth-promoting rhizobacterium. cArbuscular mycorrhizal fungus. dEctomycorrhizal fungus.
NA, not applicable.
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Prunus spp. (Berta et al. 1990) while an increase of root
length has been observed in Populus (Hooker et al. 1992).
Rhizophagus irregularis (also referred as Glomus intraradi-
ces) stimulated the formation of fine and large lateral roots in
Oryza sativa and Zea mays (Kaldorf & Ludwig-Muller 2000;
Gutjahr et al. 2009), while Glomus clarum and Gigaspora
decipiens enhanced root biomass in Aquilaria filaria and
Dyera polyphylla (Turjaman et al. 2006). Ectomycorrhizal
fungi also increased lateral root formation in plants, including
but not limited to Arabidopsis, Populus, Picea abies, Pinus
spp. and Cistus incanatus (Karabaghli-Degron et al. 1998;
Tranvan et al. 2000; Niemi et al. 2002; Rincon et al. 2003;
Felten et al. 2009). The characteristic phenotype observed in
ectomycorrhiza is the presence of numerous short lateral
roots, which in the case of gymnosperms are dichotomized
(Kaska, Myllyla & Cooper 1999; Smith & Read 2008).
Alternatively, Tuber spp. inhibited Cistus incanatus root
growth (Splivallo et al. 2009). Studies analysing the modifica-
tion of primary root growth in response to ectomycorrhizal
fungi, Laccaria bicolor and Hebeloma cylindrosporum, found
an increase of root growth in Picea abies and Pinus pinaster
(Karabaghli-Degron et al. 1998; Tranvan et al. 2000). Moreo-
ver, Pinus sylvestris inoculated with Laccaria bicolor pro-
duced lateral roots faster than non-inoculated plants (Heller
et al. 2012).

Root-associated endophytic fungi can also induce an
increase in root biomass (Jumpponen, Mattson & Trappe
1998; Kageyama, Mandyam & Jumpponen 2008). Piriformos-
pora indica, a root-associated endophytic fungus, increased
root growth and branching in Arabidopsis (Sirrenberg et al.
2007) and increased root proliferation in Adhatoda visica
(Rai & Varma 2005).These modifications in root architecture
by microorganisms can enhance nutrient acquisition and tol-
erance to abiotic and biotic stress (Slankis 1973; Marschner &
Dell 1994; Glick et al. 2007a). The aforementioned studies on
root growth and development illustrate the distinct effects of
different microorganisms on belowground plant structure.
These collective reports of distinctive root phenotypes
support the intriguing possibility of differential recruitment
of plant-signalling pathways, such as auxin, by the associated
microorganism.

MICROBIAL AUXIN AS A MEDIATOR OF HOST
ROOT ARCHITECTURAL CHANGES

In soils, plants and microorganisms interact notably by
exchanging chemical signals, and auxin is a key plant signal
that regulates root architecture. Production of auxin by
various microorganisms has been examined by several
research groups in the last 80 years (Spaepen & Vanderley-
den 2010). Several different plant growth-promoting bacteria
have been shown to produce auxin and influence root devel-
opment, plant growth and crop yield (Barazani & Friedman
1999; Patten & Glick 2002; Verma et al. 2010). In co-culture
with the endophytic fungus Piriformospora indica, Arabidop-
sis root growth is stimulated prior to contact with the micro-
organism, indicating that there is an exchange of a diffusible
factor (Sirrenberg et al. 2007). Although reports on auxin

levels in Piriformospora indica are variable (Sirrenberg et al.
2007; Vadassery et al. 2008), the contribution of auxin in the
form of IAA as a diffusible communication signal between
the two partners is plausible. Two ectomycorrhizal species,
Pisolithus tinctorius and Paxillus involutus, have free and
conjugated IAA in mycelium and culture media (Niemi et al.
2002). Other ectomycorrhiza, such as Tuber spp., have also
been shown to produce auxin (Splivallo et al. 2009). IAA-
overproducing mutant of Hebeloma cylindrosporum can
form greater mycorrhizal associations than the wild-type
strain in co-cultivation with Pinus pinaster, suggesting a
direct role for auxin in establishing mycorrhizal associations
(Tranvan et al. 2000). Production of auxin by diverse groups
of microorganisms supports a role of auxin as a potential
signal for communication with host plants.

In addition to the role of auxin as a molecular signal
involved in communication with host plants, microbial auxin
may have a role in interfering with developmental pathways
and alter auxin biosynthesis or signalling in the host. This
hypothesis implies that the microbial auxin is not only synthe-
sized and secreted,but it also enters host root cells in sufficient
quantities as to alter normal plant growth and development.
Support of this hypothesis would require an involvement of
endogenous auxin transport and perception in host.

Several studies have examined net changes in auxin levels,a
result of biosynthesis, conjugation and degradation of auxin,
during association with beneficial microorganisms.Sirrenberg
et al. (2007) have noted that the phenotype obtained as a result
of interactions with Piriformospora indica is mimicked by
an external application of IAA, at a concentration lower
than produced by the fungus, suggesting a role for exo-
genous auxin (Sirrenberg et al. 2007). In a similar manner,
Arabidopsis IAA-overproducing mutant sur1 is rescued
through Piriformospora indica colonization, possibly through
microorganism-induced reduction in IAA levels via auxin
conjugation (Vadassery et al. 2008). Interestingly,colonization
studies in Hordeum vulgare with a Piriformospora indica
mutant reduced in piTam1 (a key gene in tryptophan-to-IAA
conversion) expression suggested that microbial IAA may be
important for establishment of symbiosis but not elicitation of
growth promotion in host (Hilbert et al. 2012).Treatment with
filtrates from Pisolithus tinctorius and Paxillus involutus cul-
tures reduced the IAA concentrations in Pinus sylvestris
hypocotyls (Niemi et al. 2002). Reduction in IAA levels was
displayed by roots of Arabidopsis inoculated with Phyllobac-
terium brassicacearum (Contesto et al. 2010). Changes in IAA
levels either due to genetic changes or chemical applications
increased colonization and formation of ectomycorrhizal
associations (Gay et al. 1994; Herrmann, Oelmuller & Buscot
2004).Endogenous levels of IAA,indole-3-butyric acid (IBA)
and phenyl acetic acid (PAA) in Tropaeolum dynamically
changed during various stages of arbuscular mycorrhizal asso-
ciation when infected with Rhizophagus irregularis (Jentschel
et al. 2007). In Zea mays, Glomus intraradices caused an
increase in endogenous-free IBA (Kaldorf & Ludwig-Muller
2000) and conjugated IBA content (Fitze et al. 2005). These
results demonstrate that microbial auxin likely, directly or
indirectly, modulates host auxin homeostasis, that is, auxin
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synthesis,degradation and conjugation.It is also plausible that
auxin pathways have important signalling roles to play both
during and after establishing of beneficial plant–microbe rela-
tionships. Additional experiments designed to quantify the
movement and effects of microbial auxins on endogenous
auxin pathways are needed to define a more precise role of
auxin as a signal that can alter root development during the
initial signalling and communication phase before the estab-
lishment of microbial association and/or as a consequence of
an established plant–microbe relationship.

ROLES OF HOST AUXIN SYNTHESIS,
TRANSPORT AND SIGNALLING IN
MODULATING ROOT ARCHITECTURE

As noted earlier, changes in auxin homeostasis resulting from
plant–microbe interactions can be achieved through synthe-
sis, conjugation, degradation, transport and signalling of
auxin (Fig. 1). Table 2 summarizes a list of gene and mutant
annotations related to auxin pathways discussed in this
review; the roles of genes in auxin biosynthesis, transport and
signalling are presented later.

Auxin biosynthesis and conjugation

Volatile organic compounds released by Bacillus subtilis
enhanced the expression of enzymes in auxin biosynthesis
pathways in Arabidopsis, supporting the effect of volatiles in
modulating auxin homeostasis (Zhang et al. 2007). Inocula-
tion with Phyllobacterium brassicacearum strain STM196
stimulated the expression of several auxin biosynthesis
pathway enzymes in Arabidopsis shoots with a potential
redistribution of auxin into roots (Contesto et al. 2010). Tran-
scripts corresponding to GH3 genes involved in IAA conju-
gation, PtaGH3-1, PtaGH3-2, PtaGH3-7 and PtaGH3-8, were
induced in Populus with Laccaria bicolor co-culture (Felten
et al. 2009).Alternatively, GH3 transcript levels were reduced
in Pinus sylvestris inoculated with Laccaria bicolor (Heller
et al. 2012). Inoculation of Pinus pinaster with fungal strains
of wild-type and IAA-overproducing mutant of Hebeloma
cylindrosporum lowered the transcript levels of PpGH3-16
compared with non-inoculated controls. This change could
not be detected when inoculated with a non-mycorrhizal
fungus, suggesting that the down-regulation of PpGH3-16 is
specifically associated with ectomycorrhizal associations
(Reddy et al. 2006).

The importance of modulation of auxin levels and sensi-
tivity during plant–microbe interactions can be inferred from
the previously mentioned studies. However, the involvement
of auxin at various phases of microbial association directing
the physiological changes in root architecture is unknown
and would greatly benefit from a spatiotemporal resolution
at the cellular level.

Auxin transport

Treatment with auxin transport inhibitors can reduce the
effect of microorganism inoculations on root growth modi-
fications, changes in auxin levels or synthesis and/or mycor-
rhizal colonization (Niemi et al. 2002; Rincon et al. 2003;
Fitze et al. 2005; Felten et al. 2009). Auxin transport inhibitor
treatment blocked auxin accumulation at sites of synthesis
in shoots of Arabidopsis inoculated with Bacillus subtilis,
suppressed the levels of auxin in roots and reduced the
growth-promoting effects on host (Zhang et al. 2007). Con-
sistently, transcript levels of a putative auxin efflux gene
were reported to be down-regulated in roots of Arabidopsis
exposed with volatile organic compounds from Bacillus
subtilis (Zhang et al. 2007). The effect of Phyllobacterium
brassicacearum strain STM196 on increasing lateral root
length was lost in auxin transport mutant aux1-100 in Ara-
bidopsis (Contesto et al. 2010). Arabidopsis auxin transport
protein mutants aux1-7, doc1 and pin2, when inoculated
with Trichoderma virens, have reduced growth compared
with wild-type plants (Contreras-Cornejo et al. 2009).
Solanum lycopersicum auxin transport mutant polycotyle-
don (pct) displays delayed and reduced colonization when
inoculated with Rhizophagus irregularis (Hanlon & Coenen
2010). Auxin influx and efflux transport genes in Populus
are transiently induced under Laccaria bicolor co-culture
(Felten et al. 2009). In Arabidopsis, under co-culture with
Laccaria bicolor, aux1 and pin3 exhibited similar induction
of lateral root while less stimulation was observed in the
pin2 and pin2,3,4,7 mutant lines (Felten et al. 2009). These
aforementioned results provide variable evidence that
auxin transport machinery is involved during plant–microbe
interactions.

Auxin signalling

Studies using host reporter lines, that is, the auxin-responsive
promoter DR5:GUS lines, have provided insight indirectly

Table 2. Description of gene/mutant symbols discussed in the review

Gene/mutant symbol Expanded nomenclature/Function Organism

AUX1 Auxin influx Arabidopsis
AXR Auxin resistant, auxin signalling Arabidopsis
doc1 Dark overexpression of CAB, allele of BIG, necessary for auxin

transport localization
Arabidopsis

GH3 IAA conjugation Arabidopsis, Populus, Pinus pinaster
IAA/AUX Auxin signalling Arabidopsis, Populus, Pinus pinaster
pct Polycotyledon, has enhanced auxin movement Solanum lycopersicum
PIN Pin-formed, auxin efflux Arabidopsis, Populus
sur1 Superroot, auxin-overproducing mutant Arabidopsis
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into changes of auxin levels, signalling or response during
plant–microbe interaction. Bacillus subtilis enhanced the
expression of DR5:GUS in the roots of Arabidopsis (Zhang
et al. 2007). Similarly, Phyllobacterium brassicacearum strain
STM196 induced the expression of DR5::GUS in Arabidop-
sis primary as well as lateral root tips (Contesto et al. 2010).
Laccaria bicolor co-culture enhanced the expression of
auxin-inducible reporter in lateral root apices of Populus and
Arabidopsis compared with non-inoculated control (Felten
et al. 2009). Inoculation of Arabidopsis with Trichoderma
virens induced DR5:uidA expression in primary root tips
(Contreras-Cornejo et al. 2009).

The use of auxin-signalling mutants and gene expression
profile studies have shed light on components of auxin
signalling involved in microbe-induced root architectural
changes. In Arabidopsis axr1-3 mutant, defective in auxin-
signalling, growth responses to Trichoderma virens and
Phyllobacterium brassicacearum inoculation are reduced
(Contreras-Cornejo et al. 2009; Contesto et al. 2010). Tran-
script analysis revealed that Phyllobacterium brassicacearum
inoculation reduced expression levels of TIR1 and IAA17
genes in Arabidopsis roots (Contesto et al. 2010). Diketopi-
perazines, auxin-like small molecules produced by Pseu-
domonas aeruginosa, were reported to modulate root
architecture via auxin signalling involving receptor F-box
proteins, ARF7 and ARF19 (Ortiz-Castro et al. 2011). In
Populus, auxin-responsive transcription factors of the Aux/
IAA family were transiently induced during Laccaria bicolor
co-culture (Felten et al. 2009). In Pinus sylvestris, Laccaria
bicolor modulated the expression of iaa88 gene dynamically
(Heller et al. 2012). This change in iaa88 is similar to changes
observed in Pinus pinaster during mycorrhizal formation by
Hebeloma cylindrosporum (Charvet-Candela et al. 2002).
Inoculation with Piriformospora indica rescued the IAA
overproduction in sur1 mutant and caused the reduction of
expression of IAA6 in Arabidopsis (Vadassery et al.2008).The
variable responses of the alternate auxin transport and signal-
ling mutants during association with different microorganisms
suggest that the components of auxin pathways used by these
microorganisms vary among host–microbe combinations.

SIGNALLING CROSSTALK THAT MODIFIES
AUXIN-SIGNALLING PATHWAYS IN HOST

While the role of auxin signal transduction in plant–microbe
interactions is becoming increasingly clear, evidence is also
mounting for the involvement of other plant hormones,
metabolites and volatile compounds through crosstalk with
auxin during plant–microbe interactions. Plant hormones
such as cytokinin, strigolactone, jasmonate, salicylic acid and
gibberellins are potential candidates involved in regulation
of host microbial associations in concert with or independent
of auxin (Slankis 1973; Shi et al. 2010; Xie, Yoneyama &
Yoneyama 2010), and are known to regulate root physiology,
growth, and lateral root formation (Aloni et al. 2006; Fukaki
& Tasaka 2009). Pseudomonas aeruginosa produces small
molecules called diketopiperazines under the control of
quorum-sensing system that has auxin-like activity

(Ortiz-Castro et al. 2011). The effect of co-culture of Tuber
spp. with Arabidopsis on primary root growth and root
branching is mimicked by low IAA doses, while the effect on
root hair elongation can only be mimicked by a combined
dose of IAA and 1-aminocylopropane-1-carboxylic acid
(ACC), a precursor of ethylene (Splivallo et al. 2009). Fur-
thermore, Arabidopsis double mutants, defective in ethylene
sensitivity and auxin transport, have significantly lower root
growth when co-cultured with various Tuber spp.The authors
also report that the enhanced expression of auxin-induced
reporter DR5:GFP in Arabidopsis under co-culture with
Tuber spp. can be mimicked by ACC alone or a combination
of ACC and IAA (Splivallo et al. 2009).

As mentioned previously, volatiles released by Bacillus
subtilis can manipulate auxin biosynthesis, transport and sig-
nalling leading to changes in root formation in Arabidopsis
(Zhang et al. 2007). N-acyl homoserine lactone (AHL),
secreted by certain bacteria, and a known quorum-sensing
compound, enhanced accumulation of auxin in root and
shoot tissues (Mathesius et al. 2003; von Rad et al. 2008).
Among other compounds, flavonoids [shown to regulate
auxin transport (Buer, Imin & Djordjevic 2010)] are also
widely known to be involved in the establishment of mycor-
rhizal association and root colonization (Hassan & Math-
esius 2012). Specifically, rutin and quercetin, two flavonoids
in root exudates, induced the expression of the effector small
protein, MiSSP7, during Laccaria bicolor symbiosis with
Populus (Plett & Martin 2012). In Eucalyptus globulus, com-
bined application of IAA and hypaphorine, an indole alka-
loid produced by Pisolithus tinctorius, counteracted the
inhibition of primary root growth caused by IAA application
(Ditengou & Lapeyrie 2000). 2,4-Diacetylphloroglucinol
produced by Pseudomonas fluorescens can alter root
development in Solanum persicum, in an auxin-signalling-
dependent manner (Brazelton et al. 2008). The current evi-
dence suggests existence of multiple layers of regulation
involving hormones, metabolites and other biomolecules
during plant–microbe interactions. However, the extent of
redundancy and the existence of alternate pathways that
elicit similar responses in the host upon contact or coloniza-
tion with beneficial microorganism remain poorly defined.

OVERVIEW AND CONCLUDING REMARKS

The present review summarizes multiple lines of evidence
supporting the role of auxin biosynthesis, transport, and
signalling in modulating root growth and architecture in
response to beneficial interactions with microorganisms.
There is an appreciable amount of literature on physiological
effects on host plant growth and development during specific
microbial association, with limited explanation on underlying
molecular mechanisms.In summary,there is compelling physi-
ology and functional genomics-based evidence in support of
components of auxin biosynthesis, transport, and signal trans-
duction in modulating effects of beneficial responses within
the host (Table 1). A hypothetical and simplified model on
how distinctive root architectural changes may be brought
about by microorganisms through modulation of network of
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auxin biosynthesis, transport and signalling proteins is pre-
sented in Fig. 2.

While the current review presents a compelling supportive
role for involvement of auxin pathways in beneficial plant–
microbe interactions, it remains unknown whether auxin is a
direct or indirect signalling molecule, which results in the

characteristic phenotypic changes. It is plausible that auxin
pathways have a role to play during the initial signalling and
communication phase prior to establishing beneficial plant–
microbe relationships, as well as in enabling the phenotypic
changes that are a functional outcome of an established
relationship. Temporally resolved experiments involving

Figure 2. Schematic representation of auxin synthesis, transport and signalling components associated with root architectural changes.
Hypothetical and simplified model on the variability of recruitment of auxin signalling, transport and synthesis components for root
modifications as a result of distinct beneficial plant–microbe interactions with various microorganisms is shown above. Different
microorganisms could modulate multiple or unique components/proteins of auxin synthesis, transport and/or signalling to induce a particular
root architectural change. The modulation of a certain component/protein may be distinctive or common between different microorganisms
but the network with the combination of all the components/proteins could always be unique to host/microorganisms and associated root
growth changes. Depicted in this model are: (1) microorganisms: different shapes represent diversity; (2) signalling molecules: solid blue
circles represent auxin; orange, green and purple represent other potential signalling molecules such as flavonoids, other plant hormones,
volatiles and proteins; (3) candidate upstream molecular players: potential proteins that are involved in modifying root architecture, doesn’t
make infections (DMIs) are involved in nodulation and mycorrhiza formation, Nod factor perception (NFP) involved in Nod factor signal
transduction (Olah et al. 2005); (4) components in plant auxin pathway: PINs and AUX1 are auxin transport proteins, IAAs and ARFs are
involved in auxin signalling, GH3s are involved in auxin conjugation, proteins in circles are temporally unresolved, proteins in boxes are
temporally resolved, described in literature (Vadassery et al. 2008; Felten et al. 2009), dotted arrows represent potential network associations;
(5) candidate downstream molecular players: potential proteins that regulate root architectural changes, crown rootless (CRL1), lateral organ
boundaries (LOBs), lateral root primordium 1 (LRP1), rootless with undetectable meristem 1 (RUM1) (Okushima et al. 2005; Smith & De
Smet 2012), the question marks represent unknown downstream factors; and (6) changes in plant root architecture: various root architectural
changes resulting from use of differential auxin networks by different microorganisms.
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co-cultures with auxin mutant plants, application of external
auxins and auxin inhibitors, and examination of mutant phe-
notype rescue are needed to clarify whether the observed
changes are the consequence of the adaptations of plant to
support microbes or part of the signal exchange between plant
and microbes that leads to phenotypic changes. Radioactive
tracer studies could shed light on the movement of microbial
auxin into host plant cells and differentiate the direct and
indirect changes caused at the cellular levels. It is also unclear
as to whether the microbial auxin could be produced as a
signal for individual microbes, or for microbial communities
and under what environmental and host-specific circum-
stances the functional outcomes change. Therefore, tempo-
rally resolved molecular monitoring or visualization would
provide a clearer view of upstream and downstream events
involved in the complex signal transduction process.

Most inferences drawn in this review are based on reports
involving simplified binary experiments. Although there are
similarities in components of auxin pathways involved in
distinct types of beneficial host–microbe interactions, for
example, the presence of GH3 and PIN transport factors, the
sum total of evidence remains insufficient to draw conclusive
inferences in support of a universal species-level or a more
broad plant-level involvement of auxin pathways. The deli-
cate and precise orchestration of distinct phenotypic effects
achieved via a shared auxin biosynthesis and signalling
machinery involving signalling crosstalk is fascinating. Addi-
tional studies that are designed to quantify and correlate
changes in gene expression at transcript and protein levels,
dynamics and flux in auxin levels, and phenotypic changes at
the cellular, tissue and plant levels will be needed to clarify
plant responses to beneficial microorganisms.

Some of the scientific challenges posed earlier highlight the
associated technological and computational challenges. Such
challenges include ability to: (1) detect, analyse and recreate a
more realistic plant microbiome; (2) conduct single-cell
genomics and in situ measurements; and (3) continuously
monitor and visualize the dynamic molecular interaction
that occurs between plants and microbes. Current human
microbiome studies leverage next-generation sequencing
technologies to address some of the challenges (Lepage
et al. 2012; Siqueira, Fouad & Rocas 2012). Here, the metage-
nomics, metatranscriptomics and associated bioinformatics
approaches are providing a richer picture of the microbiome
(Hyman et al. 2012; Kuczynski et al. 2012). Analogous efforts
to study plant–microbial systems in native conditions are
needed and will provide new insights into the rhizosphere
dynamics and outcomes at the plant and the ecosystem levels.
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A* ;* SImulaIon*de* la* formaIon*des*RLs*
en* réponse*à*L.+bicolor.*ObservaIon*du*
nombre* de* nouvelles* RLs* émergées* en*
réponse*à*L.+bicolor+en*condiIon*témoin*
(control* ;*trait*gris)* ,*de*contact* indirect*
(séparés* par* une* membrane* de*
cellophane;*trait*noir)*ou*direct*(trait*en*
poinIllées)*avec*L.+bicolor.*
B*et*C*;*AcIvaIon*de*cellules*fondatrices*
des* RLs* dans* la* racine* principale* d’A.+
thaliana* en* réponse* à* L.+ bicolor.*
ObservaIon*de*la*lignées*DR5::GUS*d’A.+
thaliana* en* condiIon* contrôle,* en*
absence* de* L.+ bicolor* (B)* et* en* contact*
indirect* avec* L.+ bicolor+ (C).* Notez* la*
présence* de* cellules* qui* répondent* à*
l’auxine* dans* le* cylindre* central* de* la*
zone*de*transiIon,*en*contact*L.+bicolor+
(flèches*noir).*
D;* Niveau* d’expression* des* gènes* de*
membres*de*la*famille*des*PtaPINs*dans*
les* racines* de* peuplier* (P.+ tremula+ x* P.+
alba)*en*réponse*à*L.+bicolor+à*1,*3*et*10*
jours*de* contact* indirect* et* 30* jours*de*
contact*direct*avec*L.+bicolor.*Les*gènes*
PtaPIN9,* PtaPIN12,* sont*
différenIellement* exprimés,*
transitoirement,* à* 3* jours* de* contact*
avec*L.+bicolor*(flèche*rouge).+
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Encadré%5:%Implica8on%du%transport%polarisé%de%l’auxine%dans%la%forma8on%des%RLs%en%réponse%à%
L.&bicolor&&(Felten*et+al.,*2009)*

Modèle%hypothé8que%de%l’ac8va8on%des%cellules%fondatrices%des%RLs%dans%la%zone%de%transi8on%
de%la%racine%de%peuplier%en%réponse%à%L.&bicolor%

Une*sImulaIon*du*nombre*de*nouvelles*RLs*
émergées* dans* la* racine* de* peuplier* est*
observée* en* réponse* à* L.+ bicolor* (Figures* A;*
Felten*et+al.,*2009).*L’observaIon*des* lignées*
d’A.+ thaliana+ DR5::GUS* suggère* une*
augmentaIon* du* nombre* des* cellules*
fondatrices* dans* la* zone* de* transiIon* de* la*
racine*en* réponse* au* champignon* (Figures*B*
et*C*;*Felten*et+al.,*2009).*Ce*résultat*couplé*à*
l’analyse* de* l’expression* des* gènes* des*
familles*des*PtaPIN+(Figures*D*et*E),*a*permis*
à*Felten*et*ses*collaborateurs*de*proposer*un*
modèle* hypothéIque* de* l’acIvaIon* des*
cellules* fondatrices.+ Ce* modèle* propose*
qu’un* signal* volaIle* du* champignon* est*
capable**

(Images*extraites*et*adaptées*de*Felten*et+al.,*2009)*

capable*d’induire*une*accumulaIon*de*l’auxine*à*l’apex*racinaire,*et*une*augmentaIon*du*transport*
polarisé* de* l’auxine,* via* PtaPIN9* (orthologue* à* AtPIN2)* dans* la* coiffe* latérale* et* l’épiderme* de* la*
racine.* Ce* transport* d’auxine,* dans* la* zone* de* transiIon,* redirigé* vers* le* cylindre* central,* induirait*
l’acIvaIon*de*cellules*fondatrices*dans*le*péricycle*(Felten*et+al.,*2009).**

?*
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En&conclusion,&certains&microorganismes&du&sol&en&interactions&bénéfiques&avec&les&

racines&des&plantes&produisent&de& l’auxine.&Cette&molécule& contrôlerait& les&modifications&

de&l’architecture&racinaire&observées&via&la&signalisation,&le&transport&et&le&métabolisme&de&

l’auxine&de&la&plante&hôte.&

&

L’encadré! 5! résume! les! résultats! obtenus! dans! notre! modèle! d’étude! peuplier@L.&

bicolor,! concernant! l’impact! du! transport! polarisé! de! l’auxine! et! d’un! acteur! particulier,!

PtaPIN9,!dans! la! stimulation!de! la! formation!des!RLs!en! réponse!à!L.&bicolor& (Felten!et&al.,!

2009).&



Figure% 16% :% Détournement% du% transport% de% l’auxine% dans% les% cellules% des% plantes% dans%
l’interac8on%avec%lesmicroPorganismes%rhizosphèriques%
A*;*Détournement*du*transport*de*l’auxine*dans*les*futurs*cellules*nourricières*de*la*racine*d’A.+thaliana+en*
interacIon* avec* un* nématode* parasite* Heterodera+ schach<i.+ L’effecteur* 19C07* produit* par* le*
microorganisme*interagit*directement*avec*le*transporteur*AtLAX3*(Lee*et+al.,*2011).*
B* ;* ImplicaIon*du*transport*de* l’auxine*dans* les*cellules*de* la* racine*de*Casuarina+glauca+ infectées*par* la*
bactérie*fixatrice*d’azote*Frankia.*CgAUX1+est*régulé*ce*qui*pourrait* induire*une*entrée*de*l’auxine*par* les*
cellules*de*la*plante*(Peret*et+al.,*2007).*+
Image*extraite*de*Swarup*&*Péret*2012.*

A%

B%
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&

3.2 L’auxine&dans&l’infection&de&la&plante&par&les&pathogènes&

L’auxine! contribue!à! la!mise!en!place!des!mécanismes!d’infection!de! la!plante!par!des!

microorganismes! pathogènes.! Il! est! maintenant! reconnu! qu’une! application! exogène!

d’auxine!induit!une!plus!grande!sensibilité!de!la!plante!hôte!aux!pathogènes!(Hager,!2003!;!

Chen!et&al.,!2007).!Plusieurs!stratégies!utilisant!l’auxine!du!micro@organisme!ou!de!la!plante!

ont!été!mises!en!évidence.!

Tout!d’abord,! il!a!été!montré!que! l’auxine!pourrait!augmenter! la! résistance!des!micro@

organismes!à!de!nombreux!stress!notamment!chez!Escherichia&coli&(Bianco!et&al.,!2006).!De!

manière! intéressante,! l’auxine!pourrait!aussi!être!utilisée!comme!source!d’énergie!pour! le!

micro@organisme!(Leveau!&!Lindow,!2005),!ce!qui!a!aussi!été!suggéré!dans! les! interactions!

PGPR!(Spaepen!&!Vanderleyden,!2011).!

Une! des! hypothèses! suggère! que! l’augmentation! du! niveau! d’auxine! dans! la! plante,!

induit! une! fragilité! de! la! paroi! cellulaire! et! augmente! la! perméabilité! de! la!membrane.! Il!

résulterait!un!déversement!des!nutriments!et!de!l’eau!dans!l’apoplaste,!disponibles!pour!le!

pathogène,!et!permettrait!aussi!sa!progression!dans!les!tissus!de!la!plante!(Buchanan!et&al.,!

2000!;!Tia&et&al.,!2002).!!

De!plus,! l’auxine,! induit! la!production!d’éthylène,!hormone!connue!pour!augmenter!les!

symptômes!de!la!maladie!de!la!plante!(Bent!et&al.,!1992!;!Abel!et&al.,!1995).!L’auxine,!seule!

inhibe! les! défenses!de! la! plante! (Shinshi!et& al.,! 1987! ;! Rezzonico!et& al.,! 1998! ;! Park!et& al.,!

2007).!

De! manière! intéressante,! il! a! été! montré! que! les! effecteurs! des! microorganismes!

pathogènes!interagissent!directement!avec!les!acteurs!des!voies!de!signalisation!hormonales!

de! la! plante.! Ce! mécanisme! est! bien! connu! pour! les! voies! de! signalisation! de! l’acide!

jasmonique!et!de! l’acide!salicylique! (Pieterse!et&al.,!2009! ;!Robert@Seilaniantz!et&al.,!2011).!

Lors! de! l’interaction! des! racines! d’A.& thaliana! avec! un! nématode! parasitique! Heterodera&

schachtii,& une! modulation! de! la! localisation! du! transporteur! AtLAX3! est! observée.! Cette!

régulation!se!fait!via&une!fixation!d’un!effecteur!du!nématode!directement!sur!AtLAX3.!Cette!

stratégie! permettrait! d’augmenter! l’auxine! intracellulaire,! et! in& fine& la! taille! de! la! cellule!



Figure%17%:%Régula8on%des%voies%de%l’auxine%de%la%plante%hôte%par%les%2%partenaires%au%cours%de%
l’infec8on%
L’auxine* a* un* effet* posiIf* dans* le* développement* de* l’infecIon* de* la* plante* par* les* pathogènes.* Les*
pathogènes* vont* induire* sa* biosynthèse* et* son* transport* dans* les* futures* cellules* infectées.* Alors* que* la*
plante*hôte*va*acIver*ces*voies*de*conjugaison*de*l’AIA*pour*inhiber*la*forme*acIve*de*l’auxine,*inhiber*la*
signalisaIon* auxinique* et* acIver* les* répresseurs* de* la* signalisaIon.* (Image* extraite* de* Stewart* et*
Nemhauser,*2010).*

Plante*hôte*Microorganismes*
pathogènes*
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(Figure! 16A!;! Grunewald! et& al.,! 2009b! ;! Lee! et& al.,! 2011).! Dans! la! symbiose! nodulaire!

actinorhizienne,! la! régulation! de! l’expression! de!CgAUX1&dans! les! cellules! de! la! racine! de!

Casuariana&glauca& infectées!par!Frankia,!suggère!une!stratégie!similaire!(Figure!16B!;!Péret!

et&al.,!2007!;!Grunewald!et&al.,!2009b).!En!outre,!dans!cette! interaction,! l’accumulation!de!

l’auxine! ainsi! que! l’activation! des! transporteurs! CgPIN1! ont! aussi! été! observées! dans! les!

cellules!infectées!(Perrine@Walker!et&al.,!2010).!

Certains!micro@organismes! produisent! une! quantité! importante! d’AIA! (voir! partie! 3.1).!

Les!bactéries!et!les!champignons!produisent!l’AIA!principalement!par!les!voies!dépendantes!

du! tryptophane,! la! voie! de! l’indole@3@acetamine! (IAM)! et! de! l’indole@3@pyruvate! (IPyA)!

(Manulis!et&al.,!1998!;!Zimmer!et&al.,!1998!;!Lemcke!et&al.,!2000!;!Chung!and!Tzeng,!2004!;!

Reineke! et& al.,! 2008).! Mais! il! a! aussi! été! montré! que! la! stratégie! de! certains! micro@

organismes! pathogènes! tels! que! Pseudomonas! syringae& serait! de! détourner! la! voie! de!

biosynthèse!de!l’AIA!de!la!plante.!L’expression!de!l’effecteur!AvrRpt2!dans!A.&thaliana,!induit!

une! augmentation! de! la! quantité! d’AIA! endogène! (Chen! et& al.,! 2007).! De! plus,! certains!

pathogènes!modifient! la!signalisation!et! le!transport!de! l’auxine!dans! la!plante!(Figure!17!;!

Padmanabhan!et&al.,! 2008! ;! Stewart!&!Nemhauser,! 2010!;! Lee!et&al.,! 2011).!Du! côté!de! la!

plante!hôte,!l’inhibition!de!l’ARN!messager!de!certains!membres!de!la!famille!des!AtTIR/AFB!

par! l’activation!d’un!miRNA!est!une!stratégie!de!défense!contre! le!microorganisme!(Figure!

17!;!Navarro!et&al.,!2006).!!

3.3 Implication&de&l’auxine&dans&la&formation&de&la&racine&ECM&

Dans!les!interactions!ECM,!plusieurs!études!ont!mis!en!évidence!le!rôle!de!l’auxine!dans!

la! formation! de! l’organe! symbiotique.! Tout! d’abord,! une! corrélation! positive! entre! le!

nombre!de!mycorhizes!formées!par!Pinus&sylvestris&associé!à!Paxillus&involitus&et!la!quantité!

d’auxine!produite!par!le!champignon!a!été!décrite!(Rudawska!&!Kieliszewska@Rokicka,!1997).!

De!plus,!les!racines!de!Pinus&pinaster&inoculées!avec!des!lignées!transgéniques!de!Hebeloma&

cylindrosporum! possédant! une! expression! plus! importante! d’un! gène! de! biosynthèse! de!

l‘AIA,!induit!aussi!une!augmentation!de!la!taille!du!réseau!de!Hartig!(Figures!18A!et!18B!;!Gay!

et&al.,! 1994! ;!Tranvan!et&al.,! 2000).!Dans! le! couple!Picea&abies@L.&bicolor,! l’apport!exogène!

d’un! inhibiteur! du! transport! de! l’auxine! (TIBA!;! acide! 2,3,5@triidobenzoique)! limite! la!



Figure% 18% :% Infuence% de% l’auxine% et% de% son% transport% polarisé% dans% la% forma8on% du% réseau% de%
Har8g%
A*et*B*;*Coupes*transversales*de*racines*mycorhizées*de*Pinus+pinaster+par*le*champignon*ECM*Hebeloma+
cylindrosporum+ sauvage* (A)* et* par* une* lignée* transgénique* surexprimant* un* gène* de* la* biosynthèse* de*
l’auxine*(B).*(Images*extraites*de*Tranvan*et+al.,*2000).**
C* et* D* ;* Coupes* transversales* de* racines*mycorhizées* de*Picea+ abies+ colonisées* par* le* champignon* ECM*
Laccaria+ bicolor+ en* condiIon* témoin* (C)* et* en* présence* du* inhibiteur* du* transport* polarisé* de* l’auxine*
(TIBA* ;* acide*2,3,5Ytriidobenzoique* ;*D).* La*flèche* indique* la*présence*des*hyphes*du*champignon* (Image*
extraite*de*Rincón*et+al.,*2003).*
HN*:*réseau*de*HarIg*;*m*:*manteau*d’hyphe*fongique*;*CC*:*cellules*du*cortex*

A% B%

C% D%
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formation!du!réseau!de!Hartig! (Figures!18C!et!18D!;!Karabaghli!et&al.,!1998! ;!Rincón!et&al.,!

2003).!!

Dans! le! cas! de! l’interaction! Eucalyptus& globulus@Pisolitus& tinctorius,! il! a! été! mis! en!

évidence!une!molécule!antagoniste!à!l’auxine,!le!tryptophane!betaïne,!appelée!hypaphorine!

(Ditengou! &! Lapeyrie,! 2000).& Cette!molécule,! produite! et! sécrétée! par! le! champignon! en!

présence!uniquement!de! la!plante!hôte,! induit!une! inhibition!de! la! croissance! racinaire!et!

celle! des! poils! absorbants! (Beguiristain! et& al.,! 1997).! Les! auteurs! ont! aussi! montré! que!

l’hypaphorine! est! régulée! par! l’application! de! zéatine! (Lagrange,! données! non! publiées).!

L’hypaphorine!n’a!pas!été!identifiée!dans!les!hyphes!mycéliens!de!L.&bicolor&(Beguiristain!et&

al.,!1997).!

&

&

En& conclusion,& de& nombreux& gènes& de& la& signalisation& auxinique& ainsi& que& de& son&

l’homéostasie&et&de&son&transport&sont&régulés&dans&les&interactions&ECMs&(Sukumar&et!al.,&

2013).& Ces& acteurs& pourraient& être& impliqués& dans& les& modifications& du& développement&

racinaire.& De& nombreuses& stratégies& décrites& dans& les& interactions& plantes[pathogènes&

révèlent& un& rôle& de& l’auxine& dans& la& colonisation& des& tissus& de& la& plante.& A& ce& niveau,&

l’auxine&du&microorganisme&induit&une&déstabilisation&des&parois&de&la&plante&l’hôte.&Dans&

l’interaction&ECM,&lors&de&la&formation&du&réseau&de&Hartig,&ce&rôle&est&aussi&suggéré.&



Encadré%6%:%Le%système%de%culture%in&vitro&sandwich%peuplier%PL.&bicolor&&
(Felten*et+al.,*2009)*

Légendes*:%Milieu%MS:*Milieu*de*culture*Murashige*&*Skoog*modifié*Felten*et+al.,*2009,*AIB*:*Acide*IndoleY3Y
butyrique,**Milieu%P20%:*Milieu*Palchewski*modifié*(Deveau*et+al.,*2007),*MES:*nom*commun*de*l’acide*2Y(NY
morpholino)Yethanesulfonic*uIlisé*comme*tampon*dans*le*milieu.*

1*semaine*
MS*+*AIB*

2*à*3*semaines*
sur*milieu*MS*+*membrane*

10*jours*de*croissance*
sur*P20*+*membrane*

SImulaIon*
des*RLs*

Laccaria+bicolor+

Populus+tremula+x*P.+alba+

3*semaines*
Milieu*P20*+*MES*

Système*racinaire*
mycorhizien*

1)%Descrip8f%et%avantages%du%système%:%
Ce*système*de*culture*in+vitro+permet*d’obtenir*des*mycorhizes*en*condiIons*de*
culture* contrôlées* en* 6* à* 7* semaines.* Le* deux* partenaires* sont* culIvés*
indépendamment*sur*des*membranes*de*cellophane.*A*T0,*les*deux*partenaires*
sont*mis*en*coYculture*entre*deux*membranes*de*cellophane*(en*sandwich*;*voir*
Figure*ciYcontre).*
Ce*système*de*culture*à*de*nombreux*avantages,*il*permet*:***
• *de*décrire*le*développement*du*système*racinaire*du*peuplier*en*2*dimension,*
ce*qui*ne*serait*possible*sans*membrane*de*cellophane*car*les*racines*pénètrent*
dans*le*milieu*gélosé.*
•  * de* réaliser* des* contacts* indirects* entre* la* plante* hôte* et* les* hyphes* du*
champignon.*Ce*système*permet*d’étudier*les*signaux*entre*le*champignon*et*la*
plante*ainsi*que*de*soustraire*le*champignon*aux*analyses*de*métabolites*réalisé*
par* la* suite.* Cela* est* possible* en* disposant* la*membrane* avec* le* champignon,*
celuiYci*du*coté*extérieur*à*celui*en*contact*avec*la*racine*(voir*Figure*ciYcontre).*
• * et* de* faciliter* les* expérimentaIons*d’analyses*moléculaires*dans* la* racine,* le*
milieu*gélosé*inhibant*certaines*réacIons.*

Extrait* de* Felten,* thèse*de*
doctorat* de* l’université* de*
Lorraine,*2009**

2)%Les%principales%étapes%de%la%mise%en%place%du%système%:%
1*Y*Repique*des*entreYnœuds*de*peupliers*de*condiIons*stock,*en*tube,*dans*un*milieu*d’enracinement.*
2*Y*Transfert*des*entreYnœuds*de*peuplier*sur*milieu*de*culture*avec*une*membrane*de*cellophane.*
3*Y*Culture*des*hyphes*de*L.+bicolor*sur*une*membrane*de*cellophane.*
4*Y*CoYculture*des*2*partenaires*en*système*sandwich.*La*condiIon*témoin*est*obtenue*en*appliquant*
sur*les*racines*de*peuplier*une*membrane*de*cellophane*sans*champignon.*

1* 2*

3*

4*
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Objectifs&de&la&thèse&&

Mon!projet!de!thèse!s’inscrit!dans!un!programme!de!recherche!visant!à!caractériser!

les! mécanismes! moléculaires! impliqués! dans! l’interaction! symbiotique! entre! la! racine! du!

peuplier!et! le! champignon!ECM,!L.&bicolor.&La! racine!ECM!est!décrite! comme!une!«!racine!

courte!».!Ainsi!des!modifications!du!système!racinaire!de! la!plante!hôte!sont!observées!en!

réponse!au!champignon!ECM.!Dans!nos!conditions!de!co@culture!peuplier@L.&bicolor!utilisées!

au! laboratoire! (Encadré!6),! une! stimulation!de! la! formation!des!RLs!est!observée!dans! les!

phases! précoces! de! l’interaction& (Felten! et& al.,! 2009).! Dans! la! littérature,! l’impact! des!

champignons! ECMs! sur! la! croissance! racinaire! de! la! plante! hôte! est! controversé! et! non!

caractérisé!dans!le!modèle!peuplier@L.&bicolor.!Par!ailleurs,!l’auxine!étant!un!acteur!clé!dans!

le! développement! racinaire,! et! dans! les! interactions! plantes@microorganismes,! nous! avons!

donc!focalisé!notre!projet!sur! l’implication!de! l’auxine!dans! le!développement!racinaire!du!

peuplier! en! réponse! à! L.& bicolor! et! son! implication! dans! l’ontogénèse! de! l’organe!

symbiotique.!

Le&premier&objectif&de&ma&thèse,&est&la&caractérisation&de&l’impact&de&L.!bicolor!sur&

la&croissance&racinaire&du&peuplier&(Figure&19).!J’ai!donc!débuté!ce!travail!de!recherche,!par!

la!caractérisation!de!la!cinétique!de!croissance!des!RLs!et!adventives!du!peuplier!en!réponse!

à!L.&bicolor.!Un!arrêt!de!croissance!racinaire!est!observé!lors!de!la!formation!de!la!mycorhize.!!

Il! est! reconnu! que! le! gradient! auxinique! à! l’apex! racinaire! régule! la! croissance!

racinaire.!De!plus,!nous!savons!qu’une!quantité!d’auxine!exogène!peut!inhiber!la!croissance!

de!la!racine.&Dans&un&deuxième&objectif,&nous&avons&focalisé&nos&recherches&sur&l’étude&de&

la&régulation&des&voies&de&l’auxine&dans&la&plante&dans&ce&processus&développemental.&De&

plus,& il& est& essentiel& de& connaître& la& quantité& d’auxine& produite& par& le& champignon& et& la&

plante& dans& la&mycorhize& (Figure& 19).! Nous! avons! donc! développé! différentes! approches!

complémentaires!;! (1)!une!approche!cytologique!de! la! localisation!de! la! réponse!auxinique!

(2)! une! approche! de! l’analyse! globale! de! la! régulation! des! gènes! du! peuplier! lors! de! la!

mycorhization! ainsi! que! (3)! le! dosage! de! l’auxine! et! de! ses! métabolites! associés! dans!

différentes!étapes!et!tissus!au!cours!du!développement!ectomycorhizien.&

Sans!l’avoir!démontré!expérimentalement,!l’arrêt!de!croissance!racinaire!observé!dans!la!

formation!de! la!mycorhize!est!souvent!associé!à! la!présence!du!réseau!de!Hartig.!En!effet,!

deux!caractéristiques!majeures!de!cette!structure!peuvent!influencer!la!croissance!racinaire!



Croissance%racinaire%
S8mula8on%de%la%
forma8on%des%RLs%
(Feletn*et+al.,*2009)*

Réponse%à%l’auxine%%

Transport%polarisé%de%l’auxine%

Figure%19% :%Quel%est% l’impact%de%L.&bicolor% sur% le%développement%racinaire%du%peuplier%?%Quels%sont% les%
processus%moléculaires%impliqués?%
De*nombreux*facteurs*peuvent* influencer* la*croissance*des*racines*de*peuplier* lors*du*contact*avec* le*champignon*
ECM,* L.+ bicolor* :* les* molécules* sécrétées* dans* les* exsudats* fongiques* (auxines,* jasmonates,* zéaIne,* éthylène,*
hypaphorine*ou*molécules*similaires,*ect…),*la*présence*d’effecteurs*pouvant*contrôler*des*voies*de*signalisaIon*de*la*
plante*hôte,*l’impact*mécanique*de*la*colonisaIon*de*la*racine*ainsi*que*l’effet*trophique*des*échanges*de*nutriment*
au*sein*du*réseau*de*HarIg…*
Plusieurs*hypothèses*ont*été*testées*au*cours*de*ce*travail*de*thèse,*elles*s’arIculent*autour*de*4*objecIfs*:*
(1)  La*caractérisaIon*de*la*croissance*des*racines*de*peuplier*en*réponse*à*L.+bicolor*
(2)  La*caractérisaIon*de*la*quanIté*d’auxine*et*de*sa*signalisaIon*dans*la*plante*dans*la*modificaIon*de*croissance*

racinaire*observée*
(3)  La*caractérisaIon*de*l’effet*de*la*présence*du*réseau*de*HarIg*sur*la*croissance*racinaire*en*réponse*à*L.+bicolor+
(4)  La*caractérisaIon*du*rôle*de*PtaPIN9,*dans*la*sImulaIon*de*la*formaIon*des*RLs*et*dans*le*phénotype*de*

croissance*racinaire*en*réponse*à*L.+bicolor*
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:!un!effet!mécanique!de!la!présence!des!hyphes!fongiques!entre!les!cellules!de!l’épiderme!de!

la!racine!et!un!effet!trophique!des!échanges!de!nutriments!entre!les!deux!partenaire.&Dans&

un& troisième& objectif,& nous& avons& développé& une& étude& complémentaire& qui& a& pour&

objectif& d’évaluer& l’effet& de& la& présence& du& réseau& de& Hartig& sur& la& croissance& racinaire&

(Figure&19).&

Le!projet!de! thèse!que! j’ai!développé,! fait! suite!aux! travaux!de! thèse!de! J.! Felten.!Son!

travail!a!permis!d’identifier!des!gènes!codant!des!protéines!pouvant!être!impliquées!dans!la!

formation!de!nouvelles!RLs!en! réponse!à!L.&bicolor.! Le!gène!PtaPIN9&a!été! identifié! régulé!

positivement! dans! les! phases! précoces! de! l’interaction.! PtaPIN9! est! un! orthologue! de!

AtPIN2,!responsable!du!transport!basipète!de!l’auxine!à!l’apex!racinaire!chez!A.&thaliana.!Le&

quatrième&objectif&de&ma&thèse&s’est&attaché&à&comprendre&comment&un&candidat&régulé&

transcriptionnellement& en& réponse& à& L.! bicolor! régule& le& développement& racinaire& du&

peuplier& (Figure& 19).! Comme! il! a! été! décrit! dans! la! littérature! le! transport! polarisé! de!

l’auxine! joue!un!rôle!dans! la!croissance!racinaire!ainsi!que!dans! la! formation!du!réseau!de!

Hartig.! L’implication& de& PtaPIN9& dans& les& étapes& plus& tardives& de& la& formation& de& la&

mycorhize&est&ensuite&décrite&(Figure&19).&

!
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!
!
!
!
RESULTATS!

!
Pour! répondre! aux! objectifs,! le! chapitre! des! résultats! s’articule! autour! de! trois!

parties.!!

La!première!partie,!décrit!les!modifications!de!la!croissance!racinaire!du!peuplier!lors!

de!la!formation!de!la!mycorhize.!L’étude!de!la!voie!de!réponse!ainsi!que!de!la!signalisation!et!

de!l’homéostasie!de!l’auxine!dans!la!mycorhize!est!réalisée.!Cette!partie!est!composée!d’un!

article!en!préparation! intitulé!«!Laccaria&bicolor!colonization!on!poplar!root!modifies!auxin!

response,!auxin!signalling!and!auxin!metabolism!»,!rédigé!en!anglais.!!

Une! deuxième! partie! décrit! l’impact! de! la! présence! du! réseau! de! Hartig! dans! le!

phénotype!d’arrêt!de!croissance!racinaire.!!

Dans! la! troisième! partie,! les! résultats! obtenus! de! l’implication! de! PtaPIN9! dans! la!

modification!du!développement!racinaire!en!réponse!à!L.&bicolor&sont!présentés.&

& Chaque!partie!est!composée!d’une!brève!introduction!et!d’un!matériel!et!méthode.!

La!présentation!des!résultats!est!suivie!d’une!discussion.!
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!

Partie&I&:&La&colonisation&de&L.!bicolor!sur&la&racine&de&
peuplier& modifie& la& réponse& à& l’auxine,& la&
signalisation& auxinique& et& le& métabolisme& de&
l’auxine&

! Le!premier!objectif!a!donc!été!la!caractérisation!du!système!racinaire!de!peuplier!P.&

tremula! x!P.&alba! lors!de! la! colonisation!par!L.&bicolor.!Comme!nous! l’avons! souligné!dans!

l’introduction,!l’auxine!a!à!la!fois!un!rôle!morphologique,!dans!le!développement!racinaire!et!

peut! aussi! être! considérés! comme! un! signal! du! microorganisme.! Afin! d’appréhender! ces!

deux! rôles,! nous! avons! développé! des! analyses! complémentaires!;! (1)! une! analyse! de! la!

réponse! à! l’auxine! via! l’observation! du! patron! d’expression! du! promoteur,! rapporteur!

DR5::GUS,!(2)!une!analyse!transcriptomique!(3)!et!du!métabolome!de!l’auxine!au!cours!de!la!

cinétique!de!formation!de!la!mycorhize.!!

! Cette! dernière! approche,! a! été! réalisée! en! collaboration! avec! l’équipe! de! K.! Ljung!

(UPSC,!Suède).!Nous!avons!quantifié!l’AIA!et!ses!métabolites!dans!les!deux!partenaires!ainsi!

que!dans!les!mycorhizes.!!

!

! L’analyse!globale!des!gènes!différentiellement!régulés!dans!la!cinétique!de!formation!

de!la!mycorhize,!à!1,!2!et!3!semaines!de!co@culture!avec!L.&bicolor&comparée!aux!conditions!

témoins!a!été!réalisée.!Dans!l’article,!seule!l’analyse!des!gènes!différentiellement!exprimés!

dans! la! mycorhize! à! 3! semaines! de! co@culture! est! présentée.! Les! analyses! réalisées! dans!

cette!étude,!se!sont!focalisées!principalement!sur!les!gènes!de!réponse!à!l’auxine!ainsi!que!

les!acteurs!de!la!signalisation,!des!voies!du!métabolisme!et!du!transport!de!l’auxine.!Dans!la!

partie! «!Complément! d’étude!»! (fin! du! manuscrit)! je! décrirai! l’analyse! des! gènes!

différentiellement!régulés!à!1!et!2!semaines!de!co@culture,!qui!nous!à!conduit!à! identifier,!

des!gènes!marqueurs!putatifs!de! la!symbiose!ECM.!De!plus,!une!analyse!de! l’étude!sans!a&

priori! des! gènes! régulés! dans! la! mycorhize,! à! 3! semaines! de! co@culture! est! en! cours! de!

réalisation.!
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ABSTRACT!

&&

Root!systems!of!host!trees!are!known!to!establish!the!ectomycorrhizal!(ECM)!symbiosis!with!

rhizospheric! fungi.! This!mutualistic! association! leads! to!modifications! of! root! architecture!

that!are!illustrated!by!the!presence!of!numerous!short!and!swollen!lateral!roots,!ensheated!

by!the!fungal!mantle.!In!this!study,!we!investigate!the!central!role!of!auxin!(indole@3@acetic!

acid,! IAA)! in! the!poplar! (Populus& tremula! x!P.&alba)@Laccaria&bicolor! ECM!root!growth.!Our!

data!showed!that!the!interaction!leads!to!the!arrest!of!the!poplar!root!growth.!Differential!

IAA! responses! were! analyzed! by! using! an! auxin@responsive! DR5::GUS! marker! line! and!

revealed!a! loss!of!auxin! response! in!ECM!roots.!An!oligoarray@based! transcript!profiling!of!

poplar!roots!in!contact!with!L.&bicolor&highlights!a!differential!expression!of!auxin!associated!

genes!PtaAux/IAA,&PtaGH3,!in!ECM.!Moreover,!the!transcriptome!analysis!suggests!that!two!

independent!auxin@response!pathways!are! involved!in!ECM!development.!Measurement!of!

auxin! metabolites! in! ECM! and! in! the! free! living! partners! revealed! a! IAA! accumulation,!

activation! of! the! IPyA! (Indol@3@Pyruvic! Acid)! dependent! IAA! biosynthesis! pathway! in! both!

partners,!as!well!as!changes! in! IAA!conjugation!pathways! in!poplar!and! in! IAA!degradation!

pathways! in! L.& bicolor.!Our! findings! illustrate! the! impact! of! L.& bicolor! colonization!on! root!

auxin!metabolism!and!response,!and!also!suggest!a!role!of!auxin!as!a!signal!in!the!formation!

of!ECM!and!in!the!regulation!of!ECM!function.&

!

!

INTRODUCTION!

&

Root! systems!of!most!plants!display! symbiosis!with! rhizospheric! fungi,!which!are!essential!

for!nutrient!acquisition!and!plant!development.! In!boreal!and!temperate! forests,! the!most!

frequently! found! symbioses! are! ectomycorrhizae! (ECM),!which! are! defined! as! a! symbiosis!

between! roots! of! host! trees! and! ECM! fungal! hyphae! from! basidiomycete! or! ascomycete!

families! (Smith!and!Read,!2008).! ECM! fungal!hyphae!colonize! lateral! root! (LR)! tips!of!host!

trees! to! form!a!new!composite!organ,!known!as! the!ECM!root,!which!becomes!the!site!of!

mutualistic! nutrient! and! carbon! transfers! between! the! two! symbionts! (Martin! and!Nehls,!

2009).! ECM! root! tips! are! structurally! characterized! by! (i)! the! presence! of! an! extensive!

extramatrical!hyphae!network!prospecting!the!soil! ;! (ii)!a!mantle!of!aggregate!hyphae!that!
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forms! a! sheath! around! the! root! and! acts! mainly! as! a! storage! compartment;! and! (iii)! a!

network! of! hyphae! growing! in! the! apoplastic! space! between! epidermis! and! cortex! cells!

forming!the!Hartig!net!where!nutrient!and!carbohydrate!exchanges!take!place!(Massicotte!et&

al.,! 1987).! The! formation! of! the! symbiotic! root! tips! involve! a! sequence! of! complex! and!

overlapping!developmental!processes!in!plant!host!root!systems!including!the!formation!of!

new!LR! (Burgess!et&al.,!1996;!Tranvan!et&al.,!2000;!Niemi!et&al.,!2002;!Rincón!et&al.,!2003;!

Felten!et& al.,! 2009;! Splivallo!et& al.,! 2009),! radial! elongation! of! epidermal! cells,! a! root! hair!

decay!(Horan!et&al.,!1988;!Ditengou!et&al.,!2000)!and!a!reduction!of!the!root!cap!(Massicotte!

et& al.,! 1987).! These! profound!morphological! changes! lead! to! the! formation! of! ECM! short!

roots,!which! contribute! to! the! functional! symbiosis.!However,! the! “short! root”!phenotype!

itself!is!poorly!defined!and!it!appears!to!depend!on!the!host!plant.!Tuber&spp.&was!found!to!

inhibit!Cistus& incanatus&root!growth!(Splivallo!et&al.,!2009),!whereas!an!increase!of!primary!

root!growth!was!noted!as!a! response! to!Laccaria&bicolor&and!Hebeloma&cylindrosporum! in!

Picea&abies&and!Pinus&pinaster&(Karabaghli!et&al.,!1998;!Tranvan!et&al.,!2000;!Rathnayake!et&

al.,!2008).!Molecular!processes!leading!these!ECM!root!are!still!not!yet!fully!understood.!

Changes! in! root! development! are! regulated! by! plant! hormone! balance! including! auxin!

(indole@3@acetic!acid,!IAA!;!reviewed!in!(Parizot!and!Beeckman,!2013)!which!has!already!been!

proven! by! the! role! of! auxin! and! auxin! homeostasis! during! microbe@plant! interactions!

(reviewed!in!Sukumar!et&al.,!2013).!Auxin!is!a!main!regulator!of!root!architecture.!It!does!not!

only!regulate!root!growth!but!it!also!mediates!each!of!the!different!stages!of!LR!formation!

(reviewed!in!Benkova!et&al.,!2009).!Local!auxin!gradient!at!the!root!apex!has!been!shown!to!

regulate!plant!development! as!well! as! root! growth! (Tanaka!et&al.,! 2006).! IAA!biosynthesis!

combined!with!IAA!polar!transport!lead!to!an!IAA!accumulation!at!the!root!tips!(Ljung!et&al.,!

2005;!Petrásek!and!Friml,!2009;!Rosquete!et&al.,!2012).!IAA!biosynthesis!in!specific!root!cells!

contributes!also!to!the!regulation!of!IAA!level!(Ljung!et&al.,!2005;!Petersson!et&al.,!2009)!IAA!

biosynthesis! involves! two! different! routes;! the! tryptophan! (Trp)@dependent! and! the! Trp@

independent! pathways.! There! is! abundant! genetic! evidence! suggesting! the! existence! of!

multiple! pathways! within! the! Trp@dependent! IAA! biosynthesis! pathway,! in! addition! to!

multiple!pathways!of!IAA!conjugation!and!degradation!(Ljung,!2013).!Four!putative!pathways!

of! Trp@dependent! IAA!biosynthesis! in! higher! plants! have!been! identified:! (1)! the! indole@3@

pyruvic!acid! (IPyA),! (2)! the! indole@3@acetamide! (IAM),! (3)! the! tryptamine! (TRA)!and! (4)! the!

indole@3@acetaldoxime!(IAOx)!pathways!(Ljung,!2013).!The!regulation!of!IAA!levels!by!de&novo&
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synthesis!is!one!important!homeostatic!mechanism!operating!in!plant!cells,!but!the!levels!of!

IAA!can!also!be!attenuated!by!conjugation!(mainly!to!amino!acids!;!Ludwig@Muller,!2011)!and!

by!degradation!(Peer!et&al.,!2013;!Pencík!et&al.,!2013).!Increased!IAA!levels!activate!the!IAA@

signalling! pathway! to! regulate! IAA! response! genes! and! fine! tune! modification! of! root!

morphogenesis! (Chapman! and! Estelle,! 2009).! Aux/IAA! transcriptional! regulators! are!

constitutive! repressors! of! Auxin! Response! Factor! (ARF)! transcription! factors! and! as! such!

inhibit!the!IAA!response!genes!(Fukaki!et&al.,!2005;!Dreher!et&al.,!2006).! In!the!presence!of!

IAA,!the!fixation!of!IAA!to!the!SCF!box!ligase!E3,!SCFTIR1!lead!to!the!Aux/IAA!degradation!via&

the!proteasome,!which! is! also!a!direct! IAA! receptor! (Dharmasiri!et&al.,! 2005;!Kepinski! and!

Leyser,!2005).!The!Aux/IAA@ARF!network!and!its!expression!zones!show!the!large!scale!of!IAA!

response!possibilities!(Vernoux!et&al.,!2011;!Calderon@Villalobos!et&al.,!2012).!

Several! studies! reported!dramatic! changes! in! auxin! signalling! gene! expression! at! different!

steps!during!ECM!formation,!suggesting!a!central!role!of!auxin!in!mycorrhizal!developmental!

pathways!(Charvet@Candela!et&al.,!2002;!Reddy!et&al.,!2006;!Felten!et&al.,!2009;!Heller!et&al.,!

2012;!Flores@Monterroso!et&al.,!2013;!Tarkka!et&al.,!2013).!The!role!of!auxin!in!formation!of!

ECM! and! Hartig! net! is! however! still! unclear! and! remains! controversial.! The! interaction!

between!the!IAA@overproducing!mutant!of!H.&cylindrosporum!with!Pinus&pinaster!roots!leads!

to!a!multiseriate!Hartig!net.!Also!the!presence!of!polar!auxin!transport!inibitor!in!plant!(TIBA;!

2,3,5@triiodobenzoic! acid)! completely! prevented! the! formation! of! Hartig! net.! These! data!

supporting!the!hypothesis!that!auxin!of!both!partner!is!a!key!component!in!the!formation!of!

the!apoplastic!hyphal!net!(Gay!et&al.,!1994;!Tranvan!et&al.,!2000).!Conversely,!other!studies!

have!showed!a!decrease!in!IAA!level!in!poplar!and!spruce!ECM!roots!when!compared!to!non@

colonized!roots!(Wallander!et&al.,!1992;!Luo!et&al.,!2009).!In!Pinus!ECM!roots,!a!decrease!in!

expression!of!the!auxin@responsive!GH3!genes,!that!are!coding!for!IAA@conjugating!enzymes,!

was!observed! (Reddy!et&al.,!2006;!Heller!et&al.,!2012).!Moreover,! in!poplar&GH3::GUS& line,!

the!GUS!signals!was!absent!in!poplar@Paxillus&involutus&ECM!root!(Luo!et&al.,!2009).!

This!data!suggest!on!the!one!hand!the! involvement!of!auxin!of!both!partners! in!symbiotic!

organ!formation,!in!another!hand!the!poor!level!of!auxin!in!ECM!root.!

In!this!study,!we!respond!to!these!questionings!and!suggest!that!auxin!is!a!key!regulator!in!

the! root! development! of! the! poplar@L.& bicolor! ECM! root.! We! analyse! the! time@course! of!

poplar!root!growth!arrest!during!the!interaction!with!the!ectomycorrhizal!basidiomycete!L.&

bicolor! (Martin! and! Selosse,! 2008),& revealing! a! poplar! root! growth! arrest.! Genome@wide!
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Figure%1.%Root%growth%in%poplar%host%plants%during%the%symbio8c%interac8on%with%L.&bicolor%
Root* system*morphology*observed* in* control*poplar*plants* (A)*or*aéer* three*weeks*of* coYculture*with*L.+
bicolor*(B).*Lateral*root*(LR)*and*advenIIous*root*(AR)*measurements*in*the*presence*(black*bars)*and*the*

absence*(grey*bars)*of*L.+bicolor*aéer*the*respecIve*Ime*points*(1*week*(1Yw),*2*weeks*(2Yw)*and*3*weeks*

(3Yw)* (CYG).*Mean* length*of*all* LR* (C).*Mean* length*of*newly*emerged*LRs*within* the*first* (n=136* to*160*

roots),*the*second*(n=*168*to*198*roots)*and*the*third*week*(n=*22*to*55*roots)*of*culture*(D).*DistribuIon*of*

LR*root*length*at*three*weeks*of*culture*in*the*absence*(grey*bars,*n=370)*or*in*the*presence*of*L.+bicolor*
(black*bars,*n=380)*(E).*LR*length*that*represented*less*than*1%*of*the*total*lateral*roots*are*not*indicated*in*

this*graph.*“m”*above*the*bars*indicates*the*mean*for*the*given*condiIon.*Mean*length*between*the*first*

emerging*LR*and*the*apex*of*the*parental*root*(n=8*plants)*(F).*Mean*length*of*AR*(n=8*plants)*(G).*Asterisks*

indicate*significant*difference*between*control*and*coYculture*roots* (Student* tYtest*according*to*Fisher,*PY
value<0.05)*
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transcript!profiling!of!mature!ECM!highlights!the!regulation!of!auxin@response!genes!during!

this! process.! Accordingly,! analysis! of! the! auxin!metabolome! revealed! high! IAA! production!

and! a! dynamic! change! in! the! regulation! pathways! of! IAA! content! during! the! interaction.!

DR5::GUS! expression! in! poplar! roots! suggests! the! loss! of! auxin! sensitivity! during! root!

colonization! by! L.& bicolor.! Based! on! these! results! we! suggest! a! dramatic! change! of! auxin!

environment!in!the!ECM!root!and!suggest!that!auxin!has!a!key!role!in!the!formation!of!short!

ECM!roots!and!in!fungal!colonization.!

!

!

RESULTS&

!

ECM&development&is&leading&to&root&growth&arrest&&

!

Colonization!of!poplar!roots!by!L.&bicolor!led!to!striking!changes!in!root!development!(Fig.!1A!

and!1B).!We!measured!changes!in!root!length!during!the!interaction.!After!one!week!of!co@

culture,! the!mean! LR! length!was! significantly! shorter! in! the! presence!of! L.& bicolor! than! in!

control!roots!without!fungus!(Fig.!1C),!suggesting!that!one!week!of!contact!was!sufficient!to!

significantly! inhibit!LR!growth.!Due!to!the!evolution!of!the!number!of!new!emerged!lateral!

root,!the!mean!LR!length!observed!after!one!and!two!weeks!were!identical!in!control!roots.!

In! order! to! distinguish! LR! growth! from! new! LR! emergence! during! the! time! course,! we!

analyzed!the!length!of!newly!emerged!LR!each!week!after!contact!(Fig.!1D).!Concerning!LRs!

emerged!in!the!first!week!of!co@culture,!a!decrease!of!at! least!50%!in!length!was!observed!

for!LRs!emerged!in!the!presence!of!L.&bicolor&when!compared!to!LRs!emerged!in!absence!of!

the! fungus.!Moreover,! LRs,! which! emerged! during! the! second! and! third! week,! were! also!

significantly!shorter!than!control!LRs.!Between!the!second!and!the!third!week,!LR!length!in!

co@culture! remained! similar,! whereas! an! increase! of! control! LR! length!was! observed! (Fig.!

1H).! This! data! clearly! illustrated! arrested! LR! growth! during! ECM! development.! The!

distribution!of!LR!length!was!determined!in!control!roots!versus!colonized!roots!after!three!

weeks!of!co@culture,!a!time@point!that!corresponds!to!the!mature!ECM!stage!for!the!majority!

of! roots! (Fig.! 1E;! Felten! et& al.,! 2009).!We! observed! a! higher! percentage! (around! 60%)! of!

short! roots! (<2!mm)! in! ECM! roots! compared! to! control! roots! (33%).!We!also! investigated!

whether!a!change!in!adventitious!root!growth!was!induced!by!L.&bicolor!colonization.!After!
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Figure%2.%Auxin%response%is%impaired%in%ECM%roots*
A* to* C,* SpaIal* expression* pa\erns* of* βUglucuronidase+ (GUS)+ acIvity* in* microscopic* secIons* of* Populus+
tremula+x*P.+tremuloides*DR5::GUS+plant*root*grown*for*two*weeks*in*control*condiIon*(A)*or* in*coYculture*
with* L.+ bicolor* (B,C).* Longitudinal* secIons* of* a* colonized* root* (B)* and* a*mature* ECM* root* (C)*with* visible*

HarIg* net* (D)* are* shown.* E,*Mean* area* of* GUS* staining.* Asterisks* indicate* significant* difference* between*

control*and*coYcultured*roots*(Student’s*test*according*to*a*Fisher*test,*PYvalue<0.05).*Control*roots*(n=3),*coY
culture*root* (n=10).*F* to*K,*SpaIal*expression*pa\ern*of*GUS*acIvity* in+Populus+DR5::GUS+roots*grown*for*
two*weeks*in*the*absence*(F*to*H)*or*in*the*presence*of*L.+bicolor+(I*to*K),*then*transferred*for*16*hours*to*a*
liquid* halfYMS* medium* without* auxin* (F* and* I),* or* with* indolY3YaceIc* acid* (IAA* 10μM,* G* and* J)* or* with*

naphthaleneY1YaceIc*acid*(NAA*10μM,*H*and*K).*Images*show*typical*data*obtained*from*twenty*replicates*

for*each*condiIon.*Scale*bars=50*μm*(AYC).*150*μm*(D),*0.1*mm*(FYK).*eh,*extramatrical*hyphae*;*m,*fungal*

mantle*;*hn,*HarIg*net*;*Ep,*Epidermal*cell.*
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three!weeks!of!contact,!emerging!LRs!in!the!control!root!systems!were!observed!at!13!mm!

from! the! apex! of! the! adventitious! root,! whereas! the! emerging! LRs! in! the! root! systems!

colonized! by! L.& bicolor!were! observed! at! 4!mm! from! the! adventitious! root! apex! (Fig.! 1F),!

suggesting! inhibition!of!parental! root!growth!by!L.&bicolor.!A! reduction! in! the!adventitious!

root!length!was!observed!first!after!two!weeks!of!contact!with!L.&bicolor.!The!mean!length!of!

adventitious! roots! was! 30%! lower! after! three! weeks! of! co@culture! compared! to! control!

conditions! (Fig.! 1G),! suggesting! that! the! interaction! with! L.& bicolor! induced! a! subsequent!

arrest!of!adventitious!root!growth!in!poplar.!

!

Arrest&of&poplar&root&growth&is&accompanied&by&an&impaired&auxin&response&&

We! then! investigated! root! colonization! and! root! morphology! in! association! to! auxin!

response.! For! monitoring! the! auxin! response! in! roots,! we! used! the! auxin@inducible!

promotor@reportor!DR5::GUS& (coding!for!β@glucoronidase;!Sabatini!et&al.,!1999;!Ulmasov!et&

al.,! 1999).!DR5&directed!GUS& ! expression& in!P.& tremula! x!P.& tremuloïdes! control! roots!was!

restricted!to!the!root!apex,!including!all!cells!in!the!cap!and!the!quiescent!center!(Fig.!2A).!In!

root! apices! in! contact! with! L.& bicolor& for! two!weeks! several!morphological! changes! were!

taking!place!in!root!apices!(Fig.!2B!to!2C).!Two!major!types!of!ECM!root!were!observed;!(1)!

Roots!characterized!by!the!presence!of!a!dense!mycelium!sheath!surrounding!the!flanks!of!

the! root!without!any!Hartig!net! formed!yet!between! root!epidermis!cells! (Fig.!2B).!At! this!

stage!of!colonization,!hereafter!referred!to!as!“colonised!root”!stage,!the!fungus!had!not!yet!

fully!invaded!the!root!cap.!However,!the!area!of!GUS!expression!seemed!already!restricted!

(Fig.!2B).!The!second!developmental!stage!(2)!was!characterised!by!a!well@developed!fungal!

sheath!around!the!entire!root! including!the!root!cap!where!the!development!of!the!Hartig!

net! was! also! visible! (Fig.! 2C).! Infected! root! apices! had! a! distinctly! swollen! appearance!

characteristic! of! ECM! root! (Massicotte! et& al.,! 1987;! Horan! et& al.,! 1988)! and! here! after!

referred! to! as! “mature! ECM”.! The! apical! region! showed! a! rounded! root! cap! containing!

shortened!root!cap!cells!(Fig.!2C).! In!addition,!the!increased!diameter!of!the!root!core!was!

associated!with!the!dramatic!changed!of!the!epidermis!cells!as!well!as!the!reduction!of!cell!

size!in!the!meristem,!indicating!that!fungal!colonization!leads!to!striking!changes!in!root!cell!

differentiation.! Interestingly,! in! mature! ECM! root! tips,! the! GUS! expression! pattern! was!

restricted! to! cells! of! the! modified! columella! and! to! only! few! cells! located! around! the!

quiescent!center!(Fig.!2C).!Furthermore,!no!GUS!expression!was!observed!in!the!epidermis!



Gene namea  Gene Idb  Arabidopsis gene 
IDc  

Arabidopsis gene 
namec  

Fold change 
expressiond  

Expression in 
control rootse  Annotationf 

IAA biosynthesis / conjugaison / degradation pathway  
PtaTAA1 Potri.010G044500.1 AT1G70560.1 AtTAA1 -6.28  1,281 Catalyzes conversion of Trp  to IPyA 

PtaYUCCA2 Potri.006G248200.1 AT5G11320.1 AtYUCCA4 -2.63  331 Catalyzes conversion of IPyA  to IAA 
PtaYUCCA6-1 Potri.006G243400.1 AT5G25620.1 AtYUCCA6 8.23  nd  Catalyzes conversion of IPyA  to IAA 
PtaYUCCA6-2 Potri.018G036800.1 AT5G25620.1 AtYUCCA6 5.32  nd  Catalyzes conversion of IPyA  to IAA 

PtaGH3-1 Potri.007G050300.1 AT2G14960.1 AtGH3-1 2.04  3,969 IAA-amino-synthase enzyme  
PtaGH3-2 Potri.009G092900.1 AT2G14960.1 AtGH3-1 2.95  1,688 IAA-amino-synthase enzyme 
PtaGH3-7 Potri.001G069000.1 AT1G28130.1 AtGH3-17 -2.32  4,695 IAA-amino-synthase enzyme 
PtaILL8 Potri.005G178900.1 AT1G44350.1 AtILL8 4.15  1,882  IAA amino acid conjugate hydrolase 

IAA  transporters involved in the auxin gradient 
PtaPIN6 Potri.008G129400.1 AT1G70940.1 AtPIN3 4.86  nd  auxin efflux carrier  
PtaPIN3 Potri.010G112800.2 AT1G70940.1 AtPIN3 5.83  nd auxin efflux carrier  
PtaPIN8 Potri.006G037000.1 AT1G73590.1 AtPIN1 3.44  1,135 auxin efflux carrier  
PtaPIN9 Potri.018G139400.1 AT5G57090.1 AtPIN2 -6.76  5,209 auxin efflux carrier  

PtaAUX8/LAX4 Potri.002G087000.1 AT1G77690.1 AtLAX3 -3.26  6,614 auxin influx carrier  
PtaAUX8/LAX8 Potri.005G174000.1 AT1G77690.1 AtLAX3 -3,01 8,993 auxin influx carrier  
PtaAUX2/LAX1 Potri.016G113600.1 AT2G38120.1 AtAUX1 5,84 nd  auxin influx carrier  

PtaABCB5 Potri.010G003000.1 AT2G47000.1 AtABCB4 -3.15  5,912 auxin efflux/influx carrier  
PtaABCB19 Potri.017G081100.1 AT3G28860.1 AtABCB19 2,76 432 auxin efflux carrier  

IAA signalling pathway 
Potri.005G159300.1 AT5G49980.1 AtAFB5 3.37 906 auxin signalling SCF box 
Potri.002G102700.1 AT5G49980.1 AtAFB5 2.33 791 auxin signalling SCF box 

PtaAux/IAA3.4 Potri.005G218200.1 AT5G43700.1 AtAux/IAA4 -5.62 1,593 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaAux/IAA3.3 Potri.002G045000.1 AT5G43700.1 AtAux/IAA4 -12.71 701 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaAux/IAA28.2 Potri.006G236200.1 AT3G16500.1 AtAux/IAA26 -3.21 3,808 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaAux/IAA28.1 Potri.018G057000.1 AT3G16500.1 AtAux/IAA26 -4.4 3,299 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaAux/IAA20.2 Potri.014G111700.1 AT3G62100.1 AtAux/IAA30 3.6 379 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaAux/IAA15 Potri.001G177400.1 AT3G04730.1 AtAux/IAA16 4.43 1,651 auxin signalling transcriptional regulator 

PtaAux/IAA12.1  Potri.008G172400.1 AT2G33310.1 AtAux/IAA13 2.56 2,025 auxin signalling transcriptional regulator 
PtaARF2.4 Potri.002G089900.1 AT1G77850.1 AtAux/IAA17 8.17 nd auxin signalling transcription factor 

PtaARF17.2 Potri.005G171300.1 AT1G77850.1 AtAux/IAA17 10.2 nd  auxin signalling transcription factor 
Other hormone cross-talk pathway  

PtaGAI.2 Potri.008G131700.1 AT2G01570.1 AtRGA1 8.09 720 gibberellin  signalling pathway 
Pt.GAI.1 Potri.010G110700.1 AT2G01570.1 AtRGA1 5.49 740 gibberellin  signalling pathway 

Potri.004G089800.2 AT2G01570.1 AtRGA1 4.75* nd gibberellin  signalling pathway 
Potri.017G125200.1 AT2G01570.1 AtRGA1  3.73 nd gibberellin  signalling pathway 

PtaBES1.2 Potri.002G133700.1 AT1G75080.1 AtBZR1 2.41 1,946 brassinosteroid signalling pathway 
Potri.007G030700.1 AT1G75080.1 AtBZR1 3.26 4,191 brassinosteroid signalling pathway 

PtaBES1.1 Potri.014G041600.1 AT1G75080.1 AtBZR1 3.58 847 brassinosteroid signalling pathway 
Potri.005G126400.1 AT1G75080.1 AtBZR1 3.68 1,965 brassinosteroid signalling pathway 
Potri.001G131800.1 AT1G31880.1 AtBRX 4.29 517 dicrease of brassinosteroid biosynthesis 
Potri.008G121500.1 AT1G68460.1 AtIPT1 3.29 nd cytokinin biosynthesis 
Potri.016G044100.1 AT2G41510.1 AtCKX1 -2,67 617 cytokinin degradation 
Potri.002G030500.1 AT1G75450.1 AtCKX5 5.85 nd cytokinin degradation 
Potri.005G232300.1 AT1G75450.1 AtCKX5 7.25 nd cytokinin degradation 
Potri.006G221000.1 AT5G21482.1 AtCKX7 8.52 nd cytokinin degradation 
Potri.014G164700.1 AT5G35750.1 AtAHK2 -2,14 1,922 cytokinin signalling 
Potri.018G009700.1 AT5G10720.1 AtAHK5 -2,28 2,005 cytokinin signalling 
Potri.001G094800.1 AT4G23750.1 AtCRF2 7.77 nd cytokinin signalling 

PtaERF88 Potri.003G136300.1 AT4G23750.1 AtCRF2 12.01 nd cytokinin signalling 
Potri.019G131300.1 AT4G27950.1 AtCRF4 9.71 608 cytokinin signalling 
Potri.013G158500.1 AT4G27950.1 AtCRF4 10.65 454 cytokinin signalling 

aGenes names as refered in phytozome Populus trichocarpa genome version 9.0 or annotate genes in Kalluri et al., 2007, Felten et al., 2009 and 
Carraro et al., 2012 ;  b Genes ID from phytozome version 9.0; c A. thaliana gene ID and name orhologue to Populus gene ID (Phytozome 

annotation); dFold change of fluorescence level in mycorrhiza roots compare to the control roots; e Level of fluorescence in the control roots, 
fLitterature annotation of the protein associate function. nd: under the average range of detection  

Table%1.%AuxinPdependent%genes%differen8ally%regulated%in%mature%ECM%poplar%roots%compared%to%
the%control%LR%
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cells! located! at! the! interface!with! L.& bicolor! hyphae! (Fig.! 2D).! The! root! area! accumulating!

GUS!staining!confirmed!the!significant!decrease!both! in!colonised!and!in!mature!ECM!root!

tips! (Fig.! 2E),! suggesting! that! the! alteration! in!DR5! directed!GUS!expression!preceded! the!

Hartig!net!formation.!We!also!analyzed!the!response!of!roots!to!auxin!application!in!LRs!as!

well!as!in!mature!ECM.!As!expected,!auxin!application!(10!µM!IAA!or!NAA)!for!16!h!to!control!

roots! ectopically! increased! the! expression! of! DR5::GUS& in! the! entire! LR! including! root!

meristem!and!elongation/differentiation!zone!(Fig.!2G,!H).! In!contrast,!an!application!of!10!

µM!IAA!or!NAA!did!not!change!the!GUS!expression!pattern!in!ECM!root!tips!(Fig.!2J,!K).!The!

GUS! staining! remained! localized! in! a! restricted! zone,! indicating! that! ECM! development!

impaired!the!auxin!response!in!root.!

!

Arrest&of&root&growth&is&associated&to&changes&in&the&expression&of&auxin[related&genes&

To! identify! alteration! auxin@signalling! genes!with! a! differential! expression! during! ECM,! an!

oligo! array@based! transcript! profiling!was! carried! out! on! three!week@old! ECM! and! control!

LRs.!A!total!of!7,091!plant!transcripts,!corresponding!to!16%!of!the!predicted!gene!models!in!

Populus& trichocarpa& gene! repertoire! V7! (Phytozome,! 43,929! genes),! were! differentially!

expressed! in! ECM! compared! to! control! LRs! (fold! change! >2,! Benjamini! and! Hochberg@

corrected!ANOVA!p@value!<!0.05;!Supplemental!Table!S1),!reflecting!a!striking!transcriptome!

re@organisation!in!ECM!roots.!Among!these!transcripts,!60%!(4,256!genes)!were!upregulated.!

From! the! 2,835! down@regulated! transcripts,! 38%! (corresponding! to! 1,072! genes)! were!

expressed!in!control!LRs!but!were!no!longer!detected!in!ECM!roots.!Several!genes!know!to!

be!involved!in!root!meristem!development!in!Arabidopsis!showed!differential!expression!in!

ECM!roots!(Table!1).!Among!these!genes,!members!of!protein!families!involved!in!cytokinin,!

gibberellin! and! brassinoisteroid! signalling! pathways! showed! a! differential! expression! that!

can!be!related!to!the!root!growth!arrest!phenotype.!

An! enrichment! of! IAA! response! genes! in! ECM@regulated! genes! was! assessed! through! a!

randomization!test! (pSvalue&<!0.05;!See!Materials!and!Methods).!We! investigated!whether!

the! overlap! between! two! sets! of! genes! was! higher! than! expected! by! chance! using!

comparisons!of!the!ECM!root!regulated!genes!set!with!two!IAA@regulated!gene!sets,!(I)!IAA–

regulated! genes! in! Arabidopsis& (Nemhauser! et& al.,! 2006),! and! (II)! IAA@induced! genes! in!

differentiated! poplar! stem!wood! tissues! (Nilsson!et& al.,! 2008).! The! two! sets! I! and! II!were!

compared! to! each! other! (p@value=0)! and! both! sets! were! then! compared! to! the! set! of!



Figure%3.%Enrichment%in%auxin%response%genes%in%mature%ECM*
A,* RandomizaIon* tests* were* made* between* mature* ECM* regulated* genes* (white* area;* 3Yweeks*
differenIally*regulated*genes),*and*two*sets*of*auxin*regulated*genes:*(I)*poplar*homologs*of*Arabidopsis+
auxin* response*genes* (dark*grey*area;*Nemhauser*et+al.,*2006;*Phytozom*7.0*annotaIon)*and* (II)*Poplar*
auxin*response*genes*in*wood*forming*Issus*(grey*area;*Nilsson*et+al.,*2008).*The*Venn*diagrann*shows*the*
overlap*between*these* lists.*The+pUvalue+of* the* randomizaIon*test* (See*Material*and*Methods)* is*noted*
outside*the*brackets.**
B,* The* overlap* between* auxin* regulated* list* (I)* and*mature* ECM* regulated* genes* list* was* used* for* the*
observaIon*of*antagonism*and*synergism*of*differenIal*gene*expression.*
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differentially!expressed!genes!in!ECM!(Fig.!3A).!Enrichment!in!auxin!response!genes!of!each!

set!was!found!in!ECM!regulated!genes!(p@value!<!0.05).!To!confirm!this!finding,!the!response!

of!four!ECM@regulated!genes!to!applied!exogenous!IAA!was!assessed.!The!four!genes!tested,!

PtaGH3S1,& PtaAux/IAA3S3,& PtaAux/IAA20S2& and! PtaAux/IAA28S1& showed! differentially!

expression! patterns! after! 2! h! of! 10μM! IAA! application! (Supplemental! Fig.! S1).!We! further!

investigated! the!antagonistic!or! synergistic! response!of!genes! regulated!by!exogenous! IAA!

and!ECM!formation!respectively,!by!using!the!overlap!of!ECM@regulated!and! IAA@regulated!

genes! (set! I).!Generally!we! found! that! 140! genes! showed!a! synergistic! expression!pattern!

(being!either!up!or!down!regulated!in!both!IAA!treatment!and!ECM)!and!193!genes!showed!

an!antagonistic!response!pattern!(Fig.!3B;!Supplemental!Table!2).!

We!then!focussed!on!the!regulation!of!genes! involved! in!auxin!pathways! (Table!1).!Within!

the! genes! coding! for! proteins! involved! in! IAA! biosynthesis,! we! found! higher! transcript!

abundance! in! ECM! for!PtaTAA1,& PtaYUCCA2,& PtaYUCCA6S1! and!PtaYUCCA6S2.! In! addition,!

PtaGH3S1,&PtaGH3S2!and!PtaGH3S7,!coding!for!acyl@amido@synthase!enzyme!involved!in!IAA!

conjugation,!were!found!upregulated!in!ECM!(Table!1).!Regarding!genes!implicated!in!polar!

auxin! transport,! we! found! four! genes! belonging! to! the! PIN! family,! PtaPIN3,& PtaPIN6,!

PtaPIN8,!and!PtaPIN9,!to!be!differentially!expressed.!Transcripts!coding!for!several!genes!for!

ABCB! transporter! accumulated! differentially! in! ECM,! for! example! PtaABCB5! which! is!

considered!to!be!an!ortholog!of!AtABCB4!and!PtaABCB19,&an!ortholog!of!AtABCB19&(Carraro!

et& al.,! 2012).! In! addition,! we! noted! transcript! accumulation! for! several! AUX/LAX! family!

members!such!as!PtaAUX8/LAX4,!PtaAUX8/LAX8!and!PtaAUX2/LAX1.!!

Our!oligo!array!profiling!also!revealed!differential!transcript!abundance!for!genes!known!to!

be! implicated! in! IAA! signalling.! Seven! members! of! the! PtaAux/IAA! family! (Kalluri! et& al.,!

2007),! PtaAux/IAA3.3,! PtaAux/IAA3.4,! PtaAux/IAA12.1,! PtaAux/IAA15,! PtaAux/IAA20.2,!

PtaAux/IAA28S1! and! PtaAux/IAA28S2& were! differentially! expressed! in! ECM! roots! as!

compared!to!non!mycorrhizal!roots.&Transcripts!of&two!transcription!factors,&PtaARF2.4!and!

PtaARF17.2!showed!a!higher!accumulation!in!ECM!roots.!!

We!validated!the!expression!of!several!genes!described!above!using!quantitative!real@time!

PCR! analysis! in! a! separated! experiment! with! new! biological! material.! We! showed! that!

transcripts!of!PtaGH3S1,!PtaAux/IAA3S3,!PtaAux/IAA12S1,!PtaAux/IAA28.1,&PtaAux/IAA20S2,&

PtaAux/IAA3S4,& PtaABCG37.1& and! PtaTAA1! showed! the! same! expression! pattern! in! ECM!
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versus!control!roots!as!observed!with!microarrays.!The!differentially!expression!of!PtaIAA3S3&

and&PtaPIN9!was!not!confirmed!(Supplemental!Figure!S2).!!

Thus,! the! present! genome@wide! transcriptional! analysis! identified! auxin@dependent! genes!

that!are!differentially!express!in!ECM!roots.!The!symbiosis@related!gene!families!are!involved!

in!auxin!biosynthesis,!transport!and!signalling.!!

!

Auxin& metabolite& analysis& reveals& distinct& auxin& pathways& in& L.! bicolor& mycelium& and&

Populus&root&tips!

&

Altered!auxin!response!pattern!in!ECM!roots!as!well!as!changes!in!the!expression!of!auxin@

related! genes! are! likely! to! induce! alterations! in! the! auxin!metabolome! in! ECM! roots.!We!

therefore! quantified! IAA! and! eleven! of! its! metabolites! (precursors,! catabolites! and!

conjugates)!in!free@living!mycelium!of!L.&bicolor&and!in!non!mycorrhizal!P.&tremula!x!P.&alba&

root!apices!(Fig.!4).!The!concentration!of!free!IAA!was!49!pg.mg@1!FW!in!L.&bicolor!free@living!

mycelium.! Precursors! of! IAA! biosynthesis,! such! as! anthranilate! (Ant;! 37! pg.mg@1! FW),! Trp!

(2,705!pg.mg@1!FW),!TRA!(37!pg.mg@1!FW)!and!IPyA!(255!pg.mg@1!FW),!were!also!detected.!

The!concentration!of!several!IAA!biosynthesis!intermediates!was!below!the!detection!limit,!

including! IAOx,! IAM! and! indole@3@acetonitrile! (IAN).! Our! data! indicate! that! only! two! IAA!

biosynthesis!pathways!exist! in!L.&bicolor:! the!TRA@!and!the! IPyA@dependent!pathways.! IAA@

amino!acid!conjugates,!such!as! IAA@Aspartate!(IAAsp)!and!IAA@Glutamate!(IAGlu),!were!not!

detected.!The!IAA!catabolite!oxIAA!(2@oxoindole@3@acetic!acid)!was!also!detected!in!L.&bicolor!

mycelium!at!a!concentration!of!0.4!ng!mg@1!FW.!Consistent!with!these!results,!an!addition!of!

10! μM! IAA! to! L.& bicolor! growth! medium! induced! an! eight@fold! higher! IAA! concentration!

compared! to! the! control! mycelium! and! also! a! four@fold! higher! oxIAA! concentration!

(Supplementary! Figure! S3),! while! the! IAA! conjugates!were! still! below! the! detection! limit.!

Exogenous!IAA!treatment!also!caused!a!decrease!in!the!levels!of!the!IAA!precursors!Ant,!Trp!

and! IPyA,! possibly! due! to! feedback! inhibition! of! specific! pathways! upstream! of! IAA!

(Supplementary!Figure!S3).!

The!IAA!biosynthesis!pathways!are!well!known!in!Arabidopsis,!but!have!to!date!not!yet!been!

elucidated!in!poplar!roots.!In!poplar!root!apices,!the!free!IAA!level!was!2.5!pg.mg@1!FW!(Fig.!

4).! The! intermediates!of! IAA!biosynthesis,! such!as! IAOx,! IAM!and! IAN,!were!not!detected,!

neither! in! root!samples!of!P.& tremula! x!P.&alba,! (Fig.!4!and!Supplemental!Figure!S4)!nor! in!
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poplar! leaves! (Supplemental!Figure!S4).!The!major!degradation!product!of! IAA,!oxIAA,!was!

found! in! poplar! roots! (1.4! pg.mg@1! FW! ;! Fig.! 4).! Regarding! IAA@conjugation! pathways,! the!

conjugated!product!IAAsp!was!detected!in!these!samples!(2!pg.mg@1!FW)!whereas!we!found!

no! trace! of! IAGlu.! That! said,! IAGlu!was! observed! to! be! present! in! the! tips! of! young! root!

(Supplementary! Figure! 4),! suggesting! a! regulation! of! IAA@conjugation! pathways! during!

poplar!root!development.!

When!we!compared!the!IAA!metabolites!in!both!partners!grown!under!the!same!conditions,!

much!higher! concentrations!of! IAA!and! the! IAA!precursors!Ant! and! IPyA!were! found! in!L.&

bicolor&compared!to!poplar!roots!(Fig.!4),!suggesting!a!higher!rate!of! IAA!biosynthesis! in&L.&

bicolor!mycelium.!

!

Auxin&associated&metabolites&accumulate&in&contact&with&L.bicolor&&

!

Auxin&associated&metabolites&accumulate&in&mature&ECM&roots&&

!

We! then! quantified! IAA! and! its! metabolites! in!mature! ECM! roots! from! two! independent!

biological! experiments,! I! and! II,! in! which! six! and! four! biological! replicates! were! present,!

respectively.! In!order!to!dissect!the!changes! in!the!auxin!metabolome!of!each!partner,!we!

first!established!the!ratio!of!concentration!for!each!compound!found!in!mature!ECM!roots!

compared!to!control!LR!(Fig.!5A).!Even!if!the!ratios!were!different!for!the!two!experiments,!

likely! due! to!differences! in!mycelium/root! sampling! in! experiment! II,!we! found! consistent!

changes! in! IAA! related! metabolites.! In! experiment! I,! the! concentration! of! IAA! was!

statistically!2@fold!higher!whereas!in!experiment!II!its!concentration!was!8@fold!higher!(from!

6!to!13!ng.mg@1)!in!ECM!compared!to!roots.!In!addition,!we!detected!a!significant!increase!of!

Ant,!Trp!and!IPyA!content!in!ECM!roots!compared!to!the!control!roots.!In!experiment!II,!both!

the! IAAsp! conjugate! and! the! degradation! product! oxIAA! showed! a! 7@fold! higher!

concentration! in! ECM! root! samples.!We! then! calculated! the! concentration! ratio! for! each!

compound! obtained! in! mature! ECM! to! free@living! mycelium! (Fig.! 5B).! Under! these!

conditions,! an! increase! of! the! metabolites! associated! to! IAA! biosynthesis! was! detected,!

including!Ant,!Trp!and!IPyA.!However,!a!significant!decrease!of!IAA!and!an!increase!of!oxIAA!

metabolite! were! observed.! We! also! quantified! IAA! and! its! metabolites! in! extramatrical!

mycelium!expanding!from!ECM!roots!and!the!comparison!was!made!to!those! in!free@living!



Figure%5.%Poplar/L.&bicolor&interac8on%remodels%the%auxin%metabolome%in%both%partners*
A*to*C,*IAA*metabolites*in*ECM*mature*root.*RaIo*of*IAA*and*its*associated*metabolites*in*(A)*ECM*in*relaIon*
to* those* of* control* roots* (LR);* (B)* ECM* in* relaIon* to* those* of* L.+ bicolor+ freeYliving* mycelium,* from* two*
independent*biological*experiments*I*and*II*(dark*and*grey*bars*respecIvely);*(C)*in*L.+bicolor+extrametrical+
mycelium*from*ECM*in*relaIon*to*those*of*L.+bicolor+free*living*mycelium.*
D*to*G,*IAA*and*its*metabolites*in*ECM*formaIon*aéer*one*week*of*coYculture.*(D),*in*colonized*roots*(aéer*1*
week*of*coYculture)*in*relaIon*to*those*of*control*condiIon*(LR);*(E)*in*colonized*roots*(aéer*1*week*of*coY
culture)*in*relaIon*to*those*of*L.+bicolor+freeYliving*mycelium;*RaIo*of*IAA*and*its*associated*metabolites*in*
(F)*L.+bicolor+extrametrical+mycelium*from*colonized*roots*(aéer*1*week*of*coYculture)*in*relaIon*to*those*of*
L.+bicolor+free*living*mycelium;*(G);*in*root*apices*(aéer*1*week*of*indirect*coYculture,*through*a*cellophane*
membrane)*in*relaIon*to*those*of*control*condiIon.**
Asterisks*indicate*significant*difference*between*control*and*coYculture*root*with*a*Student’s*test*according*
to*a*Fisher*test,*PYvalue<0.05,*(n=4*to*6).*ANT,*anthranilate;*IAA,*indoleY3YaceIc*acid;*IAGlu,*IAAYglutamate;*
IAAld,* indoleY3Yacetaldehyde;* IAAsp,* IAAYaspartate;* IPyA,* indoleY3Ypyruvic*acid;*oxIAA,*2YoxoindoleY3YaceIc*
acid;*TRA,*Tryptamine,*Trp,*LYtryptophan.* 
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mycelium! (Fig.! 5C).! Although! this! extramatrical! hyphae! contained! a! nearly! 10@fold! higher!

concentration! of! Ant,! they! contained! a! similar! IAA! concentration! as! free! living!mycelium,!

suggesting!that!Ant!might!be!involved!in!the!synthesis!of!other!secondary!metabolites!(Tzin!

and!Galili,!2010).!Additionally,!we!detected!a!4@fold!higher!concentration!of!oxIAA!(Fig.!5C),!

illustrating!an!increase!of!IAA!degradation!in!response!to!the!interaction!with!poplar!roots.!

!

ECM&formation&remodels&the&auxin&metabolome&&

!

We!also!investigate!auxin!metabolite!changes!in!poplar@L.&bicolor!co@cultures!one!week!after!

contact!(Fig.!5D).!At!this!stage,!a!discontinuous!mycelium!is!attached!to!the!root!surface!and!

no! visible! change! in! root!morphology! is! observed! (Felten!et& al.,! 2009).! The! concentration!

ratio!for!each!compound!detected!in!colonized!roots!compared!to!those!obtained!in!control!

LR! did! not! reveal! any! significant! change! in! IAA! concentration! in! poplar! root! tips! (Fig.! 5D,!

around!6!pg.mg@1!FW).!However,!a!significantly!higher!concentration!of!Ant,!IPyA!and!IAAsp!

conjugates! was! detected,! (52! pg.mg@1! FW,! 3249! pg.mg@1! FW! and! 0.8! pg.mg@1! FW!

respectively).! When! we! calculated! the! concentration! ratio! for! each! compound! identified!

after! one!week! of! colonization!with! those! of! free@living!mycelium,!we! noted! a! significant!

decrease! of! IAA! and! 6@fold! increase! of! oxIAA! concentration! (Fig.! 5E).! The! extramatrical!

mycelium!also!contained!a!significant!lower!IAA!concentration!(4!pg.mg@1!FW)!together!with!

a!larger!amount!of!oxIAA!when!compared!to!free@living!mycelium!(Fig.!5F).!!

After! one! week! of! co@culture! without! direct! physical! contact! (indirect! contact,! through! a!

cellophane!membrane)!no!change!in!IAA!concentration!was!observed!in!root!tips!compared!

to! control! root! tips! (Fig.! 5G).! However,! higher! concentration! of! IPyA,! oxIAA,! IAAsp! and!

IAAGlu! conjugates!were!detected,! suggesting! that!L.&bicolor&diffusible! compounds!activate!

the! IPyA@dependent! biosynthesis! pathway! as! well! as! IAA! conjugation! and! degradation!

pathways.!
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!
DISCUSSION&

&

We!investigated!here!the!impact!of!the!L.&bicolor&on!formation!on!poplar!root!growth!in!ECM!

formation.! Then,! we! investigate! the! auxin! response,! auxin@related! gene! expression! in!

Populus!roots!and!the!auxin!metabolome!in!both!partners.!We!showed!that!between!poplar!

and!L.&bicolor! is! leading!to!an!arrest!of!root!growth!after!one!week! in&vitro!co@culture.!The!

observed!root!growth!arrest!may!partly!be!explain!by!an!insensitivity!of!local!auxin!response!

during!the!poplar@L.&bicolor!interaction!as!showed!by!the!DR5::GUS!roots.!Our!genome@wide!

transcriptomic! profiling! revealed! that! half! of! genes! involved! in! auxin! signalling! are!

upregulated,! but! the! other! half! are! downregulated.! In! parallel,! the!metabolomic! analysis!

suggests!that!the!observed!changes!in!IAA!homeostasis!in!ECM!activate!divergent!regulation!

of!IAA!metabolism!pathways!in!each!symbiotic!partner.!We!hypothesize!here!that!the!high!

IAA!concentration!detected!in!mature!ECM!is!facilitated!by!the!activation!of!IPyA@dependent!

synthesis.!We! also! propose! that! the! higher! IAAsp! concentration! observed! in! ECM! results!

from! an! increase! in! IAA! conjugation! through! activation! of! GH3! genes.! Taking! into!

consideration! all! of! our! data,!we!propose! a! central! role! of! IAA! in! ECM!establishment! and!

maintenance!through!dual!auxin!signalling!pathways.!!

&

Auxin&production&in&poplar&ECM&might&contribute&to&arrested&root&growth&

Owing!to!the!fact!that!intermingling!fungal!and!plant!cells!form!ECM!root!was!not!possible!to!

dissect!the!IAA!concentration!in!each!partner.!We!however!found!that!the!concentration!of!

IAA!and!the!IAA!synthesis!precursors!were!higher!than!in!ECM!by!comparison!to!control!LR!

root! tips,! illustrating! a! dramatic! change! of! the! root! IAA! environment! during! mycelium!

colonization.!The!IAA!concentration!detected!in!ECM!roots!was!between!6!and!25!pg.mg@1!

FW,!depending!on!the!samples,!corresponding!to!a!molar!concentration!of!30!to!140!pM.mg@

1! of! FW.! It! is! well! known! that! optimal! IAA! levels! are! required! for! the! regulation! of! root!

growth! (Thimann,! 1938).!We!hypothesize! that! ECM! roots! contain! suboptimal! endogenous!

auxin! levels,!which!then! lead!to! inhibitory!effects!on!root!growth.! In!addition,!we!propose!

that!microbial!auxin!may!have!a!role!in!interfering!with!plant!developmental!pathways!and!

in!altering!auxin!biosynthesis!and!signalling!in!the!host!plant.!!!
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The!IAA!metabolome!revealed!activity!of!only!two!of!the!four!known!Trp@dependent!(IPyA,!

TRA,!IAOx,!IAM)!IAA!biosynthesis!pathways!in!poplar!P.&tremula&x&P.&alba!roots!and!L.&bicolor!

mycelium,!namely!the!IPyA!and!TRA!pathways.&The!IPyA!pathway!is!predominant!in!poplar,!

as!described!also! for!other!plant!species! (Sugawara!et&al.,!2009;!Novák!et&al.,!2012;!Ljung,!

2013).!The!IPyA@dependant!pathway!is!activated!in!the!host!plant!during!the!indirect!contact&

with& L.&bicolor.!Also,!a!higher! IPyA!concentration!was!also! found! in!mature!ECM!roots!but!

not! in!extramatrical!hyphae!when!compared!to!free!living!mycelium.!This!data!suggests!an!

involvement! of! poplar! IAA! biosynthesis! in! the! accumulation! of! IAA! in!mature! ECM! roots,!

which!ultimately!lead!to!change!auxin!homeostasis!in!host!root.!!

!

Dual& auxin& signalling& in& ECM& root:& loss& of& sensitivity& to& auxin& and&an& activation&of& auxin&

signalling&&

The!local!auxin!gradient!in!root!apices!is!believed!to!be!essential!for!the!regulation!of!root!

growth!(Overvoorde!et&al.,!2010).!Our!study!performed!in!roots!of!Populus&DR5::GUS!plants!

revealed!a!gradual!decrease!of!auxin!response!during!the!establishment!of!ECM,!which!could!

possibly!be!related!to!the!progressive! inhibition!of!root!growth.!The!same!observation!has!

been!made! in! the! IAA@response!of&GH3::GUS!poplar! in! interaction!with!P.& involitus& (Luo!et&

al.,!2009).!A!similar!dramatic!decrease!of!DR5::GUS!pattern!was!observed!in!conditions!with!

low@P! availability! in! Arabidopsis! roots,! a! change! that! correlated! with! a! decrease! in!

meristematic! activity! and! thus! arrested! root! growth! (López@Bucio!et&al.,! 2003).!Associated!

with! this! effect! is! that! an! IAA! or! NAA! application! on! ECM! roots! did! not! change! the! GUS!

expression!pattern! in! root!apices!of!DR5::GUS!poplar!plants.!This! surprising!observation! in!

the! context! of! auxin! accumulation! in! ECM! suggests! that! poplar! roots! lose! their! ability! to!

respond!to!auxin!during!the!colonization!by!ECM!fungi.!Consistent!with! this!observation! is!

our!micro@arrays! data,! which! clearly! highlights! significant! down@regulation! of! some! genes!

known!to!be! regulated!by!auxin!and!some!members!of!auxin@response!PtaAux/IAA! family,!

such!as!PtaIAA3.3,!PtaIAA3.4.!!

Conversely,! the! relatively! high! IAA! environment! detected! in! mature! ECM! roots! is!

accompanied! by! the! activation! of! a! part! of! the! auxin! signalling.! PtaIAA20.2,! PtaIAA15,!

PtaIAA12.1,& PtaARF2.4& and! PtaARF17.2& are! upregulated! in! mycorrhiza.! The! higher!

expression!of! some!PtaGH3&members& including!PtaGH3S1,!PtaGH3S2! is! in!accordance!with!

the!high! IAA!concentration!detected! in!mature!ECM.!We!also! show!the!capacity!of! IAA! to!
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stimulate! the! expression! of! PtaGH3S1! in! poplar! root.! PtaGH3! proteins! sequence! founded!

regulated!in!ECM!roots!show!homology!with!Arabidopsis&group!II!AtGH3!proteins!(Felten!et&

al.,!2009),!which!are!IAA@amino!synthases!with!the!function!to!maintain!IAA!homeostasis!by!

conjugating!excess! IAA! to!amino!acids! (Staswick!et&al.,!2005).!This!data!may!be!correlated!

with! metabolomic! results.! Since! IAA! conjugation! has! not! been! detected! in! free@living! L.&

bicolor!mycelium,!we!predict!that!the!higher!IAAsp!concentration!observed!in!mature!ECM!is!

derived! from! the! activation! of! the! IAA! conjugation! pathway! through! IAAsp! formation! in!

poplar!root!tips!since!an!increase!in!IAAsp!concentration!is!detected!after!one!week!of!co@

culture.!Additionally,!we!predict!that!degradation!pathways!are!activated!in!the!host!plant!in!

response! to! L.& bicolor.! These! pathways! are! known! to! regulate! auxin! homeostasis! and! are!

activated!in!response!to!exogenous!auxin!(Ljung,!2013).!!

!

Regulation&of&auxin&concentrations&in&ECM&mediates&root&colonization&by&L.!bicolor!

!

Activated! expression! of& the!GH3& family!member&was! also! observed! as! a! response! to! the!

presence! of! plant! pathogenic! microbes! during! the! fungi! colonization! (Ding! et& al.,! 2008)!

(González@Lamothe!et&al.,!2012).!The!IAA!production!by!the!fungal!partner!was!described!to!

have!a!role!in!the!ECM!symbiotic!organ!formation,!certainly!at!least!in!hyphal!penetration!of!

the!apoplastic!space!between!epidermal!cells!during!Hartig!net!formation!(Gay!and!Debaud,!

1987;!Tranvan!et&al.,!2000)!by!contributing!to!the!cell!wall!degradation! (Hager,!2003).!The!

formation!of!mature!ECM!with!an!IAA!over@!expressing!fungus!leads!to!a!deeper!Hartig!net!

involving! also! cortex! and! not! just! epidermis! cells! (Durand! et& al.,! 1992;! Gay! et& al.,! 1994;!

Tranvan!et&al.,!2000).!During!pathogenic!interactions!it!has!been!suggested!that!IAA!holds!a!

central! role! in! controlling! vulnerability! of! plants! to! invaders! (Ding!et& al.,! 2008).! All! of! this!

data! suggests! that! GH3! enzymes,! which! are! produced! by! the! plant,! are! likely! to! allow!

regulation! of! the! physiological! active! form! of! IAA! in! host! cells! and! finally,! inhibit! the!

progression!of!fungal!invasion!and!Hartig!net!formation.!In!addition,!a!significant!decrease!of!

IAA!in!the!poplar!root@L.&bicolor!organ!after!one!week!of!co@culture!was!observed!as!well!as!

in!extramatrical!hyphae!when!compared! to! free@living!hyphae.!Thus,!we!are!hypothesizing!

here!that!the!production!and!secretion!of!an!unknown!signal!from!the!plant!holds!the!ability!

to! induce!changes! in!auxin!homeostasis! in! the!fungus.!This!signal!will! thus! limit! the! IAA!of!

the!fungi!which!then!limits!colonization.!



Figure% 6.% Hypothe8cal% model% illustra8ng% the% involvement% auxin% signalling% pathways% during% the%
establishment%of%L:&bicolorPpoplar%ECM%roots.%%
(1)*Auxin*produced*and*secreted*in*L.+bicolor*hyphae,*acts*as*an*effector*and*acIvates*auxin*signalling*pathways*in*
host*plant,*contribuIng*thus*to*the* inhibiIon*of*root*growth.*(2)*A*resistanceYmechanism*from*the*plant*which*
can* selfYinhibit* its* own* auxin* signalling* pathway,* and* finally* control* the* colonizaIon* of* the* fungal* mycelium*
between* the* epidermal* cells.* An* addiIonal* unidenIfied* signal* can* inhibit* the* IAA* producIon* in* L.+ bicolor.* (3)*
AddiIonally,*an*unidenIfied*signal*secreted*from*L.+bicolor+can*hijack*the*plant*auxin*signalling*pathways.+**
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!

CONCLUSION&

&

All!data!taken!into!consideration,!we!would!like!to!propose!a!hypothetical!model!illustrating!

both!the!activation!and!inhibition!of!auxin!signalling!pathways!during!the!establishment!of!LS&

bicolor@poplar!ECM!roots!(Fig.!6).! In!the!first!pathway,!auxin!was!observed!to!be!produced!

and! secreted! by! L.& bicolor!mycelium! and!might! act! as! an! effector! in! turn! triggering! auxin!

signalling!pathways!in!the!host!plant,!contributing!thus!to!the!root!growth!inhibition.!We!can!

also!hypothesize,! considering! that! some!auxin! signalling!pathways!are! repressed! in!poplar!

roots!and,!since!ECM!roots!lose!their!ability!to!respond!to!exogenous!auxin,!that!a!resistance!

mechanism!originating!from!the!plant!might!self@inhibit!its!own!auxin!signalling!pathway!and!

in! doing! so,! could! contribute! to! limited! fungal! colonization! in! the! epidermis.! We! cannot!

exclude!that!another!unknown!signal!might!inhibit!the!IAA!production!in!L.&bicolor.!L.&bicolor&

mycelium!produces!small!secreted!proteins!in!contact!with!host!plants,!which!can!enter!into!

the!nucleus!of!the!epidermal!cell!and!thus,!regulate!the!expression!of!auxin@associated!genes!

(Plett! et& al.,! 2011).!We!would! also! hypothesize! that! there! exists! a! signal! to! be! identified!

originating!from!L.&bicolor&capable!of!hijack!auxin@signalling!pathways.!

!

!

MATERIALS&AND&METHODS&

!

Plant&and&fungi&material&and&growth&conditions&

Experiments!were!performed!with!the!hybrid!poplar!(Populus&tremula!x!Populus&alba;!INRA!

clone! 717@1@B4)! and! the! transgenic! hybrid! aspen! Populus& tremula! x! Populus& tremuloides!

DR5::GUS!line.!Plants!were!micro@propagated!in&vitro&and!grown!on!half@strength!Murashige!

and!Skoog!(MS/2)!medium!(Murashige!and!Skoog,!1962)!in!glass!culture!tubes!under!a!16@h!

photoperiod! at! 24°C! in! growth! chambers.! The! dikaryotic! vegetative! mycelium! of! the!

ectomycorrhizal!fungus!L.&bicolor&strain!S238N!(Maire!P.D.!Orton)!was!maintained!at!25°C!on!

modified!Pachlewski!medium!P5!in!the!darkness!(Deveau!et&al.,!2007).!For!auxin!metabolite!

quantification,!vegetative!mycelium!of!L.&bicolor!was!grown!for!10!days,!in!the!darkness,!on!a!

cellophane@covered! agar! plate! containing! a! sugar@reduced! Pachlewski!medium! (Deveau!et&

al.,!2007).!
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For! in& vitro! co@culture!of!Populus!with! L.& bicolor,!we!used! an! existing! sandwich! co@culture!

system!described!by!Felten!et&al.! (2009).!Briefly,! rooted!stem!cuttings! from! in&vitro! grown!

Populus!plants!were!transferred!to!Petri!dishes!containing!Pachlewski!medium,!covered!by!a!

cellophane!membrane.!A!mycelium@covered!cellophane!membrane!was!placed!fungus!side!

down!(for!direct!interaction)!or!fungus!side!up!(for!indirect!interaction)!on!the!roots.!Petri@

dishes!for!co@cultures!were!arranged!vertically!and!the! lower!part!of! the!dish!was!covered!

with!a!small!piece!of!black!plastic.!

!

Analysis&of&root&growth&

Lateral!and!adventitious!root!length!was!measured!in!eight!individual!poplar!plants!(two!or!

three! per! Petri! dish)! in! corresponding! conditions! on! images! of! scanned! (EPSON! scanner)!

culture!plates!using!an! Image@J! software! (http://rsb.info.nih.gov/ij/)! and! the!SMART!ROOT!

plugin! (Lobet!et&al.,! 2011).! Root! lengths!were!measured!at! the! co@culture! time!point! zero!

and!after!1,!2!or!3!weeks!of!co@culture!with!L.&bicolor.!.!!

!

Analysis&of&GUS&activity&

Control! LRs,! roots! of! plants! grown! in! co@culture! with! L.& bicolor& or! roots! of! poplar! plants!

incubated!in!MS/2!medium!containing!10µM!of!indole@3@acetic!acid!(IAA,!Sigma@Aldrich)!or!

∝@Naphthalene! acetic! acid! (NAA,! Sigma@Aldrich)! for! 16! h!were! collected! for!GUS! staining.!

Roots!were!then!washed!three!times!with!MS/2!medium!and!once!with!distilled!water!prior!

to! the! GUS! tests.! β@glucuronidase! (GUS)! activity! was! detected! in! whole! root! system! as!

described!by!(Scarpella!et&al.,!2004).!All!root,!system!were!submerged!in!5!ml!of!GUS!staining!

solution!under!a!vacuum,!and!samples!were!incubated!at!37°C!in!the!dark!for!at!maximum!2!

h.!Representative!photographs!of!each!line!were!taken!using!a!Zeiss!stereomicrosope!(Carl!

Zeiss!Microimaging).!Photographs!were!taken!with!an!AxioCamMRm!(Zeiss)!camera.!

Different!GUS!detections! in!mature!ECM!were! tested;! samples!were! incubated! in! the!GUS!

staining!solution!entirely!or!in!60!to!80!µM!sections!imbedded!in!6%!agarose!(according!to!

(Svistoonoff!et& al.,! 2004)! at! different! times! points! in! the!GUS! staining! solution.! The! same!

GUS!phenotype!was!observed! in!mature!ECM!root! in!all!protocols!as!described! in!Figure!2!

(Data!not!shown).!

!

!
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Quantification&of&IAA&metabolites&&

For!quantification!of!IAA!and!its!metabolites!in!poplar!LR!and!in!poplar@L.&bicolor!co@culture!

samples,!the!first!1!cm!of!poplar!root!tips!were!harvested.!Five!to!six!replicates!of!20!mg!of!

fresh! tissue! corresponding! to! around! twenty@five! root! apices! were! collected! in! the!

respective! condition.! For! quantification! of! IAA! and! its!metabolites! in! L.& bicolor! vegetative!

mycelium,!five!replicates!of!10!mg!fresh!tissue!were!harvested,!corresponding!to!four!Petri!

dish!cultures!for!each!sample.!IAA&metabolite!measurements!of!L.&bicolor&tissue&in!response!

to! IAA! treatment!was!performed!on!L.&bicolor!mycelium!grown! for!10!days!on!Pachlewski!

medium! containing! 10! µM! IAA! (Sigma@Aldrich).! All! samples! were! weighed,! immediately!

frozen! in! liquid! nitrogen! and! kept! at! @80°C.!Quantification! of! IAA! and! its!metabolites!was!

carried! out! by! LC@MRM@MS! (liquid! chromatography/! multiple! reaction! monitoring/mass!

spectrometry)!in!accordance!with!(Novák!et&al.,!2012).!!

!

RNA&extraction&and&complementary&DNA&synthesis&

For!microarray! experiments! and! for! quantitative! reverse! transcription!PCR!analyses,! three!

pools!of!six!individual!root!systems!from!poplar!LR!roots!as!controls!or!from!ECM!plants!(at!

three! weeks! of! poplar@L.& bicolor! co@culture)! were! harvested! in! two! independent!

experimental! series,! immediately! frozen! in! liquid! nitrogen! and! then! kept! at! @80°C! before!

RNA!extraction.!!

For!the!analysis!of!IAA!dependant@response!genes!in!poplar,!the!root!system!of!three!week@

old!plants!were!incubated!in!10!µM!indole@3@acetic!acid!(IAA,!Sigma@Aldrich)!in!MS/2!liquid!

medium!during!two!or!six!hours.!Roots!were!then!washed!three!times!with!MS/2!medium!

and!once!with!water,! immediately! frozen! in! liquid!nitrogen!and! then!kept!at! @80°C!before!

RNA!extraction.!

Total! RNA! was! extracted! from! poplar! samples! using! the! RNeasy! Plant! Mini! Kit! (Qiagen)!

following! the! manufacturer’s! instructions.! An! on@column! digestion! step! with! DNAse! I!

(Quiagen)!was!included!in!the!extraction!process.!Validation!of!RNA!quality!and!integrity!as!

well! as! RNA! quantification! were! carried! out! prior! to! synthesis! of! complementary! DNA!

(cDNA)!using!Experion!StdSens!or!HighSens!capillary!gels!(Bio@Rad).!The!DNA!content!in!RNA!

samples!was!tested!in!quantitative!Real@Time!PCR!using!the!PtaUBI!primers!and!the!protocol!

below.! The! cDNAs! used! for! the! NimbleGen! microarrays! were! synthesized! and! amplified!

using! the! SMARTer! PCR! cDNA! synthesis! Kit! (Clontech)! according! to! the! manufacturer’s!
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instructions.!The!cDNA!used!for!the!Real@Time!PCR!was!synthesized!using!the!iScript!Kit!(Bio@

Rad).!

!

NimbleGen&microarray&transcript&profiling&

A!Populus!whole@genome!expression!array!manufactured!by!NimbleGen!systems!based!on!

Phytozome!version!5.0!was!used! for! the!experiments! (GEO!platform!GPL13485).! This! chip!

contained! three! independent,! non! identical,! 60@mer! probes! from!43,929! annotated! genes!

models!of!the!Populus&trichocarpa!genome!version!2!(Phytozome!5.0).!The!genome!version!

and!gene!names!of!Populus&trichocarpa!changed!end!of!2012,!therefore!we!added!a!column!

in!Supplemental!Table!1!mentioning!the!new!gene!names.!

Single@dye!labelling!of!samples,!the!hybridization!procedures,!and!the!data!acquisition!were!

all! performed! at! the! NimbleGen! facilities! (Reykjavik,! Iceland),! following! their! standard!

protocol.!Three!biological! replicates!were!performed! for!each!condition.!Microarray!probe!

intensities!were!normalized!across!chips!using!ARRAYSTAR!software!(DNASTAR).!Natural!log@

transformed! data! were! calculated! and! subjected! to! the! Cyber@T! statistical! framework!

(http://cybert.ics.uci/;!Baldi! and! Long,!2001)!using! the!one@way!ANOVA!multiple! condition!

data!module!and!the!data!module!with!the!standard!Student’s!t!test!unpaired!two!condition.!

ANOVA!was! followed! by! Turkey’s! honestly! significant! difference! pair! wise! post! hoc! tests.!

Benjamini! and! Hochberg! multiple@hypothesis! testing! correction! with! false! discovery! rate!

were!used!for!both!the!ANOVA!and!the!Student’s!t&test.!Transcripts!with!a!q&value!(Baesian!

posterior! P& value;! Storey,! 2003)! of! less! than! 0.05! for! the! Benjamini! and! Hochberg! test!

expression!between! the! two!sets!of!microarray!analyses!were!observed! to!be!significantly!

different.!Randomly!designed!probes!present!on!the!array!were!used!to!estimate!unspecific!

hybridization.!In!addition!we!filtered!our!data!for!very!low!concentrated!transcripts!in!order!

to! avoid! artefacts.!We!only! kept! transcripts!with! an! expression! level! ≥300! in! at! least! one!

condition.!The!poplar!genome!contains!a! large!number!of!duplicated!genes.!Therefore,!we!

added!a!column!in!Supplemental!Table1!to!indicate!genes!for!which!all!three!probes!might!

risk!cross!hybridization!with!other!transcripts.!!

In!our!data,!fold!changes! !>!and!<!2!at!the!transcript! level!were!considered!as!significantly!

different.!!

!

!
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Quantitative&real[time&PCR&

We!used!ubiquitin! (P.& trichocarpa&gene!model!Potri.015G013600.1! (Gutierrez!et&al.,! 2008)!

and!PutA!(P.&trichocarpa&gene!model!Potri.009G093200.1!(Kohler!et&al.,!2004)!as!reference!

genes!since!their!expression!was!not!significantly!modified!in!our!conditions!according!to!our!

own!and!previously!reported!data!(Felten!et&al.,!2009).!To!design!specific!primer!pairs!for!our!

target! genes,! we! used! the! QuantPrime! software! (Arvidsson! et& al.,! 2008).! Specific! primer!

sequences! can! be! found! in! Supplemental! Table! S3.! Quantitative! real@time! PCR! was!

performed!using!SYB!Green!Supermix!(Bio@Rad)!following!the!manufacturer’s!instructions,!a!

Chromo4!Light!Cycler,!and!OpticonMonitor!software!(Bio@Rad).!The!analysis!was!performed!

in! three! biological! replicates,! independently! from! microarray! samples.! Two! or! three!

technical! replicates! were! performed! using! 2.5! ng! of! cDNA! for! each! reaction.! The! cycle!

number! at!which! the! fluorescence! crosses! the! threshold! is! called! Ct! value.! This! threshold!

was!placed!at! 0.10! for! all! genes! tested.! The! relative! gene!expressions!were!based!on!ΔCt!

calculations! using! the!mean! of! the! two! reference! genes! expressions,! according! to! (Pfaffl,!

2001).!The!ΔCt!values!were!scaled!to!the!average!of!the!control!condition!and!transformed!

to!log2.!The!means!of!the!three!values!are!presented!with!the!SE!associate!values.!Student’s!

t&tests!associate!with!Fisher!tests!were!processed!with!Microsoft!Office!Excel.!

!!

Randomization&test&

For!this!test!we!used!the!annotation!of!hormone@response!genes!described!in!Nemhausser!

et&al.,!(2006)!for!Arabidopsis.!We!used!the!Phytozone!5.0!annotation!for!the!identification!of!

Arabidopsis!orthologs!of!Populus&trichocarpa&genes!from!our!microarray!data!(Supplemental!

Table!2).! For! this! test!we!made! the!hypothesis! that! the!orthologs!of! a!hormone@response!

gene! of! Arabidopsis! respond! in! a! similar! way! as! in! poplar.! Data! manipulations! were!

performed! with! R! software! (R! project! website:! http://r@project.org/).! As! it! has! been!

previously! described! in! (Krouk!et& al.,! 2010),!we! tested!whether! the! overlap! between! two!

sets!of!genes!was!higher!then!expected!by!chance.!The!test!consists!of!randomly!selecting!

10,000!genes!from!the!poplar!genes!present!on!the!microarray!chip.!We!thus!counted!the!

number!(n)!of!times!that!the!intersection!size!of!the!random!lists!were!equal!or!higher!than!

the!intersection!observed!for!two!tested!genes!list.!A!P@value!was!consequently!calculated:!

n/10,000.!

!
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Supplemental%Table%S1.%List*of*genes,*which*transcript* level*changed*in*3*weekYold*ECM*
poplar* roots* in* comparison* to* control* LR.* The* data* set* includes* all* genes* significantly*
regulated* following* criteria:* fold* change* >* 2* and* Benjamini* and* HochbergYcorrected*
ANOVA*PUvalue+<*0.05.**

Supplemental%Table%S2.%List*of*genes,*which*transcript*level*changed*in*response*to*auxin*
and*in*3*weeksYold*mycorrhiza.*The*auxin*response*genes*provide**provides*from*previous*
studies* for* two* sets* (1)* poplar* homologue* of* Arabidopsis+ auxin* response* genes*
(Nemhauser*et+al.,*2006;*Phytozom*7.0*annotaIon)*and*(2)*Poplar*auxin*response*genes*
in*wood*forming*Issues*(Nilsson*et+al.,*2008).*
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Supplemental%Fig.%S1.%Expression%of%PtaGH3:1,&PtaIAA3:3,&PtaIAA20:2&and%PtaIAA28:1&in%response%
to% IAA% 10μM* during* 2* h* (grey* bars)* and* 6* h* (dark* grey* bars).* The* gene* expression* was* measured* by*
quanItaIve*reverse*transcripIonYPCR*method.*Expression*was*normalized*to*the*reference*genes*and*scaled*
to*control*root.*Levels*expression*of*PtaPutA+and*PtaUBI+were*used*as*reference*genes.*Average*and*SE*are*
derived* from* the* 3* biological* replicates.* ** indicates* significant* difference,* pUvalue<0.05* (n=4* to* 6)* using*
Student’s*t+test,*according*to*a*Fischer*test.**
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Supplemental% Fig.% S2.% Expression% of% PtaGH3:1,% PtaIAA20:2,% PtaIAA28,& PtaIAA12,& PtaIAA3:4,&
PtaABCG37:1,%PtaTAA1&and%PtaPIN9%in%3%weekPold%ECM%
RelaIve* expression* of* PtaGH3U1,* PtaIAA4U2,* PtaIAA28,+ PtaIAA12,+ PtaIAA3U4,+ PtaABCG37U1,* PtaTAA1+ and*
PtaPIN9+genes*as*measured*by*quanItaIve*RTY*PCR*in*control*LR*(grey*bars)*and*in*3*weekYold*ECM*poplar*
roots*(black*bars).*Expressions*were*normalized*to*the*reference*genes*and*scaled*to*control*LR.*We*used*
PtaPutA+and*PtaUBI+expression*as*reference*genes.**
Averages*and* standard*errors* are*derived* from* three*biological* replicates.* ** indicates* significance*at* a*pU
value+ <* 0.05* using* Student’s* t* test* according* to* a+ Fisher’s* test* were* performed* by* comparing* the* two*
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Supplemental% Fig.% S3.% Ra8o% of% auxin% metabolites% content% in% L.& bicolor&mycelium% grown% on%
medium%containing%10μM%of% IAA% in%rela8on%to%control%mycelium%grown%on%medium%without%
auxin%%
** indicates* significance* at* a* pUvalue+ <* 0.05* using* Student’s* t* test* according* to* a+ Fisher’s* test* were*
performed*by*comparing*the*two*condiIons.*<LOD,**under*the*detecIon*limite*
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Supplemental%Fig.%S4.%Measurement%of%IAA%and%its%associate%metabolites%in%root%apices,%in%all%
LR%and%in%leaves%of%poplar%plants%grown%during%1%week%or%3%weeks%in%absence%of%L.&bicolor&
The*content*of*each*compound*is*represented*in*pg*in*pg/mg*of*fresh*weight*(FW)*
ANT,*anthranilate;*IAA,*indoleY3YaceIc*acid,;*IAAGlu,*IAAYglutamate;*IAAld,*indoleY3Y*acetaldehyde;*IAAsp,*
IAAYaspartate;* IAM,* indoleY3Yacetamide;* IAN,* indoleY3Yacetonitrile;* IAOx,* indoleY3Yacetaldoxime;* IPyA,*
indoleY3Ypyruvic*acid;*oxIAA,*2Y*oxoindoleY3YaceIc*acid;*TRA,*Tryptamine,*Trp,*LYtryptophan.*<LOD,**under*
the*detecIon*limite*
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Partie& II&:& L’arrêt& de& la& croissance& racinaire& de&
peuplier& est& observé& en& absence& de& formation& du&
réseau&de&Hartig&

1 Introduction&

Dans! la! littérature,! la! formation!de! la! racine! courte!ectomycorhizienne!est! souvent!

associée! à! la! présence! du! réseau! de! Hartig! (Smith! &! Read,! 2008).! En! effet,! les! études!

suggèrent! que! la! présence!du!manteau! fongique!puis! la!mise! en!place!d’hyphes! entre! les!

cellules!de!l’épiderme!contribueraient!à!la!formation!des!racines!courtes.!Il!est!supposé!que!

cette! contribution! proviendrait! d’une! part,! des! échanges! trophiques! entre! les! deux!

partenaires! et! d’autre! part,! des! forces! mécaniques! exercées! par! les! hyphes! denses! du!

manteau!fongique.!!

Nous!avons!mis!en!évidence,!une!inhibition!de!la!croissance!de!la!racine!de!peuplier!

(P.&tremula!x!P.&alba)!à!partir!de!la!première!semaine!de!co@culture!avec!L.&bicolor!(Partie!I).!

Cette! inhibition!conduit!progressivement!à!un!arrêt!de! la!croissance!entre!2!et!3!semaines!

(Partie!I).!

Au! sein! de! l’équipe,! les! données! transcriptomiques! obtenues! au! cours! de! la!

mycorhization!entre!L.&bicolor!et! les!plantes!hôtes,!pin! (Pseudotsuga&menziesii)!et!peuplier!

(Populus&trichocarpa),!ont!mis!en!évidence!une!expression!spécifique!de!gènes!de!L.&bicolor&

codant! des! petites! protéines! fongiques! prédites! sécrétées,! nommées! MISSP! (pour!

Mycorrhizal! Induced!Small!Secreted!Protein!(Martin!et&al.,!2008).!L’étude!de! la!fonction!de!

l’une!de!ces!protéines,!MISSP7!suggère!un!rôle! important!de!MISSP7!dans! la! formation!du!

réseau! de! Hartig! (Plett! et& al.,! 2011).! En! effet,! les! lignées! transgéniques! de! L.& bicolor,!

obtenues! par! stratégie! d’ARN! interférence! et! caractérisées! par! une! expression! réduite! du!

gène!MISSP7&pendant! la!mycorhization,! (nommées! lignées! RNAi!MISSP7),! ne! développent!

pas!de!réseau!de!Hartig!(Plett!et&al.,!2011).!!

Parallèlement,! le! traitement! des! racines! de! peuplier! par! le! peptide! de! synthèse!

MISSP7! induit! notamment! une! augmentation! de! l’expression! de! gènes! associés! à! l’auxine!

dont!PtaGH3S4,!PtaAuxIAA19S3,&PtaIAA7S1!(Annexe!1!;!Plett!et&al.,!2011)!et!un!membre!de!la!

famille! SAUR! (pour! Small! Auxin! Up! Regulated,! (McClure! et& al.,! 1989! ;! Plett! et& al.,! 2011).!



! 79!

L’ensemble!de!ces!gènes!est!régulé!après!3!jours!de!contact!indirect!avec!L.&bicolor!(Annexe!

1!;!Felten!et&al.,!2009).!

Dans!le!cadre!de!l’étude,!nous!proposons!d’appréhender!le!rôle!éventuel!du!réseau!

de! Hartig! dans! la! régulation! de! la! croissance! racinaire! du! peuplier,! ainsi! que! dans! la!

localisation!tissulaire!de!la!réponse!à!l’auxine.!Nous!avons!utilisé!deux!outils!disponibles!au!

sein! du! laboratoire,! les! lignées! transgéniques! de! L.& bicolor! RNAi!MISSP7! et! le! peptide! de!

synthèse!MISSP7.!

2 Matériels&et&méthodes&&

Les!expériences!décrites!dans!cette!partie!ont!été!réalisées!avec!la!lignée!sauvage!de!

L.&bicolor&(S238N!Maire!P.!D.!Orton)!nommée!WT,!ainsi!qu’avec!3!lignées!d’ARN!interférence!

pour! le! gène!MISSP7! (RNAi! MISSP7)! nommées! Cl03,! Cl09,! Cl19! (Plett! et& al.,! 2011).! Un!

pourcentage! très! faible! (0! à! 2%)! de! racines! de! peuplier! mycorhizées! est! observé! pour!

l’ensemble! des! lignées! RNAi!MISSP7,! alors! que! 40%!de!mycorhization! est! observé! lors! de!

l’interaction!avec!la!lignée!sauvage!de!L.&bicolor&(Plett!et&al.,!2011).!!

Des! explants! de! peuplier! de! l’hybride! P.& tremula& x! P.& tremuloides& possédant! la!

construction!DR5::GUS!ont!été!mis!en!co@culture!avec!L.&bicolor!en!condition!in&vitro&comme!

décrit!par!Felten!et&al.,!2009!(Encadré!6).!La!longueur!des!racines!de!peuplier!a!été!mesurée!

et!comparée!en!suivant!la!méthode!décrite!précédemment!(Matériel!et!Méthode,!Partie!I).!

L’application!du!peptide!MISSP7!synthétisé!par!Pi!Proteomics! (Huntsville,!Alabama!;!

Plett!et&al.,!2011)!a!été!réalisée!comme!suit!:!après!3!semaines!de!culture!sur!milieu!MS/2!

gélosé!des!racines!de!P.&tremula&x!P.&tremuloides&possédant!la!construction!DR5::GUS!ont!été!

mis! en! contact! avec! une! solution! de!milieu!MS/2! liquide! pendant! 16h.! Ensuite! le! peptide!

MISSP7!synthétique!a!été!appliqué!à!une!concentration!de!3,4μM!pendant!30!min!(condition!

dans!laquelle!les!gènes!associés!à!l’auxine!sont!différentiellement!exprimés!;!Annexe!1!;!Plett!

et&al.,!2011)!ou!pendant!4!heures.!!

Les! observations! histologiques,! les! réactions! histochimiques! ainsi! que! les!

observations!du! signal!GUS!ont!été! réalisées,! comme!décrites!précédemment! (Matériel!et!

Méthode!Partie!I).!
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3 Résultats&

3.1 L’inhibition& de& la& croissance& racinaire& semble& précéder& la&

formation&du&réseau&de&Hartig&

Afin! de! corréler! la! cinétique! de! croissance! de! racines! de! peuplier! avec! les!

événements! successifs! de! l’ontogenèse! de! la! mycorhize,! nous! avons! caractérisé! puis!

quantifié!le!nombre!de!racines!dans!des!stades!différents!(Figure!20).!Après!2!et!3!semaines!

de!co@culture,!nous!avons!récolté!des!RLs!représentatives!du!système!racinaire.!Les!analyses!

morphologiques! réalisées! à! partir! de! coupes! longitudinales! ont! permis! d’identifier! 3!

différents!stades,!(1)!la!racine!de!peuplier!non!colonisée,!(2)!la!racine!colonisée,!caractérisée!

par! la! présence! du! manteau! fongique! et! (3)! la! mycorhize! mature,! reconnaissable! par! la!

présence!du!manteau!fongique!recouvrant!la!coiffe!racinaire!et!du!réseau!de!Hartig.!Après!2!

semaines! de! co@culture,! seulement! 10%! des! RLs! ne! sont! pas! colonisées,! 40%! du! système!

racinaire!est!composé!de!RLs!colonisées!et!50%!de!mycorhize!mature! (Figure!20).!Après!3!

semaines!de!co@culture,!près!de!80%!des!RLs!sont!au!stade!de!mycorhize!mature,!présentant!

un!réseau!de!Hartig!entre!les!cellules!épidermiques!(Figure!20).!!

En!conclusion,!ces!observations! révèlent!que! le! réseau!de!Hartig!se!met!en!place!à!

partir!de!la!deuxième!semaine!de!co@culture.!

Dans! les!expériences!précédentes,!nous!avons!mis!en!évidence!une! inhibition!de! la!

croissance!racinaire!observée!lors!de!la!première!semaine!de!co@culture!entre!les!racines!de!

P.& tremula! x! P.& alba! et! L.& bicolor.! Cette! inhibition! est! suivie! d’un! arrêt! de! la! croissance!

racinaire!à!partir!de!la!deuxième!semaine!de!co@culture!(Partie!I).!!

Ainsi,! la!mise!en! relation!de! la!dynamique!de! l’ontogénèse!de! la!mycorhize!avec! la!

cinétique! de! la! croissance! racinaire! suggère! que! l’inhibition! de! la! croissance! racinaire!

précède!la!formation!du!réseau!de!Hartig.!
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3.2 L’inhibition& de& la& croissance& racinaire& de& la& plante& hôte& est&

observée&en&absence&du&réseau&de&Hartig&

Une!co@culture!de!3!semaines!entre!des!racines!de!P.&tremula&x!P.&tremuloides!avec!les!

hyphes!de! la! lignée!sauvage!de!L.&bicolor!ou!des! trois! lignées!RNAi!MISSP7,! conduit!à!une!

colonisation!fongique!sur! l’ensemble!du!système!racinaire!du!peuplier!(Figures!21A!à!21E).!

Les! observations! morphologiques! permettent! de! suggérer! la! présence! d’un! manteau!

fongique!dense!autour!de!la!racine!(Figures!21F!à!21J).!

Les! longueurs! des! racines! adventives! et! latérales! ont! été! mesurées! au! cours! de!

l’interaction! avec! la! souche! sauvage! et! les! 3! souches! RNAi!MISSP7! de! L.& bicolor.! Afin! de!

distinguer!la!croissance!racinaire!de!l’émergence!des!RLs,!la!longueur!moyenne!a!été!suivie!

au! cours! du! temps! sur! les! racines! qui! ont! émergées! dans! la! première,! la! deuxième! et! la!

troisième! semaine!de! co@culture! (Figure!21K).!Une!augmentation!de! la! longueur!moyenne!

des! RLs! est! observée! pour! l’ensemble! des! conditions! pour! lesquelles! les! RLs! de! peupliers!

sont!cultivées!en!absence!de!L.&bicolor!(Figure!21K).!La!comparaison!de!la!longueur!des!RLs!

après!interaction!avec!la!souche!sauvage!de!L.&bicolor!avec!celle!des!RLs!témoins!indiquent!

que!la!longueur!est!significativement!plus!petite!à!partir!de!2!semaines!de!co@culture!avec!L.&

bicolor,! pour! les! racines! émergées! au! cours! des! première! et! deuxième! semaines! de! co@

culture! (Figure! 21K).! Les! longueurs! des! racines! entre! 2! et! 3! semaines! de! contact! avec! L.&

bicolor! ne! sont! pas! significativement! différentes! (Figure! 21K).! Ces! résultats! indiquent! un!

arrêt!de!la!croissance!racinaire!des!plantules!de!l’hybride!P.&tremula!X!P.&tremuloides&à!partir!

de!2!semaines!de!co@culture.!

Aucune! différence! significative! des! longueurs! des! RLs! entre! 2! et! 3! semaines! n’est!

observée! pour! l’ensemble! des! conditions! pour! lesquelles! les! RLs! sont! en! contact! avec! les!

lignées! transgéniques!RNAi!MISSP7! (Figure! 21K).! Ainsi,! une! interaction!de! 2! semaines! des!

racines!de!peuplier!avec!les!lignées!RNAi@MISSP7!de!L.&bicolor!induit!un!arrêt!de!la!croissance!

des!RLs.!

Nous!avons!ensuite!comparé!la!longueur!moyenne!des!racines!de!peuplier!en!co@culture!

avec!chacune!des! lignées!RNAi!MISSP7!avec!celles!des! racines!en!co@culture!avec! la! lignée!

sauvage! de! L.& bicolor& (Figure! 21L).! En! considérant! les! RLs! émergées! dans! la! première!

semaine!de!contact,!la!longueur!des!racines!en!interaction!avec!les!lignées!Cl09!est!identique!



Figure% 21% :% L’arrêt% de% la% croissance% racinaire% de%peuplier% est% observé% en% absence%du% réseau%de%
Har8g&
Comparaison*des*systèmes*racinaires*de*P.+tremula+x*P.+tremuloides*possédant*la*construcIon*DR5::GUS,*en*
absence*L.+bicolor*(témoin),*en*contact*de*la*souche*sauvage*de*L.+bicolor+(nommée*WT)*ou*en*présence*des*
lignées*transgéniques*possédant*la*construcIon*RNAi+MISSP7+(nommée*Cl03,*Cl09*et*Cl19).*
A*à*J*;*ObservaIon*du*système*racinaire*(A*à*E)*et*des*racines*colonisées*(F*à*J)*de*peuplier*après*3*semaines*
de*culture,*en*absence*L.+bicolor*(témoin,*A*et*F),*en*présence*de*la*souche*sauvage*de*L.+bicolor+(B*et*G)*ou*
en*présence*des*lignées*RNAi+MISSP7+Cl03*(C*et*H),*Cl09*(D*et*I)*et*Cl19*(E*et*J)*de*L.+bicolor.*Barres*0,5*cm.*
K*;*Longueur*moyenne*(+/Y*ES*(pour*Erreur*Standart)*;*n=6*plantes,*n=60*à*260*racines)*des*racines*latérales*
(RLs)* représentées* en* foncIon* avec* leur* émergence* (1,* 2* ou* 3* semaines).* Les* étoiles* indiquent* une*
différence*significaIve*entre*la*longueur*des*RLs*témoins*(en*absence*de*L.+bicolor)+et*des*RLs*des*plantes*en*
contact*avec*L.+bicolor+(test*de*Student*accordé*à*un*test*de*Fischer,*pUvalue<0,05).*
L*;*Rapport*de*la*longueur*des*RLs*en*contact*avec*les*hyphes*des*lignées*RNAi+MISSP7+en*relaIon*avec*celle*
des*Rls*en*contact*avec*les*hyphes*de*L.+bicolor*sauvage*après*1,*2*et*3*semaines*de*coYculture.*Les*étoiles*
indiquent*une*différence*significaIve*des*longueurs*des*racines*de*peuplier*en*contact*avec*les*hyphes*des*
lignées*RNAi+MISSP7+en*relaIon*avec*celles*des*RLs*en*contact*avec*les*hyphes*de*L.+bicolor*sauvage*(test*de*
Student*accordé*à*un*test*de*Fischer,*pUvalue<0,05).*
M* ;* Longueur*moyenne* (+/Y* ES* ;* n=6*plantes;*n=35*à*46* racines)*des* racines* advenIves* (RAs).* Les*étoiles*
indiquent*une*différence*significaIve*entre*les*longueurs*des*RAs*témoins*(en*absence*de*L.+bicolor)+et*des*
RAs*des*plantes*en*contact*avec*L.+bicolor+(test*de*Student*accordé*à*un*test*de*Fischer,*pUvalue<0,05).*
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avec!celle!des!racines!en! interaction!avec! la!souche!sauvage! (Figure!21L).!En!revanche,! les!

longueurs! des! RLs! en! contact! avec! L.& bicolor! de! la! souche! sauvage,! Cl03! et! Cl019! sont!

différentes! (Figure! 21L).! En! considérant! les! racines! émergées! dans! la! deuxième! semaine,!

aucune!différence!de! la! longueur!des!racines!n’est!observée!en!présence!des!hyphes!de!L.&

bicolor&transgéniques!comparées!aux!racines!en!contact!avec!la!souche!sauvage!(Figure!21L).!

Concernant! les!racines!émergées!dans! la! troisième!semaine,! les!racines!en!co@culture!avec!

les!hyphes!de!toutes!les!lignées,!présentent!une!longueur!racinaire!moyenne!plus!petite!que!

celle!des!peupliers!en! contact! avec! la! souche! sauvage! (Figure!21L).! Il! est!possible!que! ces!

différences!proviennent!d’une!grande!hétérogénéité!entre!les!lots!de!racines!émergées.!

Parallèlement,!la!longueur!des!racines!adventives!a!été!mesurée.!La!longueur!moyenne!

des! racines!est!plus!petite!après!2!et!3!semaines!de!co@culture!avec! la! lignée!de!L.&bicolor!

sauvage,! comparée! aux! conditions! témoins.! De! plus,! la! longueur! moyenne! des! racines!

adventives!en!contact!avec!les!trois!lignées!transgéniques!RNAi!MISSP7!est!identique!à!celle!

des! racines! en! contact! avec! la! lignée! sauvage! (Figure! 21M).! La! longueur! des! racines! de!

peuplier!en! interaction!avec! les!différentes! lignées!sauvage!et!RNAi!de!L.&bicolor!n’est!pas!

significativement! différente! entre! 2! et! 3! semaines! d’interaction,! suggérant! un! arrêt! de!

croissance!des!racines!adventives.!

! En!conclusion,!ces!données!indiquent!que!la!présence!de!L.&bicolor!induit!un!arrêt!de!

la!croissance!des!RLs!et!adventives!indépendamment!de!la!présence!du!réseau!de!Hartig.!

3.3 L’absence&de&réseau&de&Hartig&ne&modifie&pas& la&diminution&de& la&

réponse&auxinique&dans&la&mycorhize&

Après!3!semaines!de!contact,!la!réponse!auxinique!a!été!analysée!à!l’apex!des!racines!

de!P.&tremula&x!P.&tremuloides!à!partir!du!patron!d’expression!de!la!construction!DR5::GUS.!

L’interaction!entre! les! racines!de!peuplier!et! la! lignée! sauvage!de!L.&bicolor! conduit! à!une!

diminution!significative!du!patron!de!l’expression!du!DR5::GUS!(comparaison!Figures!22A!et!

22B).! Ces! données! confirment! une! diminution! de! la! réponse! à! l’auxine! dans! la! racine!

colonisée!par!le!champignon.!De!manière!identique,!après!trois!semaines!de!contact!avec!les!

hyphes!des! lignées!RNAi!MISSP7,!une!diminution!du!patron!d’expression!du!DR5::GUS! est!

observée!dans!la!zone!apicale!de!la!racine!(Figure!22).!!



Figure%22%:%L’absence%de%réseau%de%Har8g%ne%modifie%pas%la%diminu8on%de%la%réponse%auxinique%
dans%la%mycorhize%
LocalisaIon* du* patron* de* réponse* à* l’auxine* à* travers* l’observaIon* histochiminique* de* l’acIvité* GUS* des*
racines*de*P.+tremula+x+P.+tremuloïdes+possédant*la*construcIon*DR5::GUS+en*condiIon*contrôle,*en*absence*
de* L.+ bicolor* (A),* ou* après* 3* semaines* de* coYculture* avec* la* souche* sauvage* de* L.+ bicolor+ (B)* ou* avec* les*
lignées*RNAi*MISSP7*Cl03*(C),*Cl09*(D)*et*Cl019*(E).*
Les*images*sélecIonnées*sont*représentaIves*d’environ*10*racines*par*condiIon.*Barres=500μM*

A% B% D%C% E%

Figure%23%:%La%présence%du%pep8de%MISSP7%ne%semble%pas%modifier%la%réponse%auxinique%à%l’apex%
racinaire%
LocalisaIon* du* patron* de* réponse* à* l’auxine* à* travers* l’observaIon* histochiminique* de* l’acIvité* GUS* des*
racines*de*P.+tremula+x+P.+tremuloïdes+possédant* la*construcIon*DR5::GUS+en*absence*de*MISSP7*(*A*et*C),*
après*30*min*(B)*ou*4h*(D)*d’applicaIon*du*pepIde*MISSP7.**
Les*images*sélecIonnées*sont*représentaIves*d’environ*20*racines*par*condiIon.*Barres=250μm*

B%A% C% D%
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Ainsi,! la! modification! de! la! réponse! à! l’auxine! observée! dans! les! mycorhizes! de!

peuplier@L.&bicolor!ne!semble!pas!être!liée!à!la!présence!du!réseau!de!Hartig.!!

3.4 L’application& du& peptide& MISSP7& ne& modifie& pas& la& réponse&

auxinique&à&l’apex&racinaire&

L’application!sur!des!racines!de!peuplier!possédant!la!construction!DR5::GUS!du!peptide!

synthétique!MISSP7! pendant! 30!min! et! 4! h! à! une! concentration! connue! pour! induire! des!

modifications!de!l’expression!de!gènes!de!réponse!à!l’auxine,!ne!révèle!pas!de!modification!

majeure! du! patron! d’expression! du!DR5::GUS,! en! comparaison! de! celui! observé! dans! les!

racines!témoins!en!absence!de!peptide!(Figure!23).!!

4 Discussion&et&perspectives&

Cette! étude! apporte! des! résultats! importants! dans! la! compréhension! de! la!

dynamique! de! la!mise! en! place! des! événements!morphogénétiques! des! deux! partenaires!

lors! de! la! symbiose! ECM! et! permet! de! dégager! quelques! perspectives.! Tout! d’abord,! nos!

résultats!concernant!la!comparaison!de!la!dynamique!des!événements!morphologiques!de!la!

formation!de!la!mycorhize,!avec!celle!de!la!cinétique!de!croissance!racinaire!suggère!que!la!

formation! du! réseau! de! Hartig! n’est! pas! à! l’origine! de! l’inhibition,! puis! de! l’arrêt! de! la!

croissance! racinaire!de! la!plante!hôte.!Cette!observation!est! confirmée!par! l’analyse!de! la!

longueur!moyenne!des! racines!en!présence!des! lignées!RNAi!MISSP7!et!nous!a!permis!de!

conclure!que!l’arrêt!de!croissance!n’est!pas!dépendant!de!la!formation!du!réseau!de!Hartig!

(Figure!24).!Ainsi,! il!semble!donc!que!l’arrêt!de!croissance!ne!soit!pas!induit!par!la!mise!en!

place! des! échanges! trophiques! entre! les! deux! partenaires.! La! présence! d’un! manteau!

fongique!dense!ou!d’une!molécule!fongique!encore!inconnue,!serait!suffisante!pour!induire!

une!modification!de!la!croissance!(Figure!24).!!

Cette! étude! permet! aussi! de! suggérer! que! la! diminution! de! la! réponse! à! l’auxine!

observée!dans!les!mycorhizes!de!peuplier@L.&bicolor!n’est!pas!liée!à!la!présence!du!réseau!de!

Hartig,!ni!à! la!sécrétion!du!peptide!MISSP7.!Ces!deux!résultats!sont!en!cohérence!:!MISSP7!

n’affecte!pas!la!sensibilité!à!l’auxine.!En!revanche,!ils!ne!sont!pas!en!accord!avec!les!données!
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Figure%24%:%Modèle%hypothé8que%de%l’effet%de%la%colonisa8on%de%L.&bicolor&dans%la%croissance%de%
la%racine%
La*présence*du*réseau*de*HarIg*ne*semble*pas*être*à*l’origine*de*l’arrêt*de*croissance*racinaire*observé,*ni*
de* la*diminuIon*du*gradient* auxinique,*dans* la* racine* colonisée*par* le* champignon.*Parallèlement,* il* ne*
semble*pas*que* la*présence*du*pepIde*MISSP7* influence* la* localisaIon*de* la* réponse*à* l’auxine*à* l’apex*
racinaire.* Il* est* possible* que* la* présence* du* manteau* fongique* et/ou* de* molécules* sécrétées* par* le*
champignons* dans* l’apoplaste* (jasmonates,* éthylène,* hypaphorine/molécules* homologues,* etc.)* soient*
responsables*de*ce*phénotype.**
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obtenues!précédemment.!L’application!du!peptide!MISSP7,!induit!l’expression!de!membres!

de! la! famille! des! PtaGH3,! PtaAuxIAA! et! PtaSAUR! (Plett! et& al.,! 2011).! Ces! résultats!

apparemment! contradictoires! pourraient! s’expliquer! par! une! régulation! plus! fine! non!

visualisable! avec! notre! approche.! Des! peupliers! transgéniques! possédant! la! construction!

DR5::GFP! sont! disponibles! au! sein! du! laboratoire.! Des! études! complémentaires! de!

quantification!de!la!GFP!menées!avec!des!racines!de!peuplier!possédant!cette!construction!

en! réponse! au! peptide! MISSP7! seront! réalisées! afin! de! confirmer! ou! non! l’absence! de!

l’impact!MISSP7!sur!la!répartition!de!la!réponse!auxinique.!

Les!hyphes!des!lignées!transgéniques!de!L.&bicolor&RNAi!MISSP7!ne!sont!pas!capables!

de!former!de!réseau!de!Hartig!mais!la!colonisation!la!racine!et!de!formation!d’un!manteau!

fongique! dense! sont! observées! sur! les! racines! colonisées.! Il! serait! donc! essentiel! de!

poursuivre!cette!étude!par! l’analyse!de! l’effet!du!manteau!sur! la! croissance! racinaire.!Des!

lignées! transgéniques! dont! l’expression! d’autres! membres! de! la! famille! des! MISSP! est!

réduite,! ont! été! analysées! au! laboratoire.! Des! résultats! préliminaires!montrent! qu’une! de!

ces! lignées! forme! un! manteau! plus! faible! autour! de! la! racine! (C.! Veneault@Fourrey,!

communication!personnelle).!L’analyse!du!système!racinaire!en!interaction!avec!ces!lignées!

fongiques! sera!menée!prochainement.! La!présence!de! la! colonisation!du!champignon! seul!

est! à! étudier,! surtout! la!présence!du!manteau!dense! localisé! à! la! coiffe! racinaire.! Comme!

nous!l’avons!vu!dans!la!partie!I,!il!semble!que!l’étape!de!colonisation!soit!corrélée!avec!une!

nette!diminution!de!la!répartition!de!la!réponse!auxinique.!Les!observations!des!racines!de!

peuplier!DR5::GUS! en! interaction! avec! les! lignées! transgéniques! RNAi!MISSP7! présentent!

une!colonisation!des!hyphes!du!champignon!à!la!coiffe!racinaire!ainsi!qu’une!diminution!de!

la!zone!de!réponse!à!auxine.!Ces!données!suggèrent!que!la!présence!du!manteau!fongique!à!

la! coiffe! racinaire! n’est! pas! à! l’origine! de! la! diminution! de! la! signalisation! auxinique.! Des!

analyses!histologiques!plus!précises!seraient!nécessaires!pour!permettre!de!conclure!sur!ce!

point.!

!



Annexe% 1% :% Régula8on% de% l’expression% en% réponse% à% L.& bicolor& des% gènes% liés% à% l’auxine,% en% réponse% au%
pep8de%MISSP7%

Nom*du*
gènea*

Gene*IDb**
Arabidopsis*gene*

ID*c*
Nom*du*gène*dans*

Arabidopsis*d*

Rapport*
*pepIde*
MISSP7*/*
Contrôle*e*

pYvalue*f*

Rapport**
racine*3j*indirect*
contact**/*racine*

témoin*g*

pYvalue*
h*

Rapport*
racine*

mycorhizée*/*
racine*témoin*i*

pYvalue*j*

PtGH3Y4* Potri.013G151100.1* AT5G54510.1* DFL1/GH3Y4* 634* 0,048* 1,8* 0,0077* *Y* *Y*

PtSAUR* Potri.006G278100.1* AT2G24400.1* 588* 0,00379* 3,3* 0,0002* Y6,6* 0,0000*

PtIAA19.3* Potri.003G056900.1* AT3G15540.1* IAA19* 38* 0,0101* 3,2* 0,0004* *Y* *Y*

PtSAUR* Potri.004G164400.1* AT4G34760.1* 6* 0,0272* 1,6* 0,0110* Y4,2* 0,0019*

PtIAA7.1* Potri.010G078300.1* AT3G23050.1* IAA7* 3* 0,0207* 1,8* 0,0316* *Y* *Y*

A*Nom*du*gène*(AnnotaIons*:*Kalluri+et+al.,*2009;*Felten*et+al.,*2009,*Phytozome);*bGène*ID*de*la*version*de*Phytozome*V9.0,*c*A.+thaliana*gène*ID*
orhologue*du*Populus*gene*ID*(Phytozome*annotaIon),*d*TAIR*annotaIon;*eRaIo*de*la*fluorescence*observée*en*présence*du*pepIde*MISSP7*/*
condiIon*control;**f*pYvalue*correspondante*(Ple\+et+al.,*2010);*g*RaIo*de*la*fluorescence*observée*en*condiIon*de*3*jours*contact*indirect*avec*L.+
bicolor*/*condiIon*témoin,*sans*L.+bicolor;*hpUvalue*associée,*Felten*et+al.,*2009;*i*RaIo*de*la*fluorescence*observée*en*condiIon*de*contact*avec*L.+

bicolor+/*condiIon*témoin*sans*L.*bicolor*(3semaines);*jpYvalue*associée,*voir*parIe*II.**
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Partie& III&:& Implication& de& PtaPIN9& dans& les&
modifications& du& développement& racinaire& du&
peuplier&en&réponse&à&L.!bicolor&

1 Introduction&&

Lors! de! l’interaction! peuplier@L.& bicolor,! la! formation! de! nombreuses! racines! courtes!

mycorhizées!implique!une!étape!précoce!de!stimulation!de!la!formation!de!RLs!(Felten!et&al.,!

2009).!Une!étude!menée!précédemment!au!laboratoire!a!permis!de!mettre!en!évidence!des!

acteurs!potentiellement!impliqués!dans!la!formation!des!RLs!en!réponse!à!L.&bicolor.!L’étude!

a!notamment!mis!en!évidence!une!augmentation!transitoire!de&l’expression!de!PtaPIN9!dans!

les!racines!de!peuplier!après!3!jours!de!contact!avec!L.&bicolor&(Felten!et&al.,!2009).&PtaPIN9!

est!orthologue!de!AtPIN2!(Carraro!et&al.,!2012),!qui!est!responsable!du!transport!basipète!de!

l’auxine!à!l’apex!racinaire!d’A.&thaliana&(Luschnig!et&al.,!1998!;!Rashotte!et&al.,!2000).!A!partir!

de! ces! données,! Felten! et! ses! collaborateurs! ont! proposé! un! modèle! de! l’activation! des!

cellules!fondatrices!des!RLs!dans!les!étapes!précoces!de!l’interaction!avec!L.&bicolor&(Encadré!

5!;!Felten!et&al.,!2009).!En!revanche,!la!fonction!de!PtaPIN9!n’a!pas!été!explorée.!!

Par!ailleurs,! le! transport!polarisé!de! l’auxine! joue!un! rôle! important!dans! la! croissance!

racinaire!(Vanneste!&!Friml,!2009)!ainsi!que!dans!la!formation!de!la!racine!ECM!(Karabaghli!

et&al.,!1998!;!Rincón!et&al.,!2003).!!

Dans!ce!contexte,!un!des!objectifs!de!ma!thèse!a!donc!été!d’appréhender!la!fonction!

de! PtaPIN9! dans! l’interaction! peuplier@L.& bicolor& par! l’analyse! de! (1)! sa! localisation! en!

utilisant!une!approche!d’immunolocalisation!et!de!(2)!la!caractérisation!du!système!racinaire!

des! lignées! transgéniques!de!peuplier!35S::PIN9&et!ASPIN9&au! cours!de! la! formation!de! la!

mycorhize.!

Les! résultats! concernant! l’implication!potentielle!de!PtaPIN9!dans! les!modifications!

du!développement!racinaire!en!réponse!à!L.&bicolor,&seront!ensuite!discutés!à!la!fin!de!cette!

partie.!
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Expression%de%PtaPIN9%de%la%lignée%sauvage,%35S::PIN9&(333)%et%ASPIN9&(128)%
ReprésentaIon* de* la* moyenne* (+/YSE)* provenant* de* 3* réplicats* biologiques.* L’expression* du* gène* a* été*

mesurée* par* la*méthode* de* retro* transcripIon* associée* à* la* PCRYquanItaIve.* Elle* a* été* normalisée* par*

l’expression*des*gènes*de*références*PtaEiF+et*PtaUBI+et*rapportée*à*l’expression*des*échanIllons*témoin*de*

la* lignée*sauvage.*Les*étoiles* indiquent*une*différence*significaIve*entre* les*valeurs*d’expression*mesurés*

dans* les* racines*WT* et* dans* les* racines* des* lignées* transgéniques* (Test* de* Student* associé* à* un* test* de*

Fischer*pUvalue<0,05).*

Encadré%7%:%Caractérisa8on%de%l’expression%de%PtaPIN9&dans%les%lignées%transgéniques%
ASPIN9%et%35S::PIN9%

Aucune*différence*de* l’expression*du*gène*PtaPIN9+dans* les*racines*des*peuplier*ASPIN9*(lignée*
333)*comparée*aux*racines*des*peuplier*de*la*lignée*sauvage*de*l’expérimentaIon*II**est*observée.**

 Les* résultats* présentés* dans* ce\e* parIe* ont* été* obtenus* sur* un* troisième* lot* de* plante.*

L’expression*de*PtaPIN9+n’a*pas*été*quanIfiée*dans*ce\e*expérimentaIon.*Les*conclusions*Irées*

des*résultats*prennent*comme*hypothèse*que*les*lignées*transgéniques*possèdent*une*expression*

similaire*à*celle*décrite*par*V.*Busov*et*ses*collaborateurs*et*dans*l’expérimentaIon*I.*Mais*il*est*

évident,* que* des* expérimentaIons* complémentaires* sont* nécessaire* à* la* validaIon* de* ces*

résultats.*

En*Annexe*2*se*trouvent*les*résultats*des*expérimentaIons*obtenus*en*première*année*de*thèse*

sur*le*nombre*de*RLs*des*différentes*lignées*en*réponse*à*L.+bicolor+et*les*résultats*sont*similaires*

à*ceux*obvenus*dans*ce\e*parIe.*

L’expérimenta8on%II%a*été*réalisée*
sur* les* plantes* âgées* de* 3*

semaines* culIvées* sur* un* milieu*

MS/2,* puis* 3* semaines* sur*milieu*

P20.*

L’expérimenta8on% I% a* été*

réalisée*sur*les*plantes*âgées*de*

3* semaines* culIvées* sur* un*

milieu*MS/2.*
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*La*quanIficaIon*de*l’expression*du*gène*PtaPIN9*dans*les*racines*des*lignées*35S::PIN9*(128)*
et*ASPIN9*(333)*a*été*réalisée*au*cours*de*la*première*année*(ExpérimentaIon*I)*ainsi*qu’à*la*fin*

de*la*troisième*année*de*thèse*(ExpérimentaIon*II).**

Niveau% de% l’expression% de%
PtaPIN9% dans% les% racines% de% la%
lignée% sauvage,%35S::PIN9& (333%
et%323)%et%ASPIN9&(128%et%215)*
(Victor* Busov* communicaIon*

personnelle)*

**
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2 Matériels&et&Méthodes&

2.1 Caractérisation&du&matériel&végétal&et&du&système&de&culture&

Les!expériences!décrites!dans!cette!partie,!ont!été! réalisées!en!utilisant!différentes!

lignées!de!peuplier&P.&tremula!x!P.&alba! (clone!INRA!717@1@B4),! la! lignée!sauvage!(nommée!

WT),!deux! lignées!transgéniques!de!surexpression!de!PtaPIN9,!35S::PIN9&(nommées!128!et!

215)!et!deux!lignées&anti@sens!pour!PtaPIN9,!ASPIN9&(nommées!323!et!333).!Les!lignées!de!

sur@expression!et!de!sous@expression!ont!été!obtenues!par!l’équipe!de!V.!Busov!(Gou!et&al.,!

2010).!Au!cours!de!la!thèse,! le!niveau!d’expression!de!PtaPIN9&dans!les!racines!des!lignées!

transgéniques! a! été! quantifié! à! plusieurs! reprises.! Les! données! obtenus! sont! présentées!

dans!l’Encadré!7.!!

Les!données!d’expression!des!gènes,!présentées!dans!cette!partie!ont!été!obtenues!

en!suivant!le!protocole!décrit!dans!«!Matériel!et!Méthode!»!de!la!partie!I.!!

La! caractérisation!du! système! racinaire! des! lignées! transgéniques! a! été! réalisée! en!

utilisant! le!matériel!et! la!méthode!décrit!dans!la!partie!I.!La!densité!de!RLs!est!obtenue!en!

divisant! le!nombre!de!RLs!par! la! longueur!de! la!racine!parent.!Cette!densité!a!été!calculée!

pour!chaque!racine!parent,!porteuse!de!racines!latérales.!

2.2 Immunolocalisation&de&PtaPIN9&&

2.2.1 Obtention&des&anticorps&

Les! expérimentations! d’immunolocalisation! ont! été! réalisées! en! utilisant! des! anticorps!

obtenus!dans!le!lapin!après!injection!de!peptides!de!synthèse.!La!séquence!du!peptide!a!été!

dessinée!dans! la!boucle!cytosolique!de! la!protéine!PtaPIN9.!Le!choix!de! la! séquence!a!été!

réalisé! par! Eurogentec! (Seraing,! Belgique),! en! prenant! soin! que! les! peptides! soient!

spécifiques! de! la! séquence! de! PtaPIN9.! La! séquence! choisie! est!:! H2N@

SGKWSGEKEHDVEDGC@CONH2.! Le! peptide! synthétisé! est! utilisé! comme! antigène! pour! la!

production!d’anticorps!dans!le!lapin.!Les!anticorps!sont!obtenus!et!purifiés!à!partir!du!sérum!
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sanguin! du! lapin! par! la! société! Eurogentec.! Dans! les! premières! réactions!

d’immunolocalisation,! aucun! signal! immunologique! n’a! été! détecté! avec! l’anticorps! anti@

PIN9!purifié.!Nous!avons!donc!poursuivi!les!études!en!utilisant!le!sérum!non!purifié!comme!

«!anticorps!primaire!».!!

2.2.2 Protocole&d’immunolocalisation&

Les!réactions!d’immunolocalisation!ont!été!réalisées!sur!des!racines!de!peuplier!témoin,!

en! contact! avec! L.& bicolor& pendant! 3! à! 7! jours! ou! 3! semaines! (nommées! mycorhizes!

matures),!en!adaptant!le!protocole!de!Paciorek!et!collaborateurs!(Paciorek!et&al.,!2006).!Les!

échantillons! sont! préalablement! fixés! pendant! 1! heure! sous! vide! dans! une! solution!

contenant!du!paraformaldehyde!4%!(p/v),!tamponnée!avec!du!tampon!MTSB!(Microtubule@

Stabilising! Buffer!;PIPES! 50mM,! EGTA! 5mM,!MgSO4,! 5mM! Triton! X@100! à! 0,1%,! pH7).! Les!

échantillons!sont! rincés!pendant!1!heure,!puis! sont!ensuite! inclus!dans! l’agarose!6%!(p/v).!

Des!coupes!longitudinales!de!racines!d’épaisseur!de!30!μm!sont!réalisées!avec!un!vibratome!

(Leica)!et! recueillies!dans!du!tampon!MTSB.!Les!échantillons!sont!ensuite! incubés!pendant!

30!minutes!dans!une!solution!de!tampon!bloquant!contenant!2%!d’albumine!bovine!sérique!

(p/v)!et!0,05%!de!Tween!20!(v/v)!dans!du!tampon!MTSB.!Les!coupes!sont!ensuite!incubées!

avec!l’anticorps!primaire,!dilué!au!1/1000!dans!du!tampon!bloquant!pendant!une!nuit!à!4°C.!

Pendant!cette!étape,! les!coupes!témoins!sont! incubées!dans!du!tampon!bloquant.!Après!5!

rinçages! dans! du! MTSB! contenant! 0,05%! de! Tween! 20,! les! coupes! sont! mises! à! incuber!

pendant!2!heures!avec!l’anticorps!secondaire!IgG!AlexaFluor!488!(Life!technologie,!CA),!dilué!

au! 1/500! dans! du! tampon! bloquant! à! température! ambiante.! Les! coupes! sont! ensuite!

rincées!5! fois!dans!une!solution!de!MTSB!contenant!0,05%!de!Tween!20,!puis! rincées!une!

fois!dans!de! l’eau.!Toutes!ces!étapes! sont! réalisées!dans!des!petits!paniers!afin!de!ne!pas!

abimer! les! échantillons.! Les! coupes! sont! ensuite!montées! entre! lame!et! lamelle! dans!une!

solution! «!antifading!»! (Slow! Fade!Gold!;! Life! technologie,! CA).! Les! coupes! sont! observées!

avec!un!microscope!confocal!à!balayage!laser!Radiance!2100!AGR3Q@BLD!Rainbow!(Bio@Rad)!

en!utilisant! les!objectifs!X60!(O.N!1,4)!et!X100!(O.N!1,4).!La! fluorescence!émise!par! l’Alexa!

488!est!observée!entre!490!et!550!nm!après!une!excitation!avec!un!laser!Argon!à!488!nm.!

Afin!de!valider!la!spécificité!du!signal,!une!immunolocalisation!a!été!réalisée!en!utilisant!

l’anticorps!anti@AtPIN2!d’A.&thaliana&(commercialisé!par!Agrisera,!Suède)!dans!les!racines!de!

peuplier.!L’anti!IgG!AlexaFluor!488!a!été!utilisé!comme!anticorps!secondaire.!La!localisation!
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Figure%26%:%PtaPIN9%homologue%de%AtPIN2%par%sa%localisa8on%dans%la%racine%
A*;*ObservaIon*du*signal*de*fluorescence*de*l’anIcorps*anIYAtPIN2*couplé*à*un*anIcorps*secondaire*associé*
à* l’Alexa* 488* dans* la* racine* de* peuplier* P.+ tremula+ x* P.+ alba,* la* couleur* bleu* représente* un* marquage*
fluorescent*de*d’ADN*au*DAPI.*B*;*ObservaIon*du*signal*de*fluorescence*de*l’anIcorps*anIYPtaPIN9*couplé*à*
un*anIcorps*secondaire*associé*à*l’Alexa*488*dans*les*racines*d’A.+thaliana.**C*et*D*;*ObservaIon*du*signal*de*
fluorescence* de* l’anIcorprs* anIYPtaPIN9* couplé* à* un* anIcorps* secondaire* associé* à* l’Alexa* 488* dans* les*
racines*de*peuplier*35S::PIN9*(C)*et*ASPIN9*(D).*Barres*=*5μm*

Figure%25%:%Localisa8on%cellulaire%de%PtaPIN9%dans%les%apex%racinaires%de%P.&tremula&x%P.&alba%
L’Immunomarquage*de*la*protéine*PtaPIN9,*réalisé*sur*des*coupes*longitudinales*de*RLs*de*peuplier,*révèle*
la*présence*d’un*signal*polarisé*sur*la*membrane*plasmique*des*cellules*épidermiques,*situées*dans*la*zone*
méristémaIque*(B).*Le*signal*est*détecté*sur*la*parIe*apicale*des*cellules*épidermiques*(D).*
A*et*C*;* * Images*obtenues*en*microscopie*à*contraste*de*phase,*B*et*D*;* * images*obtenues*en*microscopie*
confocal* à* balayage* laser.* Le* signal* fluorescent* est* visible* en* vert* grâce* à* l’uIlisaIon* d’un* l’anIcorps*
secondaire*couplé*au*marqueur*fluorescent*Alexa*488.*Barres*=*5μm*
Ep*:*cellules*épidermiques,*Co*:*cellules*du*cortex*;*Cl*:*cellules*de*la*coiffe*latérale**
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de!l’anticorps!anti@PtaPIN9!du!peuplier!dans!les!racines!d’A.&thaliana!a!été!réalisée!selon!le!

protocole!décrit!par!Friml!et!ses!collaborateurs!(Friml!et&al.,!2003).!

Malgré! les! nombreux! protocoles! testés,! un! bruit! de! fond! est! observé! sous! forme! de!

points! fluorescents.! Ce! bruit! de! fond! n’a! pas! été! observé! après! une! immunolocalisation!

contrôle,!en!utilisant!le!sérum!du!lapin!obtenu!avant!injection!du!peptide!de!synthèse.!

2.3 Observation&du&réseau&de&Hartig&après&coloration&avec&l’iodure&de&

propidium&&

Des!mycorhizes!matures! formées!entre!L.&bicolor!et! les! racines!P.& tremula&x&P.&abla&

des! lignées! sauvage! (WT),! 35S::PIN9! (128)! et! ASPIN9! (333)! ont! été! récoltées,! fixées! et!

incluses! dans! l’agarose,! comme! décrit! précédemment! en! utilisant! du! tampon! PBS!

(Phosphate! Salin! Buffer!;! NaCl! 137mM,! KCl! 2,5mM,!Na2HPO4! 10mM,! KH2PO4! 2mM!,! pH7).!

Des!coupes! transversales!de! racines!de!30!μm!ont!été! réalisées!puis!mises!à! incuber!dans!

une!solution!d’iodure!de!propidium!(dilution!1:100;!Sigma@Aldrich).!Les!coupes!ont!ensuite!

été!rincées!3!fois!dans!du!tampon!PBS!et!montées!entre!lames!et!lamelles!dans!un!solution!

de!glycérol!50%!(v/v).!L’observation!des!coupes!a!été!réalisée!en!utilisant!un!microscope!à!

épifluorescence! inversé! Zeiss! Axio! Observer! Z1,! combiné! à! un! outil! Apotome! (Zeiss!

Technology,! Allemagne).! Le! marquage! fluorescent! obtenu! après! excitation! à! 370! nm! et!

récupéré! à! 630! nm! de! l’iodure! de! propidium,! nous! permet! de! mettre! en! évidence!

l’organisation!cellulaire!des!2!partenaires.!

3 Résultats&

3.1 PtaPIN9&est&homologue&de&AtPIN2&de&par&sa&localisation&racinaire&

Afin! de! localiser! la! protéine! PtaPIN9! dans! la! racine! de! peuplier,! une! technique!

d’immunolocalisation! a! été!mise! au! point.! Les!marquages! immunologiques! sont! observés!

dans! l’épiderme! de! la! zone!méristématique! de! la! racine! (Figure! 25).! Au! niveau! cellulaire,!
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Figure%27% :% La%coPculture%avec%L.&bicolor&n’induit%pas%de%s8mula8on%des%RLs%dans% les%peupliers%
ASPIN9%et%35S::PIN9.%%
A,* Rapport* de* la* densité* moyenne* des* RLs* des* racines* de* peupliers* 35S::PIN9+ et*ASPIN9* sur* la* densité*
moyenne*des*RLs*de*peuplier*sauvage*(WT)*en*absence*de*contact*avec*L.+bicolor.*Les*étoiles*indiquent*une*
différence*significaIve*entre*les*densités*de*RLs*les*plantes*WT*et*des*lignées*transgéniques*(test*de*Student*
accordé*à*un*test*de*Fischer,*pUvalue<0,05*;*n=35*à*57*racines*parents).*
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contact* avec* L.+ bicolor* (test* de* Student* accordé* à* un* test* de* Fischer,* pUvalue<0,05* ;* n=35* à* 57* racines*
parents).*
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PtaPIN9! est! clairement! localisée! de! façon! polarisée! dans! la! partie! apicale! de! la! cellule!

(Figures!25!B!et!25C).!

Afin! de! vérifier! la! spécificité! du! marquage,! nous! avons! réalisé! des! réactions!

d’immunolocalisation!en!utilisant!l’anticorps!anti@AtPIN2!dans!les!racines!de!peuplier.&Nous!

avons! aussi& réalisé! des! réactions! d’immunolocalisation! sur! des! racines! d’A.& thaliana! en!

utilisant! l’anticorps! anti@PtaPIN9.! La! présence! d’un! signal! polarisé! dans! la! membrane!

plasmique! des! cellules! de! la! zone!méristématique! est! détectée! (Figures! 26A! et! 26B).! Ces!

observations!supportent!donc!l’hypothèse!d’une!localisation!de!PtaPIN9!similaire!à!celle!de!

AtPIN2.! Une! localisation! identique! est! observée! dans! les! cellules! meristématiques! des!

racines!des!peuplier!35S::PIN9& (Figure!26C).!Aucun!signal!n’est!observé! sur! les! coupes!des!

racines! de! peuplier! ASPIN9& (Figure! 26D).! L’ensemble! de! ces! observations! confirme! la!

spécificité!des!marquages!observés!avec!l’anticorps!anti@PtaPIN9.!

3.2 La&modification&de& l’expression&de&PtaPIN9!ne&conduit&pas&à&une&

stimulation&des&RLs&en&réponse&à&L.!bicolor&

La!densité!de!RLs!a!été!réalisée!pour! les!2! lignées! transgéniques!de!peuplier!35S::PIN9!

(128!et!215)&ainsi!que!pour!les!deux!lignées!ASPIN9!(323!et!333).!En!absence!de!contact!avec!

L.&bicolor,!une!densité!racinaire!significativement!plus!importante!de!RLs,!est!observée!pour!

les!4!lignées!transgéniques!analysées&en!comparaison!aux!plantes!sauvages&(Figure!27A).!!

En! réponse! à! L.& bicolor,! dans! les! plantes!de! la! lignée! sauvage! (nommées!WT),! à! partir!

d’une!semaine!de!co@culture!une!plus!forte!densité!de!RLs!a!été!observée!(+36%),!comparée!

aux! plantes! contrôles,! cultivées! en! absence! de! L.& bicolor! (Figure! 27B).! Contrairement! aux!

peupliers! de! la! lignée! sauvage,! le! système! racinaire! des! lignées! 35S::PIN9! et! ASPIN9! ne!

présente!pas!de!différence!significative!dans!la!densité!de!RLs!au!cours!de!la!co@culture!avec!

L.&bicolor&(Figure!27B).!Ces!données!suggèrent!que!la!modulation!de!l’expression!de!PtaPIN9!

à! travers! l’utilisation! des! lignées! transgéniques! 35S::PIN9& et! ASPIN9,! ne! permet! pas! la!

stimulation!de!la!formation!de!RLs!en!réponse!à!L.&bicolor.!



Figure%29%:%Niveaux%de%l’expression%de%PtaPIN9%dans%les%racines%mycorhizées%de%peuplier%sauvage%
(WT),%35S::PIN9%(lignée%128)%et%ASPIN9%(lignée%333)%
QuanIficaIon* de* l’expression* de*PtaPIN9+dans* les* RLs* (barres* grises* claires)* racines*mycorhizées* (barres*
grises*foncées)*de*peuplier*sauvage*(WT),*35S::PIN9*(lignée*128)*et*ASPIN9*(lignée*333).*
ReprésentaIon* de* la* moyenne* (+/YES).* L’expression* du* gène* a* été* mesurée* par* la* méthode* de* retro*
transcripIon* associée* à* la* PCRYquanItaIve,* puis* normalisée* par* l’expression* des* gènes* de* références*
PtaEiF1+et*PtaUBI+et*rapportée*à*l’expression*des*échanIllons*témoin*de*la*lignée*sauvage.**
Les*étoiles*indiquent*une*différence*significaIve*entre*les*valeurs*d’expression*dans*les*racines*des*plantes*
sauvages*et*lignées*transgéniques*(test*de*Student*accordé*à*un*test*de*Fischer,*pUvalue<0,05*;*n=3).*
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Figure%28%:%L’analyse%transcriptomique%révèle%une%diminu8on%de%l’expression%de%PtaPIN9%dans%la%
mycorhize%mature%
Abondances* des* transcrits* de* PtaPIN9+ (Potri.018G139400.1),* obtenues* en* analyse* transcriptomique* des*
racines*de*peuplier*en*absence*de*contact*avec*L.+bicolor+(indiqué*en*gris*clair)*et*après*1,*2*et*3*semaines*
de* contact* avec* L.+ bicolor+ (indiqués* en* gris* foncé).+ L’étoile* indique* une* différence* significaIve* entre* les*
condiIons*témoins*(en*absence*de*L.+bicolor)+et*en*coYculture*avec*L.+bicolor.+Les*tests*staIsIques*ont*été*
réalisés*avec*le*test*ANOVA,*corrigé*de*Benjamini*et*Hochberg*(pUvalue+<*0,05).*
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3.3 La&localisation&de&PtaPIN9&en&réponse&à&L.!bicolor!dans&les&phases&

précoces&ne&semble&pas&être&affectée&

L’immunolocalisation!de!PtaPIN9!réalisée!sur!les!racines!de!peuplier!après!3!et!7!jours!de!

co@culture! avec! L.& bicolor,! dans! les! stades! ou! la! stimulation! des! RLs! est! observée,&n’a! pas!

permis! de! détecter! des! différences! dans! la! localisation! de! la! protéine! au! niveau! tissulaire!

dans! la! zone! méristématique,! ni! de! changement! de! polarité! de! la! protéine! au! niveau!

cellulaire!(données!non!montrées).!

3.4 L’expression&et& la& localisation&de&PtaPIN9&semblent&être&affectées&

dans&la&mycorhize&mature&

L’analyse!transcriptomique,!réalisée!sur!des!racines!de!peuplier!après!1,!2,!3!semaines!de!

co@culture! avec! L.& bicolor& révèle! une! diminution! significative! du! niveau! des! transcrits! de!

PtaPIN9&à!partir!de!3! semaines!de!co@culture,&dans! les!mycorhizes!matures! (Figure!28).! Le!

rapport!effectué!entre!le!niveau!des!transcrits!de!PtaPIN9!dans!les!racines!mychorizé!et!celui!

des!racines!témoin!est!de!0,15!(pSvalue=1,41@06).!En!revanche,!l’expression!de!PtaPIN9!dans!

les! racines!mycorhizées!n’est!pas! significativement!différente!de!celle!des! racines! témoins!

après! analyse! en! RT@PCR! quantitative! réalisée! dans! une! autre! expérimentation! biologique!

(Figure!29).!Cette!contradiction!pourrait!s’expliquer!par!une!différence!de!la!cinétique!de!la!

mise!en!place!des!mycorhizes!en!condition!de!culture!in&vitro.!!

Les! expériences! d’immunolocalisation! réalisées! dans! des!mycorhizes!matures! (après! 3!

semaines! de! contact! avec! L.& bicolor)! ne! révèlent! pas! la! présence! de! signal! fluorescent! au!

niveau! de! la! membrane! plasmique! (Figure! 30).! A! ce! stade! de! la! colonisation! par! le!

champignon,! l’anatomie!des!cellules!de! l’épiderme!est!affectée!(Figure!30A!;!Massicotte!et&

al.,!1987!;!Horan!et&al.,!1988).!Ainsi,!cette!disparition!du!signal!d’immunolocalisation!pourrait!

s’expliquer!par!le!remodelage!de!la!zone!d’expression!de!PtaPIN9.!!

Nous!avons!aussi!quantifié!par!une!technique!de!RT@qPCR!l’expression!de!PtaPIN9&après!

3!semaines!de!contact!dans!les!mycorhizes!de!la!lignée!sauvage,!et!dans!les!mycorhizes!des!

lignées! transgéniques! 35S::PIN9& (128)! et! ASPIN9! (333).! Pour! la! lignée! transgénique!



Figure% 30% :% Abscence% du% signal%
d’immunolocalisa8on% spécifique% de%
PtaPIN9%dans%les%mycorhizes%matures%%
Immunomarquage*de* la* protéine*PtaPIN9*dans*

la* mycorhize* mature* (A* et* B),* dans* la* zone*

méristémaIque* (C* et* D)* en* comparaison* au*

signal* observé* dans* la* RLs* témoin* de* peuplier,*

culIvés*sans*L.+bicolor+(E*et*F).*
Aucun* signal* immunofluorescent* n’est* détecté*

dans*l’apex*de*la*mycorhize*mature*comprenant*

la* coiffe* et* la* zone* méristémaIque* ainsi* que*

dans* la*zone*de*formaIon*du*réseau*de*HarIg.*

A,*C*et*E*;* *Images*obtenues*en*microscopie*de*

contraste*de*phase,*correspondants*aux*images*

obtenues* en*microscopie* confocale* à* balayage*

laser*(B,*D*et*F).*Le*signal*fluorescent*est*visible*

en* vert* grâce* à* l’uIlisaIon* d’un* anIcorps*

secondaire* couplé* au* marqueur* fluorescent*

Alexa*488.*

Barres*=*10μm*
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35S::PIN9,&aucune!différence!de!l’expression!de!PtaPIN9&dans!les!mycorhizes!comparées!au!

RLs! n’a! été! mesurée! (Figure! 29).! Il! faut! noter! qu’aucune! différence! significative! de!

l’expression! de!PtaPIN9&n’a! été! observée! entre! les! lignées! sauvage! et!ASPIN9& (Figure! 29,!

pour!information!voir!Encadré!7).!

3.5 Les& modifications& de& l’expression& de& PtaPIN9& n’affectent& pas&

l’arrêt& de& la& croissance& racinaire& lors& de& la& formation& de& la&

mycorhize&

Les!longueurs!des!RLs!et!adventives!(RAs)!des!plantes!sauvages!(WT)!ainsi!que!celles!des!

deux!lignées!transgéniques!de!peuplier!35S::PIN9!(lignées!128!et!215)&et!ASPIN9!(lignées!323!

et!333)!ont!été!mesurées!et!comparées!(Figure!31).!!

La! longueur! moyenne! des! RLs! des! lignées! transgéniques! est! inférieure! à! la! longueur!

moyenne!des!RLs!des!plantes!de!la!lignée!sauvage!à!partir!de!2!et!3!semaines!de!culture!en!

absence! de! L.& bicolor& (Figure! 31A).! En! revanche,! la! longueur!moyenne! des! RAs! n’est! pas!

affectée!dans!les!lignées!transgéniques!(Figure!31B).!

En!réponse!à!L.&bicolor,&dans!les!racines!des!plantes!sauvages,!la!longueur!moyenne!des!

RLs!totales!a!été!observée!plus!petite!en!comparaison!aux!plantes!témoins!après!1,!2!et!3!

semaines!(Figure!31C).!Ces!résultats!suggèrent!donc!une!inhibition!de!la!croissance!racinaire!

en! réponse! à! L.& bicolor! dés! la! première! semaine! de! contact! avec! L.& bicolor.! La! différence!

entre!les!racines!formées!dans!la!première!semaine!de!contact!(Figure!31C)!suivie!entre!2!et!

3! semaines! a! été! testée.! Pour! les! racines,! en! contact! avec! L.& bicolor.! Aucune! différence!

significative!entre!ces!deux!temps!n’est!observée.!En!revanche,!pour!les!racines!témoin!une!

croissance!est!observée!(Figure!31C).!En!conclusion,!les!RLs!après!2!semaines!contact!avec!L.&

bicolor&sont!en!arrêt!de!croissance.!

! L’analyse!des! longueurs!moyennes!des!RLs!de!peuplier!35S::PIN9!et!ASPIN9,!pour! les!

RLs! formées! lors! de! la! première! semaine! de! co@culture! avec! L.& bicolor& indiquent! aucune!

différence!significative!de!la!longueur!à!1!semaine!de!co@culture,!exceptée!pour!la!lignée!323!

(ASPIN9).! En! revanche,! une! différence! est! observée! à! 2! et! 3! semaines! (Figure! 31C).! En!

considérant! les! longueurs!moyennes!des!RLs! suivies! à! 2! et! 3! semaines,! aucune!différence!
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significative! de! la! longueur! des! RLs! n’est! observée! pour! les! racines! en! co@cultures! avec! L.&

bicolor& (Figure! 31C).! Ces! résultats! montrent! que! la! sur@expression! ou! sous@expression! de!

PtaPIN9&n’affecte!pas!l’arrêt!de!croissance!des!RLs!en!réponse!à!L.&bicolor.!Il!est!néanmoins!

possible!que!les!modifications!d’expression!de!PtaPIN9&modifient!la!cinétique!d’inhibition!de!

croissance!en!réponse!à!L.&bicolor.!

! !Concernant!la!longueur!moyenne!des!RAs!(Figure!31D),!pour!les!peupliers!de!la!lignée!

sauvage,! les! racines! sont! plus! petites! après! 2! et! 3! semaines! de! co@culture! avec! L.& bicolor!

(Figure!31D).!Dans!le!cas!des!plantes!transgéniques!35S::PIN9&et!ASPIN9,!les!racines!sont!plus!

courtes!en!contact!avec!L.&bicolor&pour&une!des!lignées!(128!et!323),!alors!que!pour!l’autre!

(lignées!215!et!333),! aucune!différence! significative!de! la! longueur!moyenne!est!observée!

(Figure! 31D).! Ce! phénotype! peut! s’expliquer! par! un! arrêt! de! croissance! des! RAs! témoins!

entre! 2! et! 3! semaines,! dû! aux! limites! de! nos! conditions! de! culture.! En! effet! aucune!

différence! significative! n’est! observée! entre! 2! et! 3! semaines! pour! l’ensemble! des! lignées!

sauvage!et!transgéniques!dans!les!conditions!témoins.!

3.6 Les& modifications& de& l’expression& de& PtaPIN9& n’affectent& pas& la&

formation&de&la&mycorhize&

PtaPIN9! étant! localisée! dans! l’épiderme! de! la! racine! (Figure! 25),! et! pourrait! être!

impliquée! dans! le! transport! polarisé! de! l’auxine.! La! capacité! des! lignées! transgéniques!

35SPIN9!et!ASPIN9!à!former!des!mycorhizes!a!donc!été!évaluée.!

Après!3!semaines!de!contact!avec!L.&bicolor,!les!RLs!colonisées!des!lignées!transgéniques!

35S::PIN9! (lignée! 128)! et! AS::PIN9! (lignée! 333)! possède! un! manteau! dense! d’hyphes!

fongiques!et!un!arrondissement!de!l’apex!racinaire!similaire!aux!racines!de!la!lignée!sauvage!

(comparaison!des!Figures!32A,!E!et!I!;!flèches!noires).!L’observation!de!coupes!transversales!

de! ces! racines!met!en!évidence! la!présence!entre! les! cellules!de! l’épiderme!du! réseau!de!

Hartig!(Figures!32B,!C,!F,!G,!J!et!K).!!

En!absence!de!contact!avec!L.&bicolor,!la!répartition!des!RLs!selon!leurs!longueurs!après!3!

semaines!révèle!que!40%!des!RLs!du!système!racinaire!des!peupliers!de! la! lignée!sauvage,!

ont! une! longueur! inférieure! à! 3mm.! Dans! les! lignées! transgéniques! ASPIN9! (333),! et!

35S::PIN9! (128),! 54%! et! 70%! des! RLs! respectivement! présentent! cette! caractéristique!
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(Figures!32D,!H,!L).!Cette!diminution!peut!s’expliquer!par!une!plus!forte!densité!de!racines!

nouvellement!émergées!et!donc!plus!courte.!En!présence!de!L.&bicolor,!72!à!75%!des!racines!

en! contact! avec!L.& bicolor! sont! inférieures! à!3!mm!chez! les!plantes!WT!ainsi! que!pour! les!

lignés! transgéniques! 35S::PIN9& et! ASPIN9! (Figures! 32D,! H,! L!).! Il! semble! donc! que! les!

modifications!de!l’expression!de!PtaPIN9!ne!modifient!pas!la!capacité!de!la!plante!à!former!

de!nombreuses!racines!courtes!avec!un!réseau!de!Hartig!développé.!

4 Discussion&et&perspectives&

La! localisation!polarisée!de!PtaPIN9!à! la!partie! apicale!de! la!membrane!plasmique!des!

cellules!de! la!zone!méristématique!met!clairement!en!évidence!un!rôle!putatif!de!PtaPIN9!

dans! le! transport! basipète! de! l’auxine,! au! niveau! de! l’apex! des! racines! de! peuplier,! de!

manière!identique!à!AtPIN2!(Luschnig!et&al.,!1998!;!Rashotte!et&al.,!2000).&

Les! lignées! transgéniques! 35S::PIN9& et! ASPIN9& présentent! une! densité! de! RLs! plus!

importante! dans! nos! conditions! de! culture! comparée! à! la! lignée! sauvage.! Gou! et! ses!

collaborateurs! (2010)! ont! également! décrit! une! augmentation! de! la! densité! des! RLs! des!

lignées!35S::PIN9,!mais!aucune!différence!n’a!été!observée!pour!les!lignées!ASPIN9&(Gou!et&

al.,! 2010).! Les!densités!de!RLs!plus! importantes!observées!dans!nos! conditions!de! culture!

confirment! une! fonction! de! PtaPIN9! dans! la! formation! des! RLs! chez! le! peuplier.!

Curieusement,!le!phénotype!racinaire!des!lignées!35S::PIN9!est!identique!à!celui!des!lignées!

ASPIN9.! Chez! A.& thaliana,& les! transporteurs! PINs! sont! régulées! par! des! mécanismes!

complexes,!à!différents!niveaux!:!transcriptionels,!leurs!modifications!post@transcriptionnels,!

leurs!adressages!polarisés!à!la!membrane!plasmique!ainsi!que!leurs!interaction!avec!d’autres!

protéines! à! la!membrane! plasmique! (Petrásek! &! Friml,! 2009).! Il! est! donc! possible! que! le!

niveau! de! protéines! actives! à! la! membrane! plasmique! ne! soit! pas! régulé! de! manière!

identique!dans!les!lignées!35S::PIN9&et!ASPIN9.!De!plus,!les!niveaux!de!l’expression!d’autres!

membres!de! la! famille!des!PtaPIN&sont!affectés!dans! les! racines!des! lignées! transgéniques!

ASPIN9! et! 35S::PIN9! (V.! Busov,! communication! personnelle).! Ces! données! supposent! un!

réseau!complexe!de!la!régulation!de!l’expression!des!membres!de!cette!famille!entre!elles.!

Par!ailleurs,!dans!les!racines!A.&thaliana&il!a!été!montré!une!redondance!fonctionnelle!et!de!

localisation!des!protéines!PINs!notamment!pour!AtPIN2!(Blilou!et&al.,!2005).!Ainsi!les!simples!

mutants!de!la!famille!des!PINs!n’ont!pas!de!phénotype!racinaire!prononcé!en!terme!de!RLs!
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ou! de! longueur! de! la! racine.! A! l’opposé! de! ce! qui! a! été! décrit! chez! A.& thaliana,! chez! le!

peuplier! (P.& tremula! x!P.& alba)! la!modification! de! l’expression! d’un!membre! de! la! famille!

PtaPIN9& induit!des!modifications!de! l’expression!des!différents!membres!et!un!phénotype!

visible!de!la!formation!des!RLs!ainsi!que!de!leur!croissance.!Nous!pouvons!donc!suggérer!des!

régulations! différentes! des!membres! de! cette! famille! entre!A.& thaliana&et!P.& tremula! x!P.&

alba.!

Contrairement! à! la! lignée! sauvage,! dans! les! lignées! 35S::PIN9! et! ASPIN9,! L.& bicolor&

n’induit!pas!de!stimulation!de!formation!des!RLs.!

Nos! résultats! suggèrent! que! les! lignées! transgéniques! de! peuplier,! sur@exprimant! ou!

sous@exprimant!PtaPIN9! sont! insensibles!à!L.&bicolor!en!terme!de!stimulation!de!formation!

de!RLs.!Dans! l’analyse!de!ce! résultat,! l’augmentation!de! la!densité!de!RLs!dans! les! lignées!

transgéniques! (35S&::PIN9&et!ASPIN9)! comparées!à! la! lignée! sauvage!en! condition! contrôle!

est!à!prendre!en!considération.!Ainsi,!deux!hypothèses!s’offrent!à!nous!;!!

• Nos! résultats! indiquent! qu’une! perturbation! trop! importante! de! l’expression! de!

PtaPIN9!dans! les! lignées!35S::PIN9,!ne!conduit!pas!à!une!augmentation!du!nombre!

de! RLs! en! présence! de! L.& bicolor.! En! effet,! en! réponse! à! L.& bicolor& l’expression! de!

PtaPIN9&est!augmentée!de!4!fois!(Felten!et&al.,!2009),!alors!qu’elle!est!de!plus!de!10!

fois! dans! les! lignées! 35S::PIN9& (Gou! et& al.,! 2010&;&Encadré! 7).! De! plus,! aucune!

modification!de! localisation!majeure!de! la! localisation!de!PtaPIN9!n’a!été!observée!

en! immunolocalisation! en! réponse! à! L.& bicolor& chez! les! plantes! sauvage.! Ce! qui!

supporte!la!nécessité!d’une!régulation!«!très!fine!»!de!PtaPIN9&lors!de!la!stimulation!

RLs.! Il! est! possible!que! cette! augmentation! soit! seulement!d’intensité,! ce!qui! n’est!

pas!quantifiable!sur!des!coupes!de!racines.!Toutefois,!des!données!préliminaires!de!

l’analyse!du!signal!de!fluorescence!des!lignées!pAtPIN2::AtPIN2::GFP!chez!A.&thaliana!

en! réponse! à! L.& bicolor! n’indiquent! pas! de! modification! majeure! de! l’intensité! du!

signal!de! fluorescence.& Il! semble!donc!que!PtaPIN9!soit! impliqué!dans! la! formation!

des!RLs!en!réponse!à!L.&bicolor!mais!des!analyses!plus!précises!de!sa!localisation!et!de!

son!intensité!sont!à!réaliser!pour!comprendre!son!rôle.!

• Nous!ne!pouvons!exclure!que!L.&bicolor!n’induit!pas!de! formation!de!nouvelles!RLs!

chez! les! lignées! transgéniques!ASPIN9! et!35S::PIN9! car! celles@ci! possèdent! déjà! un!

nombre!élevé!de!RLs,! suggérant!que! le! signal! de!L.& bicolor&n’est!pas! additif! à! celui!
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observé!chez! les! lignées! transgéniques!et!donc!que! la! stimulation!de!nouvelles!RLs!

passe!par!la!modification!de!l’expression!de!PtaPIN9.!

!

Dans! les! étapes! plus! tardives! de! formation! de! la!mycorhize,& les! lignées! transgéniques!

ASPIN9!et!35S::PIN9!sont!capables!de!former!des!mycorhizes!possédant!un!réseau!de!Hartig.!

L’implication! du! transport! polarisé! dans! la! formation! du! réseau! de! Hartig! par! L.& bicolor&

(Karabaghli@Degron!et& al.,! 1998! ;! Rincón!et& al.,! 2003)! suggère! qu’il! existe! d’autres! acteurs!

dans!ce!transport!qui!pourraient!être!impliquer.!De!plus,!il!a!déjà!été!montré,!dans!d’autres!

systèmes! d’interactions! plante@microorganisme! la! localisation! spécifique! de! ces!

transporteurs!dans!les!tissus!de!la!plante!hôte!en!contact!avec!le!partenaire!(Grunewald!et&

al.,!2009b!;!Perrine@Walker!et&al.,!2010!;!Lee!et&al.,!2011).!

La! diminution! de! l’expression! de! PtaPIN9& dans! les! mycorhizes,! observée! dans! les!

données! transcriptomiques,! peut! être!mise! en! relation! avec! l’absence! de! PtaPIN9! dans! la!

mycorhize.!A!ce!stade!de!la!colonisation,!la!formation!du!réseau!de!Hartig!s’accompagne!par!

une! élongation! radiale! et! une! différentiation! des! cellules! épidermiques! (Massicotte!et& al.,!

1987! ;! Horan! et& al.,! 1988).! Ainsi,! cette! disparition! du! signal! d’immunolocalisation!

s’expliquerait!par!un!remodelage!de! la!zone!d’expression!principale!de!PtaPIN9.!Toutefois,!

une! expression! de! PtaPIN9! est! encore! quantifiable! dans! les! mycorhizes! des! lignées!

transgéniques!35S::PIN9,! ce!qui!suggère!que! la!zone!d’expression,!de!PtaPIN9&est! toujours!

présente!dans!la!mycorhize!mature.!Ce!résultat!est!à!confirmer!en!immunolocalisation.!

!

En& conclusion,& la& modification& de& l’expression& de& PtaPIN9& dans& les& racines& de&

peuplier& 35S::PIN9! et& ASPIN9& induit& des& modifications& du& développement& racinaire.& En&

réponse&à&L.!bicolor,& la&régulation&«&fine&»&de&l’expression&PtaPIN9!est&importante&dans&le&

phénotype&de&stimulation&de&la&formation&des&RLs.&PtaPIN9&ne&semblent&pas&avoir&un&rôle&

important&dans& l’arrêt&de&croissance&racinaire& lors&de& la& formation&de& la&mycorhize,&ainsi&

que&la&formation&du&réseau&de&Hartig,&malgré&la&disparition&de&PtaPIN9&dans&les&mycorhizes&

matures.!

!
!



Annexe%2% :% La% coPculture%avec%L.&bicolor&n’induit%pas%de% s8mula8on%de%RLs%dans% les% racines%de%
peupliers%ASPIN9%et%35sPIN9.%
Nombre*de*nouvelles*RLs*formées*des*peupliers*P.+tremula*x*P.+alba*(A),*de*la*lignée*ASPIN9*(lignée*333*;*B)*
et*35S::PIN9+(lignée*128;*C),*au*cours*de*la*coYculture*avec*L.+bicolor+(courbe*rouge)+ou*en*condiIon*témoin*
(courbe*bleu).*Les*étoiles*représentent*une*différence*significaIve*entre*la*longueur*des*racines*avec*ou*sans*
L.+bicolor*(test*de*Student,*accordé*à*un*test*de*Fischer*pUvalue<0,05;*n=15*plantes).*
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!
Dans! la! littérature,! les! observations! de! l’architecture! racinaire! de! la! plante! hôte! en!

réponse! aux! champignons! ECMs! ont! révélé! leurs! effets! dans! deux! processus!

développementaux! majeurs,! la! formation! de! nouvelles! RLs! et! la! croissance! racinaire!

(Sukumar! et& al.,! 2013).! La! stimulation! de! la! formation! de! nouvelles! RLs! en! réponse! aux!

champignons! ECM! a! été! caractérisée! et! certains! gènes! candidats! ont! été! identifiés! dans!

notre!modèle!d’étude!peuplier@L.&bicolor&(Felten!et&al.,!2009).!!

Les!études!que!j’ai!réalisées,!ont!mis!en!évidence!un!arrêt!de!la!croissance!racinaire!lors!

de! l’interaction!entre! le!peuplier! et!L.& bicolor! et! suggèrent!que! la! formation!du! réseau!de!

Hartig!ne!participe!pas!à!l’arrêt!de!la!croissance.!

Mon! travail! s’est! ensuite! focalisé! sur! l’implication! de! l’auxine! dans! la! formation! de! la!

mycorhize.!Les!résultats!de!ce!travail!ont!permis!de!révéler!des!modifications!de!la!réponse,!

de! la! signalisation! ainsi! que! du!métabolisme! de! l’auxine! dans! la!mycorhize.! Il! a! aussi! été!

possible!d’évaluer!la!quantité!d’auxine!apportée!par!le!champignon!dans!notre!système.!De!

plus,! une! analyse! globale! de! l’expression! des! gènes! a! permis! de! révéler! de! nombreux!

candidats!qui!pourraient!être!impliqués!dans!l’arrêt!de!croissance!racinaire.!

L’implication!d’un!acteur!du!transport!polarisé!de! l’auxine,!PtaPIN9,!a!été!étudiée!dans!

les!deux!processus!développementaux.! Les! résultats!obtenus! indiquent!que! la!modulation!

de!l’expression!de!PtaPIN9!inhibe!la!stimulation!de!la!formation!des!RLs!mais!n’affecte!pas!la!

croissance!racinaire!en!réponse!au!champignon.!

!

Dans! cette! dernière! partie,! je! propose! une! discussion! générale! qui! intègre! l’ensemble!

des! résultats! obtenus.! Parallèlement,! je! proposerai! des! perspectives! à! court! terme,! qui!

permettront! de! compléter! les! études! réalisées.! Des! perspectives! à! plus! long! terme,!

concernant! les! mécanismes! de! compréhension! de! l’interaction! peuplier@L.& bicolor& seront!

finalement!décrites.!

!

!

!

!



1er*semaine* 2ème*semaine* 3ème*semaine*

Arrêt*de*la*croissance*
racinaire**

InhibiIon*de*la*
croissance*racinaire*

Majorité*du*système*
racinaire*mycorhizé*

Figure%33%:%Ciné8que%des%événements%observés%au%cours%de%la%forma8on%de%la%mycorhize%entre%
l’hybride%de%peuplier%P.&tremula&x%P.&alba%et%L.&bicolor&en%condi8on%de%culture%in&vitro%sandwich%
La* comparaison* de* la* longueur* des* racines* avec* ou* sans* L.+ bicolor* a* permis* de* montrer* une*
inhibiIon*de*la*croissance*des*racines*advenIves*et*latérales*dès*la*première*semaine*de*contact*
et*un*arrêt*de*croissance,*à*parIr*de*2*semaines*de*contact.*Notez*que*ces*événements*ont*lieu*
avant*que*la*majorité*du*système*racinaire*soit*mycorhizé.*

T0*

Majorité*du*système*
racinaire*colonisé*
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formaIon*des*RLs*
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1 Arrêt&de&la&croissance&racinaire&de&la&plante&hôte&dans&le&
contexte&ECM!

1.1 Cinétique&de&l’arrêt&de&la&croissance&racinaire&

Nous!avons!débuté!notre!étude!par!l’analyse!de!l’effet!de!la!colonisation!de!L.&bicolor!sur!

la!croissance!racinaire!du!peuplier!P.&tremula!x!P.&alba.!Les!résultats!indiquent!une!inhibition!

de!la!croissance!des!RLs!et!des!racines!adventives!dès!la!première!semaine!de!contact!avec!L.&

bicolor.!Avec!l’hybride!de!peuplier!P.&tremula&x!P.&tremuloides&(clone!UPSC,!T89!;!possédant!

la! construction! DR5::GUS),& l’inhibition! de! la! croissance! racinaire! induite! par! L.& bicolor& est!

observable!à!partir!de!2!semaines!de!co@culture.!Cette!différence!peut!s’expliquer!par!une!

croissance! plus! lente! de! cet! hybride,! comparé! à! l’hybride! de! P.& tremula& x! P.& alba.! Cette!

inhibition!se!traduit!par!la!suite!par!un!arrêt!de!croissance!à!partir!de!2!semaines!de!contact!

avec!L.&bicolor&(Figure!33).!

Une!inhibition!de!croissance!racinaire!a!déjà!été!décrite!dans!d’autres!interactions!ECM!

dont!Cistus& incanatus@Tuber&sp.& (Splivallo!et&al.,!2009).!En!revanche,!d’autres!observations,!

réalisées! sur! des! plantes! hôtes! appartenant! au! sous@embranchement! des! gymnospermes,!

décrivent!une!augmentation!de! la! longueur!racinaire!en!réponse!à!différents!champignons!

ECMs!(Karabaghli!et&al.,!1998!;!Tranvan!et&al.,!2000!;!Niemi!et&al.,!2002!;!Rathnayake!et&al.,!

2008).!Il!semble!donc!que!le!phénotype!est!dépendant!du!couple!de!partenaires!étudiés.!Ces!

différences!peuvent!aussi!s’expliquer!par!les!protocoles!de!co@cultures!utilisés!(Müller!et&al.,!

2013).! En! effet,! dans! nos! conditions,! nous! appliquons! le! champignon! directement! sur! la!

racine!de!peuplier! déjà!développée! (voir! encadré!6),! alors! que!dans!d’autres! systèmes!de!

culture,!les!deux!partenaires!vont!se!développer!en!parallèle!dans!le!même!environnement.!

Ce!deuxième!type!de!disposition!des!partenaires!peut!modifier!la!croissance!des!plantes!afin!

que!celle@ci!se!développe!vers!le!partenaire!fongique.!

! Une!étude!précédente!a!montré!que!la!stimulation!des!RLs!en!réponse!à!L.&bicolor&est!

observée!à!partir!de!3!jours!de!contact&(Figure!33!;!Felten!et&al.,!2009).!Il!serait!intéressant!

d’examiner!la!dynamique!de!chacun!de!ces!deux!événements!ainsi!que!leur!coordination.!!
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Figure%34%:%Modèle%hypothé8que%de%l’impact%de%L.&bicolor&dans%la%croissance%de%la%racine%
La* présence* du* réseau* de* HarIg* n’est* pas* à* l’origine* de* l’arrêt* de* la* croissance* racinaire* observé.* Il* ne*
semble*pas*que*le*pepIde*MISSP7*influence*la*signalisaIon*auxinique.*Il*est*possible*que*seule*la*présence*
du*manteau*fongique*et*des*molécules*sécrétées*par*le*champignon*dans*l’apoplaste*soit*responsable*de*ce*
phénotype.* D’autres* pistes,* telles* que* des* molécules* connues* pour* arrêter* la* croissance* sont* à* suivre*
(jasmonates*ou*l’éthylène*produit*par*le*champignon).****
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1.2 L’arrêt& de& la& croissance& racinaire& est[elle& dépendante& de& la&

colonisation&de&la&racine&par&le&partenaire&fongique?&

Nous!avons!tenté!de!comparer!la!cinétique!d’arrêt!de!croissance!avec!celle!des!étapes!de!

colonisation!de! la! racine!par! le!champignon.!Nos!observations!ont!montré!qu’après!1!et!2!

semaines! de! co@culture,! la! majorité! des! RLs! ne! sont! pas! encore! à! un! stade! appelé!

«!mycorhize!mature!».! A! ce! stade,! la! racine! est! entourée! d’un!manteau! fongique!mais! ne!

présente!pas!de!réseau!de!Hartig.!Néanmoins,!la!croissance!racinaire!est!inhibée!(Figure!33).!

Il!semble!donc!que!l’inhibition!et!l’arrêt!de!croissance!racinaire!ne!soient!pas!dépendants!de!

présence!du!réseau!de!Hartig.!!

Parallèlement,! l’observation!de!l’arrêt!de!croissance!racinaire!des!plants!de!peuplier!en!

contact! avec! des! lignées! transgéniques! de! L.& bicolor& incapables! de! former! du! réseau! de!

Hartig,! confirme! que! le! réseau! de!Hartig! ne! participe! pas! à! l’arrêt! de! croissance! racinaire!

(Figure! 34).! Ces! deux! résultats! nous! permettent! donc! de! conclure! que! les! relations!

trophiques! entre! les! deux! partenaires! ou! que! l’effet! mécanique! du! réseau! de! Hartig! ne!

conditionne!pas!la!croissance!des!racines!de!peuplier!en!contact!avec!L.&bicolor.!L’arrêt!de!la!

croissance! pourrait! être! dépendant! de! la! présence!mécanique! du!manteau! fongique! à! la!

coiffe!racinaire!(Figure!34),!haut!lieu!de!captation!des!signaux!du!sol!(Barlow,!2003!;!Iijima!et&

al.,! 2004! ;! Hahn! et& al.,! 2008).! La! première! perspective! à! court! terme,! sera! d’analyser! la!

croissance! racinaire! de! peuplier! en! contact! avec! des! lignées! transgéniques! de! L.& bicolor&

formant! un! manteau! fongique! réduit! autour! de! la! racine! (Claire! Veneault@Fourrey!

communication!personnelle).!

De!plus,!il!est!possible!que!seule!la!présence!d’une!ou!plusieurs!molécules!produites!

par! le! champignon! soit! capable! d’influencer! la! croissance! de! la! racine! de! peuplier! (Figure!

34).! L’analyse!de! la!croissance! racinaire!en!contact! indirect,!où! les!hyphes!du!champignon!

sont! séparés!de! la! plante!hôte!par! la! présence!d’une!membrane!perméable,! sera! réalisée!

afin! de! répondre! à! cette! question.! Des! analyses! préliminaires! ont! montré! que! dans! ces!

conditions,!une!inhibition!de!la!croissance!est!observée.!Elle!est!néanmoins!plus!faible!que!

celle!décrite!dans!la!formation!de!la!mycorhize!en!contact!direct!(Felten,!2009).!
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Figure%35%:%Observa8on%de%la%structure%de%la%racine%dans%la%forma8on%de%la%mycorhize%
Coupes*semi*fines*en*résine*(5μm)*de*racines*récoltées*à*2*semaines*en*condiIon*témoin*(A),*en*contact*
avec*L.+bicolor,*stade*de*colonisaIon*(B)*et*dans*la*mycorhize*mature*(C),*colorées*au*rouge*de*Ruthenium.*
ObservaIon* de* la* zone* méristémaIque* (zm)* et* d’élongaIon/différenciaIon* cellulaire* (ze).* CQ* :* centre*
quiescent.*
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1.3 Quels& sont& les& mécanismes& de& l’équilibre& division[

élongation/différenciation& impliqués& dans& l’inhibition& de&

croissance&racinaire&?&

Les! cellules! de! la! coiffe! racinaire! sont! produites! par! les! cellules! initiales! et! sont!

sujettes!à!un!renouvellement! important! (Barlow,!2003).!La!présence!du!manteau!fongique!

dense!à!la!coiffe!racinaire!pourrait!inhiber!cette!dynamique.!De!plus,!«!la!route!de!l’auxine!»!

à!l’apex!de!la!racine!emprunte!les!cellules!de!la!coiffe!latérale!(Petrásek!&!Friml,!2009).!!

L’étude!cytologique!de!la!taille!de!la!coiffe!racinaire,!de!la!zone!méristématique!ainsi!

que!de! la! zone!d’élongation@différentiation!est!un!préambule! important!dans! la! recherche!

des!acteurs!cibles!des!signaux!du!champignon.!Les!premières!observations!réalisées!sur!des!

coupes!longitudinales!à!différents!stades!de!la!mycorhization!indiquent!un!raccourcissement!

de!la!coiffe!racinaire.!De!plus,!elles!indiquent!que!les!cellules!proches!de!l’apex!racinaire!de!

la!mycorhize!mature!ne!sont!pas!allongées!mais!présentent!un!état!de!différentiation!avancé!

(Figure! 35).! Nous! savons! que! les! primordia! racinaires! sont! visibles! dans! la! zone! de!

différenciation! (Malamy! &! Benfey,! 1997).! La! comparaison! de! la! distribution! du! dernier!

primordia& racinaire! formé! le! long! de! la! racine! principale! nous! a! permis! de! constater! que!

celui@ci! est! plus! proche! de! l’apex! racinaire! dés! la! première! semaine! de! co@culture! avec! L.&

bicolor,&suggérant!que! la! zone!méristématique!est!progressivement! réduite!au!cours!de! la!

formation! de! la! mycorhize.! Par! ailleurs,! il! est! donc! essentiel! d’analyser! l’état! de!

différentiation!des!cellules!dans! l’apex!racinaire.!Au!cours!de!ma!thèse,! j’ai! initié!ce!travail!

(Figure!35).!Cette!étude!est!maintenant!reprise!dans!le!cadre!du!projet!Post@Doctoral!de!R.!

Teixeira.!!

A!partir!des!données!transcriptomiques,!nous!avons!mis!en!évidence!la!régulation!de!

l’expression! de! certains! membres! de! la! famille! des! SCR! (pour! SCRarecrow)! et! AGL! (pour!

AGamous! Like)! qui! sont! considérés! comme! des! régulateurs! de! l’activité! méristématique!

(Lenhard!et&al.,!2001!;!Sabatini!et&al.,!2003).!Une!partie!du!projet!de!recherche!de!R.!Teixeira!

vise!à!caractériser! la!fonction!de!certains!facteurs!de!transcription!connus!chez!A.&thaliana&

pour!être!impliqués!dans!la!régulation!de!l’activité!méristématique!et!dont!l’expression!des!

gènes!est!régulée!dans!la!mycorhize.!
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De! plus,! la! caractérisation! de! l’organisation! des! tissus! racinaires! mycorhizés!

comparés!aux!racines!témoins!permet!d’aller!plus! loin!dans! l’étude!de! l’expression!globale!

des!gènes!régulés!au!sein!de!l’organe.!En!effet,!dans!le!cadre!de!l’étude!de!l’expression!des!

gènes! dans! un!processus! développemental! induisant! des!modifications!morphologiques,! il!

est! essentiel! de! distinguer! si! le! changement! de! l’expression! des! gènes! est! à! l’origine! du!

phénotype!(1)!ou!si! la!modification!des!tissus!va!induire!une!modification!d’expression!des!

gènes!étudiés!(2).!

(1)! A!!B!!Modification!du!tissu!X!en!Y!

(2)! A!!Modification!du!tissu!X!en!Y!!B!

En!d’autres!termes,!l’analyse!nous!permettra!de!conclure!si!la!modification!des!gènes!

observée!est!la!cause!ou!la!conséquence!de!ces!changements!morphologiques.!!

2 Les& changements& de& l’homéostasie& auxinique& dans& la&
mycorhize& expliquent[ils& le& phénotype& d’arrêt& de& la&
croissance&racinaire&?&

La! régulation! du! gradient! auxinique! à! l’apex! racinaire! joue! un! rôle! majeur! dans! la!

croissance! de! la! racine! (Parizot! &! Beeckman,! 2013).! En! effet,! la! régulation! de! sa!

concentration!via!les!acteurs!du!transport!polarisé!de!l’auxine!maintient!la!transition!entre!la!

division! et! l’élongation/différentiation! cellulaires! (Jones! &! Ljung,! 2012).! L’analyse! de! la!

localisation!du!gradient!auxinique!ainsi!que!la!quantification!de!l’AIA!dans!les!tissus,!ont!été!

nos! principales! directions! de! recherche.! Elles! nous!permettront! de! comprendre! le! rôle! de!

l’auxine!dans!l’arrêt!de!croissance!racinaire.!

2.1 Le& gradient& auxinique& à& l’apex& racinaire& est[il& modifié& dans& la&

mycorhize?&

L’un!des!objectifs!de!la!thèse!a!été!d’analyser!le!gradient!auxinique!dans!la!formation!de!

la!mycorhize.! Dans! un! premier! temps,! nous! avons! utilisé! un! outil! couramment! utilisé!:! le!

promoteur! rapporteur!de! la! réponse!à! l’auxine!nommé!DR5::GUS.!Une!plus! faible! réponse!

de! ce! promoteur! est! observée! dans! la!mycorhize!mature! comparée! aux! RLs! témoins.! Un!
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Figure%36%:%Représenta8on%hypothé8que%des%flux%d’auxine%dans%la%mycorhize%mature%%
A*et*B*;*SchémaIsaIon*d’une*racine*de*peuplier*témoin*(sans*L.+bicolor+;+A),*et*des*Issus*de*la*racine*dans*la*
mycorhize*mature*(B).*Le*rond*gris*représente*le*gradient*auxinique*observé*à*l’apex*racinaire*en*uIlisant*la*
lignée* promoteur* rapporteur* DR5::GUS.* Dans* la*mycorhize*mature,* cet* ouIl* ne* peut* être* uIlisé* comme*
rapporteur*de*la*réponse*à*l’auxine.*C*;*Flux*d’auxine*connu*pour*réguler*le*gradient*auxinique*à*l’apex*racine*
d’A.+thaliana.*D*à*E*;*ObservaIons*putaIves*du*gradient*auxinique*à*l’apex*racinaire*selon*les*flux*d’auxine,*
pouvant*être* régulés*dans* la*mycorhize*mature.*Les*flèches* représentent*des*flux*d’auxine*dans* les*Issus*
selon*l’acteur*du*transport*de*la*famille*des*PtaPIN*(D)*et*PtAUX/LAX*(E).*La*flèche*est*rouge*si*l’expression*
du*gène*associé*est* régulée*posiIvement*dans* la*mycorhize*et* verte* si* celleYci*est* régulée*négaIvement.*
L’hypothèse*que*la*protéine*orthologue*de*peuplier*a*une*foncIon*et*une*localisaIon*homologue*de*celle*
connue*chez*A.+thaliana+a*été*supposée*vrai*(annotaIon*Carraro*et+al.,*2012).*
Nous*pouvons*aussi*supposer*comme*il*a*été*décrit*chez*d’autres*interacIons*symbioIques*ou*pathogènes,*
que*les*transporteurs*d’auxine,*dans*la*mycorhize*ne*sont*plus*spécifiques*de*la*même*lignée*cellulaire*que*
dans* les* condiIons* témoins,* mais* ont* une* localisaIon* spécifique* aux* Issus* en* contact* avec* le*
microorganisme*(Péret*et+al.,*2007;*PerrineYWalker*et+al.,*2010;*Lee*et+al.,*2011).*
F* à* G* :* Dans* le* réseau* de* HarIg* (F* ;* carré* noir),* PtaAUX2/LAX1* (G),* PtaPIN8* et* PtaPIN6* pourraient* être*
impliquées*dans* l’import*ou* l’export*de* l’AIA*dans* les*cellules*épidermiques.*Co* :* cellules*du*cortex* ;*Ep* :*
cellules*de*l’épiderme*;*RH*:*réseau*de*HarIg,*m,*manteau*d’hyphes*fongiques.**
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résultat!identique!a!été!obtenu!dans!les!mycorhizes!de!la!lignées!de!peuplier!P.&tremula!x!P.&

alba!possédant!la!construction!GH3::GUS!en!interaction!avec!P.&involutus!(Luo!et&al.,!2009).!

Dans! notre! cas,! nous! observons! aussi! une! perte! de! réponse! du! promoteur! DR5! suite! à!

l’application! exogène! d’auxine! dans! les! tissus! mycorhiziens.! Dans! la! mycorhize! mature!

l’activité! du! promoteur!DR5!ne! reflète! donc! pas! la! quantité! d’auxine! perçue! par! la! racine!

(Figures!36A!et!36B).!&

Les! modèles! mathématiques! utilisés! dans! la! modélisation! des! flux! d’auxine! ont!

montré!que!la!localisation!spatiale!des!protéines!PINs!explique!le!gradient!auxinique!à!l’apex!

de!la!racine!(Grieneisen!et&al.,!2007).!Notre!analyse!transcriptomique!a!mis!en!évidence!que!

les! expressions! de! PtaPIN8! (othologue! à! AtPIN1),! PtaPIN3! et! PtaPIN6,! (orthologues! à!

AtPIN3),! sont! régulées! positivement! dans! la! mycorhize! alors! que! PtaPIN9! (orthologue! à!

AtPIN2),!est! régulé!négativement.!Nous!savons,!à! travers! l’immunolocalisation!de!PtaPIN9,!

que!la!protéine!n’est!plus!présente!dans!la!mycorhize!mature.!Si!on!tente!de!schématiser!ces!

flux!en!fonction!des!gènes!régulés!(Figures!36C!à!36E),!on!peut!suggérer!une!augmentation!

du! flux! auxinique! dans! le! cylindre! central! vers! l’apex! racinaire! via! PtaPIN8,! ainsi! qu’une!

augmentation! de! sa! redistribution! dans! la! coiffe! racinaire! via& PtaPIN3! et! PtaPIN6.! En!

revanche,! si! PtaPIN9! ne! transporte! plus! l’auxine! de! manière! basipète,! l’auxine! devrait!

s’accumuler!en!concentration!plus!importante!à!l’apex!racinaire!(Figure!36D).!Parallèlement,!

l’expression! du! gène! PtaAUX2/LAX1! orthologue! au! gène!AtAUX1,! codant! un! transporteur!

d’influx! de! l’auxine! dans!A.& thaliana,! est! régulée! positivement! dans! la!mycorhize.! AtAUX1!

participe!au! transport!basipète!de! l’auxine!dans! la! coiffe! latérale!et!dans! l’épiderme!de! la!

racine,! ce! qui! suggère! une! régulation! plus! complexe! des! flux! d’auxine! à! l’apex! racinaire!

mycorhizé!(Figure!36E).!De!plus,!l’expression!de!PtaABCB19&orthologue!à&AtABCB19&est!aussi!

régulée!positivement,!la!protéine!PtaABCB19!pourrait!être!impliquée!dans!les!flux!d’auxine!à!

l’apex!racinaire,!car! la! localisation!polarisée!de!AtABCB19!a!été!décrite!dans!les!racine!d’A.&

thaliana& (Titapiwatanakun! et& al.,! 2009).! La! localisation! des! autres! membres! du! transport!

polarisé!de!l’auxine!pourrait!donc!être!utilisée!comme!outil!afin!d’estimer!les!flux!d’auxine!à!

l’apex!racinaire!et!de!ce!fait!le!gradient!d’auxine.!

Cette! stratégie! de! localisation! de! ces! transporteurs! pourrait! s’accompagner! de! la!

modélisation!des! flux!d’auxine.!En!combinant!ce!modèle!avec! les!données!cytologiques!de!

l’évolution!de!la!taille!cellulaire,!cela!nous!donnera!une!idée!plus!claire!des!changements!du!

gradient!d’auxine.!!
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2.2 L’environnement& auxinique& est[il& affecté& en& contact& avec& L.!

bicolor!?&

Afin!d’estimer!la!quantité!d’auxine!perçue!par!la!racine!en!contact!avec!les!hyphes!de!L.&

bicolor,!notre!stratégie!a!été!de!quantifier!l’auxine!et!ses!métabolites!associés!dans!les!deux!

partenaires!ainsi!que!dans!la!mycorhize.!Dans!nos!conditions!de!culture,!une!forte!quantité!

d’AIA!et!de!ses!précurseurs!(IPyA!et!Ant)!ont!été!détectés!dans!les!hyphes!de!L.&bicolor,!10!à!

25!fois!plus!importante!que!celle!mesurée!dans!l’apex!racinaire!de!peuplier.!

De!plus,!les!analyses!du!métabolome!réalisées!dans!les!différentes!étapes!de!formation!

de! la! mycorhize,! ont! révélé! une! quantité! importante! de! composés! de! la! conjugaison! de!

l’auxine!IAAsp!(pour!IAA@aspartate),!qui!proviendrait!de!la!plante!hôte.!Une!augmentation!de!

l’oxAIA! (pour! acide! 2@oxoindole@3@acétique),! métabolite! de! dégradation! de! l’AIA,! a! été!

observée! dans! les! racines! de! peuplier! en! contact! indirect,! ainsi! que! dans! des! racines!

colonisées!par!le!champignon!(Figure!37).!Ces!deux!métabolites!indiquent!la!présence!d’une!

forte!concentration!en!auxine!(Ostin!et&al.,!1998!;!Novák!et&al.,!2012!;!Ljung,!2013).!De!plus,!

l’activation!de!l’expression!du!gène!de!réponse!à!l’auxine!PtaGH3S1,!codant!une!AIA@amino@

synthase,! est! observée! à! toutes! les! étapes! de! formation! de! la! mycorhize.! Ces! résultats!

suggèrent! une! augmentation! de! la! quantité! d’auxine! dans! les! deux! partenaires! lors! de!

l’interaction! (Figure! 37).! L’analyse! du! métabolome! dans! la! mycorhize! mature! révèle! une!

forte!quantité!d’AIA!(2!à!8!fois!plus!importante).!!

La! mycorhize! étant! un! organe! composite,! il! n’a! donc! pas! été! possible! de! statuer! de!

manière!formelle!sur!l’origine!des!métabolites!régulés!dans!la!racine!de!peuplier!ou!dans!les!

hyphes!du!champignon.!De!plus!la!localisation!tissulaire!de!l’auxine!dans!la!mycorhize!n’est!

pas! connue.! En! revanche,! ces! données! suggèrent! la! présence! d’un! fort! environnement!

auxinique!dans!la!mycorhize!(Figure!37).!
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2.3 Comment&estimer&la&quantité&et&la&localisation&de&l’auxine&dans&la&

mycorhize&?&

Plusieurs! éléments! suggèrent! que! la! quantité! d’auxine! pourrait! être! plus! important! à!

l’apex!racinaire!de!la!mycorhize!mature.!Tout!d’abord,!l’environnement!riche!en!auxine.!De!

plus,! les! modifications! anatomiques! de! l’apex! racinaire! traduiraient! une! accumulation! de!

l’auxine!dans!cette!zone!(Figure!35).!Même!si!la!caractérisation!de!ce!phénotype!est!encore!

à! compléter!par!des!données!quantitatives,!nos!observations!combinées!avec! les!données!

de!la!littérature!(Massicotte!et&al.,!1987!;!Horan!et&al.,!1988)!montrent!un!arrondissement!et!

un!rétrécissement!de!la!coiffe!racinaire!(Figure!35).!Cette!anatomie!est!similaire!à!celle!des!

racines!d’A.&thaliana!en!présence!d’inhibiteur!du!transport!de!l’auxine!(NPA!;!Ding!&!Friml,!

2010),!conduisant!à!une!accumulation!de!l’auxine!à!l’apex!racinaire!(Ding!&!Friml,!2010).!

Afin!de!localiser!et!quantifier!l’auxine!dans!la!racine!en!contact!avec!L.&bicolor,!il!est!donc!

important! de! développer! d’autres! d’outils! (voir! encadré! 3).! L’immunolocalisation! de! la!

molécule! d’AIA! peut! être! une! stratégie! envisageable! (Benková! et& al.,! 2003).! De! plus,! des!

traceurs! fluorescents! de! l’auxine! sont! en! cours! de! développement! et! permettraient! de!

suivre! le! flux! de! l’auxine! des! hyphes! de! L.& bicolor! à! la! plante! hôte! ou! simplement! de! la!

répartition!de!l’auxine!à!l’apex!des!mycorhizes!comparée!aux!RLs!témoins!(Hayashi,!2012b).!

Afin! d’estimer! la! localisation! de! la! signalisation! auxinique! à! l’apex! racinaire,! une! autre!

stratégie!serait!de!développer!d’autres!lignées!rapportrices!de!la!signalisation!auxinique!chez!

le! peuplier,! telles! que! des! plantes! transgéniques! possédant! la! construction! DII::Venus!

(Brunoud!et& al.,! 2012).! La! fixation!de! l’auxine! sur! la! protéine! TIR1! induit! directement! une!

dégradation!de!la!protéine!chimérique!contenant!un!domaine!DII!provenant!des!AuxIAA!et!

ainsi!de!la!protéine!fluorescente!Venus,!ce!qui!rend!cet!outil!plus!sensible!à!la!dynamique!de!

la!signalisation!auxinique!(Brunoud!et&al.,!2012).!
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2.4 Comment& expliquer& la& double& réponse& auxinique& dans& la&

mycorhize&?&

Dans! la!mycorhize!mature,! des!modifications!majeures! de! l’expression! d’acteurs! de! la!

signalisation! auxinique! ont! été! observées,! concernant! PtaAux/IAA3.3,! PtaAux/IAA3.4,!

PtaAux/IAA12.1,! PtaAux/IAA15,! PtaAux/IAA20.2,! PtaAux/IAA28S1,! PtaAux/IAA28S2! et!

PtaARF2.4,! PtaARF17.2.! Deux! patrons! de! l’expression! des! gènes! de! signalisation! et! de!

réponse! à! l’auxine! ont! été! identifiés.! En! effet! une!partie! de! l’expression!de! ces! gènes! est!

activée! (PtaGH3S1,! PtaAuxIAAs)! alors! qu’une! autre! partie! est! inhibée! (PtaAuxIAA,! pDR5).!

Plusieurs!hypothèses!ont!déjà!été!suggérées!dans!la!discussion!du!manuscrit!(Partie!I!;!Figure!

6).!

Les! différents! patrons! d’expression! des! gènes! de! la! signalisation! auxinique! observés!

peuvent!s’expliquer!par!une!régulation!spatiale!et/ou!temporelle!de!ces!gènes!(Figure!38).!

Des! régulations! génétiques! peuvent! être! différentes! au! cours! de! la! formation! de! la!

mycorhize,!mais!non!identifiables!dans!notre!étude,!car!l’expression!globale!des!gènes!a!été!

réalisée! sur! un! ensemble! de! racines,! à! différents! stades! de! la! formation! de! la!mycorhize!

(Figure!38A).!Associée!à!une!quantité!importante!d’AIA!dans!la!mycorhize,!une!dégradation!

de!l’AIA!dans!les!hyphes!de!L.&bicolor&en!contact!avec!la!plante!est!détectée!(Figure!38A).!Il!

est!possible!que!la!quantité!d’AIA!fournie!par!le!champignon!à!la!plante!diminue!au!cours!du!

temps! (Figure! 38A).! Du! côté! de! la! plante,! une! application! prolongée! d’une! quantité!

importante!de! l’auxine!pourrait! induire!des! voies! «!rétro@contrôles!»!de! sa! signalisation!et!

donc! à! son! inhibition.!Au!niveau! spatial,! l’environnement! riche!en! auxine!de! la!mycorhize!

peut! se! limiter! aux! cellules! de! l’épiderme!de! la! plante! (Figure! 38B).! La! réponse! à! l’auxine!

serait! donc! différente! dans! l’épiderme! et! le! cortex! de! la! racine.! Afin! de! valider! cette!

hypothèse,! l’expression!spatiale!des!gènes!pourrait!être!réalisée!en!utilisant!une!approche!

de!microdissection!laser!couplée!à!une!technique!de!PCR!quantitative!disponible!dans!notre!

laboratoire!(Hacquard!et&al.,!2010!;!Hacquard!et&al.,!2013)!

!
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3 L’auxine&fongique&:&une&molécule&signal&?&

3.1 L’auxine& fongique& est[elle& responsable& de& l’arrêt& de& croissance&

racinaire&?&

Deux!hypothèses!peuvent!être!proposées!concernant! le!rôle!de!l’auxine!dans!l’arrêt!de!

croissance!;!(1)!La!synthèse!puis! la!sécrétion!de!l’auxine!fongique!vers! la!plante!hôte!serait!

en!quantité!suffisante!pour!induire!l’arrêt!de!la!croissance!racinaire!et!(2)!l’auxine!fongique!

jouerait!un!rôle!d’effecteur!et! induirait! la!modification!de! la!signalisation!de! la!plante!et! la!

répartition!de!l’auxine!de!l’auxine!dans!la!racine.!

@! (1)! L’accumulation!de! l’auxine! fongique! induit! l’arrêt!de! croissance! racinaire.! En!effet,! la!

concentration!d’AIA!dans!les!hyphes!de!L.&bicolor&est!de!50pg!par!mg!de!matière!fraiche,!ce!

qui! est!une! concentration!20! fois!plus! importante!que! celle!mesurée!à! l’apex! racinaire!de!

peuplier! dans! nos! conditions! de! culture.! Si! on! suppose! que! cette! concentration! d’AIA! est!

sécrétée!par!L.&bicolor,!la!racine!est!dans!un!environnement!riche!en!auxine,!lors!du!contact!

avec! les! hyphes! du! champignon! (Figure! 38A).! Pour! valider! cette! hypothèse,! l’effet! de!

l’application! de! l’auxine! sur! la! croissance! des! racines! de! peuplier! nous! permettrait! de!

connaître!la!sensibilité!des!racines!de!peuplier!vis!à!vis!de!l’auxine.!

@!(2)!Si!l’environnement!riche!en!auxine!ne!participe!pas!l’arrêt!de!croissance!racinaire,!il!est!

possible!que!l’AIA,!associé!ou!non!à!un!autre!signal,!puisse!modifier!la!signalisation!auxinique!

de! la! plante! hôte.! Récemment,! il! a! été! décrit! l’implication! d’effecteurs! fongiques! dans! la!

symbiose! ECM! (Plett! et& al.,! 2011).! Dans! le! cas! des! interactions! pathogènes,! ces! petites!

protéines!sont!capables!d’influencer!les!voies!hormonales!de!la!plante!dont!celles!de!l’acide!

jasmonique,! l’acide! salicylique! (Pieterse! et& al.,! 2009)! et! de! l’auxine! (Lee! et& al.,! 2011;!

Evangelisti!et&al.,! 2013).!Récemment!au! laboratoire,!des!analyses!d’interactions!protéines@

protéines!ont!identifié!une!interaction!entre!MISSP7!et!PtaJAZ6,!protéine!impliquée!dans!la!

signalisation! des! jasmonates! (F.! Martin,! communication! personnelle).! Il! serait! donc!

intéressant! de! rechercher! des! interactions! entre! des! acteurs! des! voies! de! signalisation! de!

l’auxine! et! d’autres! petites! protéines! supposées! sécrétées! (MISSPs)! par! différentes!

approches! (double! hybride! en! levures,! complémentation! biomoléculaire! de! protéines!

fluorescentes!en!protoplastes!de!peuplier).!
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3.2 Rôle&de& l’auxine&fongique&dans& la&colonisation&de& la&plante&par& le&

champignon&

En!plus!des!études!sur!les!modifications!du!développement!racinaire!dans!le!contexte!

symbiotique,!notre! travail!a!permis!d’avancer! sur! le! rôle!de! l’auxine!dans! l’ontologie!de! la!

mycorhize.!!

Il! est!déjà! reconnu!que! l’ajout!d’auxine!produite!par! la! lignée!de! champignon!ECM!

Hebeloma& cylindrosporum! surexprimant! un! gène! de! la! biosynthèse! d’auxine! induit! une!

augmentation!de! la! taille!du!réseau!de!Hartig! (Gay!et&al.,!1994! ;!Tranvan!et&al.,!2000).!Les!

comparaisons!des!métabolites!associés!à!l’auxine!dans!la!mycorhize,!comparées!aux!hyphes!

contrôles,! ainsi! que! dans! les! hyphes! extramatriciels! comparés! aux! hyphes! contrôles! ont!

suggéré!une!concentration!plus!faible!d’AIA!et!une!concentration!plus!élevée!du!métabolite!

de!dégradation!de!l’AIA,!oxAIA,!dans!les!hyphes!en!contact!avec!la!plante!hôte.!Ces!résultats!

ont! révélé!une! régulation!de! l’AIA!dans! les!hyphes!de!L.&bicolor! lors!de! la! formation!de! la!

mycorhize!ainsi!que!dans!la!mycorhize!mature!(Figure!38A).!Nous!pouvons!donc!penser!que!

L.& bicolor& «&reconnaît!»! la! plante! hôte! et! régule! sa! quantité! d’auxine! active! par! sa!

dégradation!afin!de!limiter!sa!colonisation!et!respecter!sa!relation!symbiotique.!Il!n’est!pas!

exclu! que! la! plante! envoie! des! signaux! au! champignon! qui! limiterait! la! quantité! d’auxine!

active! produite! par! celui@ci.! La! régulation! de! la! quantité! d’auxine! active! dans! les!

champignons!ECMs!pourrait!être!un!des!critères!qui!différencie!les!organismes!pathogènes!

des!microorganismes!symbiotiques.!

Dans! le! couple!Picea&abies@L.&bicolor,! l’apport!exogène!d’un! inhibiteur!du! transport!

polarisé!de!l’auxine!(TIBA!;!acide!2,3,5@triidobenzoique),!empêche!la!formation!du!réseau!de!

Hartig!entre!les!cellules!de!l’épiderme!(Karabaghli!et&al.,!1998;!Rincón!et&al.,!2003).!PtaPIN9!

étant! localisée!dans! l’épiderme!de! la! racine,!nous!avons!donc!testé! la!capacité!des! lignées!

transgéniques! sur@exprimant! ou! sous@exprimant! le! gène! PtaPIN9& à& former! du! réseau! de!

Hartig.! La! formation! du! réseau! de! Hartig! n’est! pas! affectée! dans! les! racines! des! lignées!

transgéniques.!!

! Le!fait!que!le!partenaire!fongique!produit!de!l’auxine!et!que!le!transport!polarisé!de!

l’auxine!joue!un!rôle!dans!ce!mécanisme!suggèrent!le!détournement!d’acteurs!du!transport!

polarisé! de! l’auxine! dans! les! cellules! en! contact! (Figures! 36F! à! 36H).! Nos! transporteurs!



! 108!

candidats,!PtaAUX2/LAX1,!PtaPIN3,!PtaPIN6!et!PtaPIN8!sont!orthologues! respectivement!à!

AtAUX1,!AtPIN1!et!AtPIN3!chez!A.&thaliana&(Carraro!et&al.,!2012).!De!manière!intéressante,!

ce!sont!des!orthologues!à!des!membres!des!familles!AtAUX!et!AtPINs!qui!ont!été!observés!

dans! les! cellules! des! tissus! en! contact! avec! les! microorganismes,! lors! de! l’interaction!

symbiotique! entre!Casuarina& glauca&et! Frankia& (Péret! et& al.,! 2007! ;! Perrine@Walker! et& al.,!

2010),!ainsi!que!dans! l’interaction!pathogène!entre! le!nématode!Heterodera&glycines!et!A.&

thaliana!(Grunewald!et&al.,!2009a!;!Lee!et&al.,!2011).!Il!serait!donc!intéressant!d’analyser!la!

localisation!des!acteurs!du!transport!polarisé!de! l’auxine,!PtaAUX2/LAX1,!PtaPIN3,!PtaPIN6!

et!PtaPIN8,!pour!savoir!si!elle!coïncide!avec!les!cellules!du!réseau!de!Hartig.!Un!effecteur!du!

nématode!nommé!Hg19C07! interagit!physiquement!avec!AtLAX3! (Lee!et&al.,!2011).!Ainsi! il!

serait!intéressant!d’examiner!les!interactions!protéines@protéines!entre!les!petites!protéines!

prédites! sécrétées!MISSP! de! L.& bicolor& et! nos! transporteurs! candidats! dans! notre!modèle!

d’étude.!!

!

4 Un& réseau& complexe& de& la& régulation& des& voies&
hormonales&dans&la&racine&ectomycorhizée&

!

L’analyse! préliminaire! des! données! transcriptomiques! dans! la! mycorhize! nous! a!

permis! de! constater! qu’avec! les! voies! de! réponse! à! l’auxine,! un! ensemble! de! voies!

hormonales!semble!être!en!partie!induites!et!réprimées!dans!la!mycorhize.!De!plus,!il!a!été!

décrit!dans! la! littérature!que!d’autres!hormones,!sont!capables!d’induire!une! inhibition!de!

croissance! racinaire! tels!que! l’éthylène,! les! jasmonates!et! les! cytokinines! (Dello! Ioio!et&al.,!

2007! ;!Swarup!et&al.,!2007! ;!Wasternack,!2007).!Ces!hormones!sont!produites!par!certains!

champignons! ECMs! (Graham!&! Linderman,! 1980! ;! Rupp! &!Mudge,! 1985! ;!Miersch! et& al.,!

1999!;!Splivallo!et&al.,!2009).!!

L’éthylène! et! les! jasmonates! sont! aussi! connus! pour! induire! la! biosynthèse! de!

l’auxine,!ce!qui!participerait!à!l’inhibition!de!l’élongation!cellulaire!(Stepanova!et&al.,!2005!;!

Růžička!et&al.,!2007!;!Swarup!et&al.,!2007!;!Sun!et&al.,!2009).!Dans!notre!modèle,!nous!avons!

suggéré!une!augmentation!de! la!biosynthèse!de! l’AIA!par! la!plante.!De!plus,! il!a!été!décrit!

que!les!jamonates!et!l’éthylène!sont!capables!d’induire!l’expression!des!gènes!ASA1!et!TAA1!



PtaARF/MP*

PtaIAA/SHY2*

PtaIAA/SHY2*

PtaBRX*

PtaPIN3/PtaPIN6*

PtaBRX*

PtaARR1* PtaARR12*

PtaRGA*

DifférenciaIon*
cellulaire*

PtaCRF*

PtaAHK*

Figure%39%:%Impact%de%la%mycorhize%dans%le%modèle%de%la%régula8on%de%la%différencia8on%dans%la%
zone%de%transi8on%par%les%acteurs%des%différentes%voies%hormonales%%
Les*gènes*encadrés*en*rouge*sont*régulés*posiIvement*dans*la*mycorhize*et*les*gènes*en*vert*négaIvement*
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(Stepanova!et&al.,! 2005! ;!Růžička!et&al.,! 2007! ;! Sun!et&al.,! 2009).! L’expression!de!des!deux!

gènes!étant! régulée!positivement!dans! les!phases!précoces!de! l’interaction!avec!L.&bicolor&

(Annexe!2).!De!plus,!TAA1!pour!tryptophan!aminotransferase!1!est!l’enzyme!qui!catabolise!la!

réaction!du!Trp!en!IpyA.!A!travers!l’étude!des!données!métabolomiques,!nous!avons!suggéré!

que! la! biosynthèse! de! l’AIA! dans! la! plante! hôte! en! réponse! à! L.& bicolor& est! due! à! une!

activation!de!la!voie!de!l’IpyA.!Ces!deux!phytohormones,!jasmonate!et!éthylène,!sont!donc!

deux! candidats! de! choix! dans! la! compréhension!des!mécanismes!d’arrêt! de! croissance!en!

réponse!au!champignon.!

Dans! la! régulation! de! la! taille! de! la! zone!méristématique,! le! dialogue! croisé! entre!

l’auxine,! les! cytokinines,! les! gibbérellines! et! les! brassinostéroïdes! régule! le! transporteur!

AtPIN3! chez! A.& thaliana! et! donc! le! gradient! auxinique! (Depuydt! &! Hardtke,! 2011).! De!

nombreux! acteurs! de! ce! dialogue,! orthologues! de! ceux! identifiés! chez! A.& thaliana,! sont!

régulés!dans!la!mycorhize!mature!(Figure!39).!Dans!ce!modèle,!la!régulation!de!l’expression!

de! PtaPIN3/PtaPIN6& (orthologue! à! AtPIN3)! fait! plutôt! penser! à! une! augmentation! du!

gradient! auxinique! et! donc! à! une! inhibition! de! la! différenciation! cellulaire.! Il! serait! donc!

intéressant!de!poursuivre!des!études!dans!cette!direction.!

L’analyse!de!la!production!des!autres!hormones!par!L.&bicolor&et!leurs!impacts!sur!la!

croissance!de!la!racine!de!peuplier!seraient!des!études!à!envisager.!L’analyse!des!composés!

volatiles! produits! par! L.& bicolor& en! contact! avec! le! peuplier! sera! publiée! prochainement!

(Franck!Ditengou,!communication!personnelle).!Ces!données!nous!permettront!d’identifier!

les!signaux!symbiotiques!ainsi!que!leurs!concentrations.!

5 Vers& la& compréhension&des&mécanismes&moléculaires&de&
la&régulation&de&la&croissance&racinaire&du&peuplier&

Notre!travail!a!donc!permis!d’identifier!de!nombreux!gènes!régulés!dans!les!«!racines!

courtes!»,! en!arrêt!de! croissance.!Malgré! le! fait!qu’une!majorité!d’entre!eux!peuvent!être!

impliquée! dans! d’autres! processus! moléculaires! (modification! de! la! structure! des! parois,!

échanges! de! nutriments,! réponse! au! stress! biotiques! et! abiotiques,! etc…),! certains! gènes!

spécifiques! de! notre! processus! développemental! d’intérêt! pourrait! être! identifiés.! Les!

données! transcriptomiques! produites! au! cours! de! cette! thèse,! croisées! avec! d’autres!

données! transcriptomiques! obtenues! en! réponse! à! des! stress! induisant! un! arrêt! de!
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croissance!de!la!racine!du!peuplier,!permettraient!d’identifier!des!acteurs!impliqués!dans!la!

croissance.!Des!données! transcriptomiques!des!racines!de!peuplier!en!réponse!à!un!stress!

hydrique! induisant! une! inhibition! de! croissance! racinaire! (Merret! et& al.,! 2010)! sont!

disponibles!(Cohen!et&al.,!2010).!De!plus,!nous!avons!vu!que!les!deux!hybrides!de!peuplier!P.&

tremula!x!P.&alba&et!P.&tremula&x!P.&tremuloides&ne!se!développent!pas!à!la!même!vitesse.&Les!

données!d’analyse!globale!de!plus!en!plus!conséquentes!dans! la!communauté!scientifique!

du! peuplier,! ainsi! que! le! développement! de! bases! de! données! de! génomique! de! peuplier!

(Sjödin! et& al.,! 2009)! nous! permettront! d’identifier! des! acteurs! de! la! croissance! racinaire.!

L’établissement!de!réseaux!de!gènes!conduira!à!l’identification!des!acteurs!de!la!croissance!

racinaire.!

!



Annexe% 2% :% Régula8on% de% PtaASA1% et% PtaTAA1& dans% les% racines% de% peuplier% dans% les% phases%
précoces%de%l’interac8on%avec%L.&bicolor&
QuanIficaIon*en*RTYPCR*quanItaIve*de*PtaASA1+et*PtaTAA1*après*1,*3*et*10*jours*de*contact*indirect*avec*
L.+bicolor,*et*30*jours*de*contact*direct.*Les*étoiles*représentent*une*différence*significaIve*entre*les*valeurs*
d’expression*des*racines*en*contact*avec*L.+bicolor*et*des*racines*témoins*(test*de*Student,*pUvalue<0,01)*
Données*de*thèse*Judith*Felten*2009.*
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!

Analyse&transcriptomique&des&racines&de&peuplier&au&
cours&de&la&formation&de&la&mycorhize&&

1 INTRODUCTION&

L’étude!présentée!dans!ce!chapitre!est!un!complément!de!l’analyse!transcriptomique!

réalisée!dans!la!mycorhize!et!décrite!dans!la!Partie!I.!!

Une! cinétique! de!mycorhization,! à! 1,! 2! et! 3! semaines! en! co@culture! des! plants! de!

peuplier!P.&tremula&x!P.&alba&(clone!INRA!717@1@B4)!en!co@culture!avec!L.&bicolor&comparée!

aux!conditions!témoins!(système!in&vitro!sandwich,!Encadré!6),!a!été!réalisée!afin!d’identifier!

des!gènes!régulés!dans!les!différentes!étapes!de!la!formation!de!la!mycorhize.!Après!1!et!2!

semaines,! le! système! racinaire! entier! des! plantes! a! été! échantillonné.! En! revanche,! à! 3!

semaines,! seules! les! mycorhizes,! en! comparaison! avec! les! RLs! témoins! ont! été! récoltées!

(Partie!I).!!

L’obtention!des!données!de!transcriptomique!obtenues!après!1,!2!et!3!semaines!de!

culture!des!plantules!de!P.&tremula&x&P.&alba,!en!présence!ou!non!de!L.&bicolor,!ainsi!que!les!

méthodes!d’analyse!sont!décrites!dans! le!Matériels!et!Méthodes!de! la!Partie! I.!Ainsi,!nous!

disposons!des!données! transcriptomiques!nommées!«!racines! témoins!»! correspondant!au!

niveau! d’expression! des! gènes! dans! les! racines! de! peupliers! cultivées! pendant! 1,! 2! et! 3!

semaines! en! absence! de! L.& bicolor.! Parallèlement,! nous! disposons! des! données!

transcriptomiques!des!racines!de!peuplier!cultivées!pendant!1,!2!et!3!semaines!en!co@culture!

avec!L.&bicolor,!qui!seront!nommées!«!racines!en!co@culture!».!A!partir!de!ces!données,!nous!

avons!réalisé! le!rapport!du!niveau!des!transcrits!«!racines!en!contact!»/«!racines!témoins!»!

pour!chacun!des!gènes!et!ceci!aux!3!temps!de!l’interaction.!Nous!avons!considéré!les!gènes!

différentiellement!exprimés!si! le!rapport!d’expression!est!supérieur!ou!inférieur!à!2!et!si! le!

test!ANOVA!corrigé!de!Benjamini!et!Hochberg!présente!une!pSvalue&<!0,05!(voir!Matériels!et!

Méthodes!;!Partie!I).!

Les!analyses!réalisées!dans!la!partie!I!se!sont!focalisées!principalement!sur!l’identification!

des! gènes!de! réponse! à! l’auxine! ainsi! que! sur! les! acteurs!de! la! signalisation,! des! voies!du!

métabolisme!et!du!transport!de! l’auxine.!Les!données!transcriptomiques!obtenues!après!1!



1*semaine*

2*semaines* 3*semaines*

10*

10* 7024*
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Figure% 40% :% L’analyse globale des gènes différentiellement exprimés dans la cinétique de 
mycorhization révèle des acteurs de la réponse au champignon et de la mycorhize mature  
Diagramme*de*Venn* représentant* le*nombre*de*gènes* régulés*de*manière*différenIelle*entre* les* racines*
condiIons* contrôles* et* les* racines* en* contact* avec* L.+ bicolor+après* 1,* 2* et* 3* semaines* de* coYculture.* Les*
gènes* sont*considérés* régulés* s’ils* suivent* les* critères* suivants* :* rapport*>*ou*<*2,* test*ANOVA*corrigé*de*
Benjamini*et*Hochberg*possédant*une*pUvalue+<*0,05).*

577%gènes% sont% spécifiques%de% la% forma8on%de%
la% mycorhize% ECM,* * c’est* à* dire+ non* exprimés*
dans* toutes* les* racines* témoins* (à* 1,* 2* et* 3*
semaines).* 466* * spécifiquement* à* la*mycorhize*
mature*(gènes*spécifiques*à*3*semaines)*

•  % 17% gènes* marqueurs%
poten8els%de%la%réponse%au%
champignon% quelque% soit%
le%stade%de%la%forma8on%de%
la%mycorhize%
•  % 6% gènes% spécifiquement%
exprimés% dans% les% racines%
de%peuplier%en%contact%avec%
L.&bicolor%

21* des* 60* gènes* communs*
exprimés*différenIellement*
à* 2* et* 3* semaines* sont*
spécifique* de* l’interacIon*
avec*L.+bicolor*



! 113!

et!2! semaines!n’ont!pas!permis!d’identifier!des!gènes! impliqués!dans! les!voies!de! l’auxine!

régulés!dans!les!différentes!étapes!de!la!formation!de!la!mycorhize.!

Néanmoins,!cette!étude!complémentaire!à!travers!l’analyse!des!gènes!régulés!à!tous!les!

stades! de! la! formation! de! la! mycorhize! nous! a! permis! d’identifier! des! gènes! marqueurs!

putatifs! de! l’interaction! ECM! peuplier@L.& bicolor.! L’identification! des! gènes!marqueurs! est!

essentielle! dans! la! compréhension! des! signaux! symbiotiques.! L’analyse! de! la! dynamique!

d’expression! de! ces! gènes! pourrait! permettre! d’identifier! des! molécules! signal! de!

l’interaction! ECM.! Particulièrement! dans! le! cas! de! la! symbiose! ECM! où! peu! de! données!

disponibles! concernant! les! signaux! symbiotiques! précoces! sont! connues! (Martin! &! Nehls,!

2009).!De!plus,!une!analyse!de!l’étude!sans!a&priori!des!gènes!régulés!dans!la!mycorhize!à!2!

et!3!semaines!de!co@culture!à!travers!l’analyse!de!l’ontologie!des!gènes!(GO)!et!des!voies!de!

réponse!des!différentes!hormones!est!en!cours!de!réalisation.!

!

2 RESULTATS&ET&DISCUSSION&

2.1 Analyse& des& gènes& différentiellement& exprimés& lors& de& la&

formation&de&la&mycorhize&

Après! 1! semaine! de! co@culture! avec! L.& bicolor,! l’analyse! transcriptomique! obtenue!

révèle! une! expression! différentielle! significative! pour! 39! gènes! (Figure! 40! et! Tableau! S4).!

Parmi! ces! 39! gènes,! 34! de! ces! gènes! présentent! une! accumulation! de! transcrits! plus!

importante! en! co@culture! avec! L.& bicolor,& comparée! au! conditions! témoins.! De! plus,! dans!

cette!liste,!14!gènes!ont!une!expression!spécifique!en!réponse!à!L.&bicolor&(c’est!à!dire!non!

exprimé!dans!les!racines!témoins!;!Tableau!S4).!Après!2!semaines!de!co@culture,!les!niveaux!

des!transcrits!de!75!gènes!sont!significativement!différents!entre!les!racines!en!co@culture!et!

les!racines!témoins!(Figure!40!et!Tableau!S5).!Pour!43!d’entre!eux,! l’expression!est! induite!

uniquement!lors!de!l’interaction!avec!L.&bicolor&(Tableau!S5).!Après!3!semaines,!7091!gènes!

sont!différentiellement!exprimés! (Figure!40).!Le! faible!nombre!de!gènes!différentiellement!

exprimés!après!1!ou!2!semaines!de!co@culture!pourrait!être!s’expliquer!par!l’existence!d’une!

variabilité!dans!la!cinétique!de!colonisation!du!champignon!au!sein!des!systèmes!racinaires!à!



Gènes*différenIellement*exprimés*après*2*semaines*de*coYculture*avec*L.+bicolor**

Nom*du*GO* Ontologie*du*gène*(GO)*
Nombre*de*gènes*

régulés*
GO:0030414* pepIdase*inhibitor*acIvity* 8*
GO:0004866* endopepIdase*inhibitor*acIvity* 8*
GO:0045735* nutrient*reservoir*acIvity* 7*
GO:0004857* enzyme*inhibitor*acIvity* 9*
GO:0050660* FAD*binding* 8*
GO:0004867* serineYtype*endopepIdase*inhibitor*acIvity* 5*
GO:0009611* response*to*wounding* 5*
GO:0009605* response*to*external*sImulus* 5*
GO:0030234* enzyme*regulator*acIvity* 9*
GO:0050662* coenzyme*binding* 8*
GO:0016491* oxidoreductase*acIvity* 15*
GO:0048037* cofactor*binding* 8*
GO:0006950* response*to*stress* 8*
GO:0050896* response*to*sImulus* 8*
GO:0004497* monooxygenase*acIvity* 5*
GO:0051252* regulaIon*of*RNA*metabolic*process* 8*
GO:0006355* regulaIon*of*transcripIon,*DNAYdependent* 8*
GO:0006351* transcripIon,*DNAYdependent* 8*
GO:0032774* RNA*biosyntheIc*process* 8*
GO:0004553* hydrolase*acIvity,*hydrolyzing*OYglycosyl*

compounds*
5*

GO:0003824* catalyIc*acIvity* 30*
GO:0016798* hydrolase*acIvity,*acIng*on*glycosyl*bonds* 5*
GO:0020037* heme*binding* 5*
GO:0046906* tetrapyrrole*binding* 5*
GO:0005506* iron*ion*binding* 5*
GO:0016070* RNA*metabolic*process* 8*

Gènes*différenIellements*régulés*après*3*semaines*de*coYculture*avec*L.+bicolor**

Nom*du*GO* DescripIon*du*GO*
Nombre*de*gènes*

régulés*
GO:0016798* hydrolase*acIvity,*acIng*on*glycosyl*bonds* 143*
GO:0004553* hydrolase*acIvity,*hydrolyzing*OYglycosyl*

compounds*
133*

GO:0046872* metal*ion*binding* 472*
GO:0043167* ion*binding* 472*
GO:0043169* caIon*binding* 472*
GO:0016491* oxidoreductase*acIvity* 382*
GO:0005975* carbohydrate*metabolic*process* 198*
GO:0005507* copper*ion*binding* 63*
GO:0005506* iron*ion*binding* 143*
GO:0046914* transiIon*metal*ion*binding* 395*
GO:0020037* heme*binding* 129*
GO:0046906* tetrapyrrole*binding* 129*
GO:0005976* polysaccharide*metabolic*process* 53*
GO:0016684* oxidoreductase*acIvity,*acIng*on*peroxide*as*

acceptor*
50*

GO:0004601* peroxidase*acIvity* 50*
GO:0004568* chiInase*acIvity* 16*
GO:0042221* response*to*chemical*sImulus* 93*
GO:0000272* polysaccharide*catabolic*process* 21*
GO:0015979* photosynthesis* 33*
GO:0006026* aminoglycan*catabolic*process* 16*
GO:0006030* chiIn*metabolic*process* 16*
GO:0006032* chiIn*catabolic*process* 16*
GO:0008061* chiIn*binding* 16*
GO:0030247* polysaccharide*binding* 16*
GO:0001871* pa\ern*binding* 16*
GO:0000786* nucleosome* 15*
GO:0032993* proteinYDNA*complex* 15*
GO:0009521* photosystem* 23*
GO:0006022* aminoglycan*metabolic*process* 16*
GO:0009579* thylakoid* 25*
GO:0006979* response*to*oxidaIve*stress* 46*
GO:0003777* microtubule*motor*acIvity* 37*
GO:0003774* motor*acIvity* 41*
GO:0003700* transcripIon*factor*acIvity* 171*
GO:0034357* photosyntheIc*membrane* 23*
GO:0008152* metabolic*process* 1567*
GO:0055114* oxidaIon*reducIon* 179*
GO:0007018* microtubuleYbased*movement* 33*
GO:0003824* catalyIc*acIvity* 1522*
GO:0007017* microtubuleYbased*process* 37*
GO:0034728* nucleosome*organizaIon* 17*
GO:0065004* proteinYDNA*complex*assembly* 17*
GO:0031497* chromaIn*assembly* 17*
GO:0006334* nucleosome*assembly* 17*
GO:0006323* DNA*packaging* 17*
GO:0016209* anIoxidant*acIvity* 51*

Tableau% 2% :* Descrip8ons% des% gènes%
différen8ellement% exprimés% dans% les%
racines%de%peuplier%à%2%et%3%semaines%
de%de%coPculture%avec%L.&bicolor&
L’analyse*des*GOs**
(pour* Gene* Ontologie* ;*
h\p://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/*;*Du*
et+al.*2010)*a*été*réalisée.*A*1*semaine*
de* coYculture* avec* L.+ bicolor,+ du* au*
peIt* échanIllon* de* gènes* régulés* on*
ne*peut*idenIfier*d’enrichissement*en*
GO.**

GO*idenIfié*enrichi*dans*la*liste*de*gènes*
différenIellement*exprimés*à*2*et*3*semaine*

de*coYculture*avec*L.+bicolor*



Gènes*différenIellement*exprimés*après*3*semaines*de*coYculture*avec*L.+bicolor*suite*
Nom*du*GO* GO* Nombre*de*gènes*régulés*
GO:0009523* photosystem*II* 16*
GO:0004857* enzyme*inhibitor*acIvity* 56*
GO:0003676* nucleic*acid*binding* 562*
GO:0004867* serineYtype*endopepIdase*inhibitor*acIvity* 15*
GO:0030234* enzyme*regulator*acIvity* 79*
GO:0045449* regulaIon*of*transcripIon* 309*
GO:0019219* regulaIon*of*nucleobase,*nucleoside,*nucleoIde*and*

nucleic*acid*metabolic*process*
309*

GO:0051171* regulaIon*of*nitrogen*compound*metabolic*process* 309*
GO:0016052* carbohydrate*catabolic*process* 34*
GO:0030528* transcripIon*regulator*acIvity* 233*
GO:0004497* monooxygenase*acIvity* 87*
GO:0010556* regulaIon*of*macromolecule*biosyntheIc*process* 309*
GO:0009889* regulaIon*of*biosyntheIc*process* 309*
GO:0031326* regulaIon*of*cellular*biosyntheIc*process* 309*
GO:0031323* regulaIon*of*cellular*metabolic*process* 312*
GO:0010468* regulaIon*of*gene*expression* 309*
GO:0044436* thylakoid*part* 15*
GO:0050896* response*to*sImulus* 170*
GO:0006950* response*to*stress* 140*
GO:0006355* regulaIon*of*transcripIon,*DNAYdependent* 196*
GO:0051252* regulaIon*of*RNA*metabolic*process* 196*
GO:0009055* electron*carrier*acIvity* 139*
GO:0071554* cell*wall*organizaIon*or*biogenesis* 48*
GO:0009611* response*to*wounding* 13*
GO:0043565* sequenceYspecific*DNA*binding* 121*
GO:0005509* calcium*ion*binding* 20*
GO:0016787* hydrolase*acIvity* 487*
GO:0006350* transcripIon* 324*
GO:0006351* transcripIon,*DNAYdependent* 203*
GO:0009415* response*to*water* 26*
GO:0009605* response*to*external*sImulus* 13*
GO:0032774* RNA*biosyntheIc*process* 203*
GO:0009654* oxygen*evolving*complex* 11*
GO:0009628* response*to*abioIc*sImulus* 35*
GO:0006073* cellular*glucan*metabolic*process* 31*
GO:0044042* glucan*metabolic*process* 31*
GO:0016998* cell*wall*macromolecule*catabolic*process* 22*
GO:0003677* DNA*binding* 341*
GO:0044264* cellular*polysaccharide*metabolic*process* 32*
GO:0044036* cell*wall*macromolecule*metabolic*process* 22*
GO:0071103* DNA*conformaIon*change* 17*
GO:0005375* copper*ion*transmembrane*transporter*acIvity* 6*
GO:0019898* extrinsic*to*membrane* 9*
GO:0016160* amylase*acIvity* 10*
GO:0080090* regulaIon*of*primary*metabolic*process* 311*
GO:0009269* response*to*desiccaIon* 23*
GO:0009414* response*to*water*deprivaIon* 23*
GO:0005618* cell*wall* 37*
GO:0000785* chromaIn* 15*
GO:0019222* regulaIon*of*metabolic*process* 314*
GO:0060255* regulaIon*of*macromolecule*metabolic*process* 311*
GO:0030001* metal*ion*transport* 50*
GO:0004506* squalene*monooxygenase*acIvity* 7*
GO:0019104* DNA*NYglycosylase*acIvity* 8*
GO:0016760* cellulose*synthase*(UDPYforming)*acIvity* 15*
GO:0016759* cellulose*synthase*acIvity* 15*
GO:0008725* DNAY3Ymethyladenine*glycosylase*I*acIvity* 7*
GO:0004556* alphaYamylase*acIvity* 5*
GO:0015018* galactosylgalactosylxylosylprotein*3YbetaY

glucuronosyltransferase*acIvity*
5*

GO:0015020* glucuronosyltransferase*acIvity* 5*
GO:0016070* RNA*metabolic*process* 240*
GO:0016758* transferase*acIvity,*transferring*hexosyl*groups* 60*
GO:0004091* carboxylesterase*acIvity* 49*
GO:0030312* external*encapsulaIng*structure* 41*
GO:0006333* chromaIn*assembly*or*disassembly* 17*
GO:0003905* alkylbase*DNA*NYglycosylase*acIvity* 7*
GO:0006825* copper*ion*transport* 6*
GO:0030599* pecInesterase*acIvity* 36*
GO:0016757* transferase*acIvity,*transferring*glycosyl*groups* 75*
GO:0016705* oxidoreductase*acIvity,*acIng*on*paired*donors,*with*

incorporaIon*or*reducIon*of*molecular*oxygen*
11*

GO:0005085* guanylYnucleoIde*exchange*factor*acIvity* 11*
GO:0005576* extracellular*region* 22*
GO:0004866* endopepIdase*inhibitor*acIvity* 21*
GO:0030414* pepIdase*inhibitor*acIvity* 21*
GO:0008194* UDPYglycosyltransferase*acIvity* 29*
GO:0016799* hydrolase*acIvity,*hydrolyzing*NYglycosyl*compounds* 8*
GO:0005089* Rho*guanylYnucleoIde*exchange*factor*acIvity* 8*
GO:0005088* Ras*guanylYnucleoIde*exchange*factor*acIvity* 8*
GO:0008234* cysteineYtype*pepIdase*acIvity* 23*
GO:0048046* apoplast* 14*

Tableau%2%suite%***
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1! et! 2! semaines.! En! effet,! nous! avons! observé! différents! stades! de! formation! de! la!

mycorhize,! après! 1! et! 2! semaines! de! co@culture! (Partie! II).! A! ces! temps! de! co@culture,! le!

système!racinaire!entier!des!plantes!a!été!récolté,! il!serait!donc!plus!judicieux!à!l’avenir!de!

comparer! les! stades! morphologiques! afin! d’identifier! des! gènes! régulés,! spécifiques! de!

chacun!des!stades.!!

L’analyse!des!GOs!(pour!Gene!Ontologie! ;!http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/! ;!Du!et&

al.,!2010)!a!été!réalisée!afin!d’évaluer!les!processus!cellulaires!pouvant!être!impliqués!dans!

la! formation!de! la!mycorhize.!A!1! semaine!de!co@culture!avec!L.&bicolor,&nous!n’avons!pas!

identifié! d’enrichissement! en! GO,! du! au! faible! nombre! de! gènes! régulés.! Cependant,! les!

gènes! correspondent,! entre! autres,! à! des! activités! inhibitrices! d’enzymes,! de! réponse! à! la!

blessure!et!aux!stimuli&extérieurs.!Après!deux!et! trois! semaines,!un!enrichissement!de!ces!

GOs!a!aussi!été!observé! (Tableau!2).!De!plus,! la!majorité!des!processus! identifiés!dans! les!

gènes!régulés!à!2!semaines!de!co@culture!sont!identifiés!pour!les!gènes!régulés!à!3!semaines!

de! co@culture! (Tableau!2!;! lignes! grises).!On!peut!noter! la!présence!de!GO!des! voies!de! la!

transcription! (GO:0051252! ;! GO:0006355!;! ! GO:0032774! ;! GO:0004553)! suggérant! un! fort!

remodelage!de! l’expression!des!gènes! lors!de! la! formation!de! la!mycorhize.!A!3!semaines,!

correspondant! au! stade! de! mycorhize! mature,! des! GOs! correspondant! à! des! voies! du!

métabolisme!de!l’azote,!des!polysaccharides!et!des!macro@molécules,!sont!enrichis!(Tableau!

2).!Ces!analyses!sont!en!accord!avec!la!fonction!symbiotique!de!la!mycorhize.!

2.2 Identification&de&gènes&marqueurs&de&la&symbiose&ECM&peuplier[L.!

bicolor&

Parmi! les! gènes! différentiellement! exprimés! après! 1,! 2! et! 3! semaines! de! co@culure!

avec!L.& bicolor,! 17! gènes! sont! communs!à! tous! les! stades! (Figure!40).! Parmi! ces! 17! gènes!

(Tableau!3),!3!gènes!codent!des!protéines!impliquées!dans!les!voies!métaboliques!associées!

à!l’auxine!(Tableau!3!;!gènes!en!gras).!Le!niveau!des!transcrits!de!PtaGH3S1!s’accumule!dans!

les!racines!après!1,!2!et!3!semaines!de!co@culture.!De!plus,&la!cinétique!de!transcriptomique!

à!1!et!2!semaines!confirme!donc!la!réponse!de!la!plante!à!L.&bicolor&par!une!augmentation!de!

l’expression!d’une!enzyme!la!conjugaison!de!l’AIA,!comme!il!a!été!observé!dans!les!données!

métabolomiques!à!1!semaine!en!contact!direct!et!indirect!(Partie!I!;!Figure!5).!PtaGH3S1!est!



Tableau% 3% :% L’analyse% globale% des% gènes% différen8ellement% exprimés% dans% la% ciné8que% de% la%
forma8on%de%la%mycorhize%révèle%des%gènes%marqueurs%poten8els%de%la%symbiose%ECM%

Nom*du*
gènea** Gene*IDb** Gene*IDc* A.%thaliana%gene*IDd* A.%thaliana%

gene*name*

Expression*
dans*les*
racines*

témoins*à*1*
semaine*

Expression*
dans*les*
racines*

témoins*à*2*
semaines*

Expression*
dans*les*
racines*

témoins*à*3*
semaines*

POPTR_0010s20860.1% Potri.010G201000.1% AT1G17010.1% nd* nd* 368*

POPTR_0019s10730.1% Potri.019G078600.1% AT5G36110.1% AtCYP716A1* 552* 495* 566*
PtaIFS1.45%
CYP81S8% POPTR_0005s18730.1% Potri.005G143900.1% AT4G37370.1% CYP81D8* 845* 330* 476*

POPTR_0006s22880.1*% Potri.006G212200.1% AT2G38870.1% nd* nd* nd*

POPTR_0006s22860.1*% Potri.006G212000.1% AT2G38870.1% 361* nd* nd*

POPTR_0002s07360.1*% Potri.002G072800.1% AT1G21460.1% AtSWEET1* nd* nd* nd*

POPTR_0002s07350.1*% Potri.002G072600.1% AT1G21460.1% AtSWEET1* nd* nd* nd*

POPTR_0002s07370.1*% Potri.002G072700.1% AT1G21460.1% AtSWEET1* nd* nd* nd*

POPTR_0013s04910.1*%
Pas*de*blast*dans*la*

version*V9.0* AT5G39110.1% 4343* 2424* 5172*

POPTR_0013s04920.1*% Potri.013G052100.1% AT5G39110.1% 2131* 981* 2538*

POPTR_0455s00200.1# Potri.010G153700.1# AT3G53480.1#
AtPDR9/
ABCG37' nd' nd' nd'

POPTR_0010s16340.1# Potri.010G153600.1# AT3G53480.1#
AtPDR9/
ABCG37' 316' nd' nd'

POPTR_0013s04880.1*% Potri.013G052300.1% AT3G05950.1% 2798* 1452* 3377*

POPTR_0013s04870.1*% Potri.T151800.1% AT5G39110.1% 2934* 1448* 3192*

PtaGH3>1# POPTR_0007s10350.1# Potri.007G050300.1# AT2G14960.1# AtGH3L1' 3498' 2907' 3969'

POPTR_0011s04090.1%
Pas*de*blast*dans*la*

version*V9.0*
Pas*de*blast*dans*
arabidopsis** 870* 522* 3097*

POPTR_0014s02640.1% Potri.014G026600.1% AT5G67360.1% ARA12* nd* nd* nd*
aNom*du*gène*annoté*dans*la*version*9.0*du*gènome*du*peuplier*disponnible*sur*Phytozome;**bGene*modele*de*la*version*7.0;*cGene*

modéle*de*la*version*V9.0,*d*A.*thaliana*gene*ID*orhologue*to*Populus*gene*ID*(Phytozome*annotation).*nd:*non*détecté*(random<300).*Les*
étoiles*représentent*une*possibilité*d'hybridation*croisées*des*amorces*sur*la*puce*
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Figure% 41% :% L’analyse% globale% des%
gènes%régulés%dans% la%ciné8que%de% la%
forma8on%de%la%mycorhize%révèle%des%
gènes%dont%l’ac8vité%est%spécifique%de%
l’interac8on%avec%L.&bicolor%
RaIo* de* l’absorbance* des* transcrits*
quanIfié*pour*les*6*gènes*régulés*à*1,*
2*et*3*semaines*de* la*formaIon*de* la*
mycorhize,* dont* l’expression* dans* la*
racine* du* peuplier* est* spécifique* à*
l’interacIon* avec* L.+ bicolor,*
(l’expression*des*racines*contrôles*à*1,*
2* et* 3* semaines* possède* une*
fluorescence*<*300)*
Les*gènes*sont*considérés*régulés*si*ils*
suivent*les*critères*suivants*:*raIo*>*2*
et* que* le* test* ANOVA* corrigé* de*
Benjamini* et* Hochberg* (pUvalue+ <*
0,05).*

3*



! 115!

un!gène!de!réponse!à! l’accumulation!d’auxine!chez! le!peuplier!(Partie! I!;!Figure!S1).!Ce&qui&

suggère&une&réponse&à&l’auxine&dans&la&plante&quelque&soit&le&stade&de&la&mycorhize.!

Potri.010G153600.1!et!Potri.010G153700.1!présentent!une!très!forte!homologie!avec!

AtPDR9/ABCG37& d’A.& thaliana.! Il! a! été! décrit! que& AtPDR9/ABCG37& code& un! transporteur!

d’IBA!(Ruzicka!et&al.,!2010).!De!par! leurs! localisations!polarisées!à! la!membrane!plasmique!

dans! l’épiderme! et! la! coiffe! latérale! de! la! racine! vers! l’extérieur,! il! a! été! suggéré! que! ces!!

transporteurs!joueraient!un!rôle!dans!le!transport!de!l’IBA!vers!la!rhizosphère!(Ruzicka!et&al.,!

2010).!Récemment,! il! a!été!montré!que!AtPDR9/ABCG37! intervient!dans! l’homéostasie!du!

Fer,! en! transportant! un! composé! phénolique,! la! scopoluntine! à! l’extérieur! de! la! racine!

(Fourcroy&et&al.!2013).!La!modification!de!l’expression!de!PtaABGG37&a!été!confirmée!dans!la!

mycorhize!mature!(Partie!I!;!FigureS2).!PtaABCG37!serait&un&bon&candidat&dans&les&échanges&

de&signaux&entre&les&racines&de&peuplier&et&L.!bicolor.&

De! façon! intéressante,! le! niveau!d’expression!de!PtaGH3S1&et!PtaABCG37&est! aussi&

augmenté!après!3!jours!de!contact!indirect!avec!L.&bicolor&(Felten!et&al.,!2009).!Ainsi!PtaGH3S

1&et!PtaABCG37! peuvent! être! considérés! comme!des!marqueurs! précoces! de! l’interaction!

peuplier@L.&bicolor.!

! Parmi! les! 17! gènes! différentiellement! exprimés! aux! 3! stades! de! la! colonisation!

(Tableau! 3),! 6! gènes! possèdent! un! niveau! de! fluorescence! <! 300,! indiquant! une! absence!

d’expression! de! ces! gènes! dans! les! racines! de! peupliers! témoins.! Leurs! expressions! sont!

donc!induites!spécifiquement!dès!les!premières!étapes!de!l’interaction,!puis!est!maintenue!

au! cours! de! la! formation!du! réseau!de!Hartig! (Figure! 41).! Il! s’agit! de!Potri.014G026600.1,&

Potri.002G072800.1,& Potri.002G072600.1,& Potri.002G072700.1,& Potri.006G212200.1& et&

Potri.010G153700.1.&

Parmi!ces!gènes,!Potri.014G026600.1,!que!j’ai!nommé!Pta12,!présente!une!très!forte!

homologie! avec! ARA12! d’A.& thaliana.& ARA12& code& une! subtilisne! et! son! expression! est!

modulée!en!réponse!aux!jasmonates!et!aux!métaux!lourds!(Golldack!et&al.,!2003).!De!façon!

intéressante,! il! a! été!montré! dans! l’interaction! des! plantes! actinorhiziennes! avec! Frankia,&

que!Ag12!(d’Alnus&glutinosa)!et!Cg12!(de!Casuarina&glauca)!sont!des!gènes!marqueurs!de!la!

symbiose!actinorhizienne!(Ribeiro!et&al.,!1995!;!Laplaze!et&al.,!2000!;!Svistoonoff!et&al.,!2003).!

L’ensemble! de! ces! données! nous! amène! à! suggérer! Pta12! comme! gène@marqueur! de! la!

symbiose! ECM! entre! le! peuplier! et! L.& bicolor.&Néanmoins,! l’expression! de! Cg12! n’est! pas!
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induite!en!réponse!au!champignon!ECM!Pisolithus&alba&dans!les!racines!de!Casuarina&glauca&

(Svistoonoff!et&al.,!2003).!!

L’expression!de!Potri.002G072800.1,&Potri.002G072600.1&et& Potri.002G072700.1! est!

aussi!induite!spécifiquement!dans!les!racines!de!peuplier!en!contact!avec!L.&bicolor!(Tableau!

3!et! Figure!41).!Ces!3!gènes! sont!des!orthologues!de!AtSWEET1&chez&A.& thaliana! et!MtN3&

chez&Medicago&truncatula.!MtN3&est!considéré!comme!un!gène!marqueur!de! la! formation!

du!nodule!dans! les! racines!de!Medicago& truncatula& (Gamas!et&al.,!1996).!De!plus,! certains!

orthologues!de!ces!gènes!dans!d’autres!plantes!hôtes!sont!différentiellement!exprimés!dans!

d’autres! interactions!ECMs! (A.!Kohler,! communication!personnelle).!Ces!gènes! seraient!de!

bons! candidats! à! étudier! comme! gènes!marqueurs! de! la! réponse! à! L.& bicolor& ainsi! qu’en!

réponse! à! d’autres! champignons! ECMs.! De! plus,! la! fonction! des! AtSWEET! comme!

transporteurs!de!saccharose! (Baker!et&al.,!2012)!en! fait!des!candidats!de!choix!dans!notre!

contexte!symbiotique.!

Parallèlement,! l’expression! de& Potri.006G212200.1&dans! les! racines! de! peuplier! est!

aussi! spécifique!à! l’interaction!avec!L.&bicolor& (Tableau!3!et!Figure!42).!Ce!gène!code!pour!

une!protéine!orthologue!à!un!peptide!prédit!de! la! sous! famille!des!PR6! (pour!Pathogenic@

Related!6!;!Chassot!et&al.,!2007).!L’expression!de!ce!gène!n’est!pas!induite!après!3!jours!de!

contact! indirect! avec!L.& bicolor& (Felten!et&al.,! 2009),!mais! il! est!différentiellement!exprimé!

dans! les! mycorhizes! matures! peuplier@L.& bicolor,! obtenues! en! serres! (A.! Kohler,!

communication! personnelle).! Bien! que! ces! données! doivent! être! confirmées,! nous!

suggérons!que!l’expression!de!ce!gène!est!modulée!lors!d’un!contact!direct!avec!les!hyphes!

fongiques.!!

Ainsi,& à& partir& de& l’analyse& des& données& transcriptomiques,& nous& avons& débuté&

l’identification&de&gènes&marqueurs&de&la&réponse&du&peuplier&au&contact&direct&ou&indirect&

avec&L.!bicolor.! Il!serait!maintenant!nécessaire!de!confirmer! leur!cinétique!d’expression!en!

réponse!à!L.&bicolor&et!aussi!d’examiner!la!localisation!de!leur!expression!dans!les!racines!en!

réponse! à! L.& bicolor.! De! plus,! les! expressions! des! orthologues! de! ces! gènes! dans! d’autres!

modèles! d’études! ECMs! seraient! intéressantes! à! tester! afin! d’identifier! des! marqueurs!

communs!des!interactions!ECMs.!!

!



Mycorhize'
mature'

IAA' Mja' ACC' CK' ABA' GA' BR'

791* 1518* 540* 498* 2934* 125* 655*
Mycorhize'
mature'

315* 623* 208* 170* 1012* 35* 267*

IAA* 0* 138* 72* 39* 148* 16* 62*
Mja** 0* 80* 64* 310* 16* 96*
ACC* 0* 32* 89* 11* 46*
CK* 0* 75* 4* 23*
ABA* 0* 23* 112*
GA* 0,4* 10*
BR* 0*

Tableau%4%:%Analyses%préliminaires%des%interac8ons%hormonales%dans%la%mycorhize%mature*
La*deuxième*colonne*(gris*claire)*indique*les*valeurs*de*pUvalue*pour*le*test*de*corrélaIon*effectué*entre*les*
gènes* régulés* dans* la* mycorhize* mature* et* les* gènes* de* réponse* aux* différentes* hormones:*
Métyljasmonates* (Mja),* à* l’ACC* (pour* 1YAminoYCyclopropaneYCarboxylate* ;* intermédiaire* direct* de*
l’éthylène),*aux*cytokinines*(CK),*à*l’acide*abscissique*(ABA),*aux*gibbérellines*(GA)*et*aux*bassinostéroïdes*
(BR*;*Nemhauser*et+al.,*2006).*L’effecIf*des*gènes*de*réponse*aux*hormones*est*indiqué*dans*la*deuxième*
ligne.*La*matrice*en*gris*représente*le*nombre*de*gènes*de*réponse*en*commun*aux*différentes*hormones*
étudiée*deux*à*deux,*dans*les*gènes*régulés*dans*la*mycorhize*mature.*
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2.3 Gènes&dont&l’expression&est&uniquement&induite&dans&la&mycorhize&

mature&

Dans! les! 7091! gènes! différentiellement! exprimés! dans! les! mycorhizes! (Partie! I),!

l’expression!de!577!gènes!est!uniquement! induite!au!cours!de! l’interaction!avec!L.&bicolor,!

c’est@à@dire& non! exprimés! dans! les! racines! témoins.! Parmi! ces! gènes,! 466! s’expriment!

exclusivement! dans! la! mycorhize! mature! à! 3! semaines.! Parmi! ces! gènes,! un! nombre!

important!de!gènes! (17!gènes)!codent!pour!des! facteurs!de!transcription!de!type!AP2/ERF!

(pour! APetala! 2/Ethylene@Responsive! element! binding! Factor)! dont! PtaERF1,& PtaERF24,&

PtaERF21,& PtaERF16,& PtaABR1! (pour! ABA! Response! Factor! 1)! et!PtaCRF2! (pour! Cytokinine!

Response!Factor!2),!de! la! famille!des! facteurs!de!transcription!à!domaine!GRAS!(GAI,!RGA,!

SCR)!tels!qu’un!membre!de!la!sous!famille!des!SCR!(pour!SCRarecrow)!et!des!MADS!box!dont!

PtaAGL94! (pour!Agamous!Like!94).!Des!gènes!codant!des!transporteurs!de!nitrate!tels!que!

PtaNRT1:2! et! une! nitrilase! (PtaNIT4),! présente! aussi! une! forte! expression! spécifique! à! la!

mycorhize!mature,!en!accord!avec!sa!fonction!symbiotique.!

Parmi! ces! gènes! candidats,! nous! avons! donc! identifié! un! nombre! important! de!

facteurs! de! transcription! qui! sont! connus! dans! A.& thaliana! pour! être! impliqués! dans! la!

réponse!à!différentes!voies!hormonales!tels!que!l’éthylène,! les!gibbérellines!(GA)!et! l’acide!

abscicique!(ABA).!!

2.4 L’analyse&des&données&transcriptomiques&suggère&des&interactions&

hormonales&dans&la&mycorhize&mature&&

! Parmi! les!gènes!dont! l’expression!est!différentielle!dans! la!mycorhize!mature,!nous!

avons!analysé!l’enrichissement!des!gènes!de!réponse!à!l’auxine!(AIA),!au!Méthyljasmonates!

(Mja),! à! l’ACC! (pour! 1@Amino@Cyclopropane@Carboxylate!;! intermédiaire! direct! de! la!

biosynthèse! de! l’éthylène),! aux! cytokinines! (CK),! à! l’acide! abscissique! (ABA),! aux!

gibbérellines! (GA)! et! au! bassinostéroïdes! (BR)! en! utilisant! un! test! de! randomisation! (voir!

Matériels!et!Méthodes!Partie! I).!Comme!décrit!précédemment!dans!ce!manuscrit,!pour!ce!

test!nous!avons!utilisé!les!listes!de!gènes!de!réponse!aux!différentes!hormones!disponibles!



Figure%42%:%Regroupement%des%gènes%régulées%dans%la%mycorhize%et%en%réponse%aux%différentes%hormones%
(A)* Analyse* en* Average* linkage* clustering* (GENESIS* ;* Sturn* et+ al.,* 2002)* des* gènes* différenIellement* régulés* dans* la*
mycorhize*mature*dont*l’orthologue*dans*A.+thaliana+est*idenIfié*comme*un*gène*de*réponse*à*au*moins*une*hormone.*
B* à* D* :* Zone* d'intérêt* de* ce* regroupement.* Auxine* (AIA),*Métyljasmonates* (Mja),* l’ACC* (pour* 1YAminoYCyclopropaneY
Carboxylate*;*intermédiaire*direct*de*la*biosynthèse*de*l’éthylène),*aux*cytokinines*(CK),*à*l’acide*abscissique*(ABA),*aux*
gibbérellines*(GA)*et*au*bassinostéroïdes*(BR*;*Nemhauser*et+al.,*2006).*La*couleur*rouge*représente*une*accumulaIon*
plus* importante*des* transcrits*et* la* couleur*verte*une*accumulaIon*moins* importante*des* transcrits*dans* la* condiIon*
testée.%

A% B%

C%

D%
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dans! le! modéle! A.& thaliana& (Nemhauser! et& al.,! 2006).! Un! enrichissement! des! gènes! de!

réponse!de!l’ensemble!des!hormones!étudiées!a!été!identifié!dans!la!mycorhize!mature!(pS

value=0),!excepté!pour! les!GA! (pSvalue=0,4!;!Tableau!4).! Les! résultats!obtenus!pour! les!GA!

s’expliquent!par!le!faible!nombre!de!gènes!de!réponse!identifiés!dans!l’étude!de!Nemhauser!

et! ses! collaborateurs! (125! gènes).! Ces! données! suggèrent! que! la! mise! en! place! et! le!

fonctionnement! de! l’ECM! affectent! profondément! l’homéostasie,! non! seulement! de!

l’auxine,!mais!de! la!majorité!des!hormones.!Cette!étude! in&silico&de! l’analyse!des!gènes!de!

réponse!aux!différentes!hormones!suggère!un!réseau!complexe!des!voies!hormonales!de!la!

plante! dans! la! racine! ECM.! Des! données! précédentes! avaient! été! obtenues! dans! ce! sens,!

dans!d’autres!modèles!d’interaction!(Duplessis!et&al.,!2005!;!Le!Quéré!et&al.,!2005!;!Tarkka!et&

al.,!2013).!!

La!figure!42!représente!l’analyse!en!Average!linkage!clustering!(GENESIS!;!Sturn!et&al.,!

2002)! qui! regroupe! différences! réponses! des! hormones,! selon! leurs! expressions! ! dans! la!

mycorhize!mature.!Etant!donné! le!faible!nombre!de!gènes!régulés!en!réponse!à!toutes! les!

hormones,!il!est!difficile!de!regrouper!les!gènes!(Figure!42A).!Des!analyses!plus!précises!pour!

trouver! des! groupes! de! gènes! candidats! de! ces! régulations! sont! en! cours! (Figures! 42B! à!

42D).! Ces! analyses! pourraient! nous! permettre! d’identifier! des! gènes! toujours! régulés! en!

réponse!à!un!stress!biotique!et!abiotique!dans!la!racine!de!peuplier!(Figure!42D).!Mais!aussi,!

des! candidats! putatifs! impliqués! dans! la! croissance! racinaire! pourrait! être! identifiés! en!

comparant! les! gènes! régulés! différemment! selon! que! l’hormone! est! un! effet! positif! ou!

négatif!sur!la!croissance.!Ces!hypothèses!seront!à!valider!en!quantifiant!l’expression!de!ces!

gènes! de! réponse! aux! différentes! hormones! dans! les! racines! de! peuplier.! Des! études!

globales!de! l’expression!des!gènes!dans! les!racines!de!peuplier!traitées!à! l’ACC!et!à! l’acide!

jasmonique! sont! en! cours! au! laboratoire! (A.! Kohler,! communication! personnelle).! Peu! de!

données! sont! disponibles! chez! le! peuplier,! l’analyse! globale! de! l’expression! des! gènes! de!

réponse!aux!différentes!hormones!dans!les!différents!tissus!pourrait!être!un!atout!pour!les!

recherches!futures.!

!



Gene*ID
b
** Gene*ID

c
*

Arabidopsis*

gene*ID
d
*

Rapport
e
*

test*ANOVA*

Benjamini*

et*

Hochberg*

Expression*
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racines*

témoin*à*1*

semaine
f
*

Expression*
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racines*en*
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1*semaine
f
*

Possibilité**

d’hybridaIo

n*croisée*des*

amorces*sur*

la*puce*

A.+thaliana*annotaIong+

POPTR_0011s15940* Potri.011G155900.1* AT4G20800.1* 24,98* 0,0240* nd* 343* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0002s07370* Potri.002G072700.1* AT1G21460.1* 23,27* 0,0207* nd* 2264* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0014s02640* Potri.014G026600.1* AT5G67360.1* 17,57* 0,0026* nd* 1517* ARA12;*serineYtype*endopepIdase*

POPTR_0002s07360* Potri.002G072800.1* AT1G21460.1* 17,57* 0,0166* nd* 3072* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0002s07350* Potri.002G072600.1* AT1G21460.1* 17,22* 0,0440* nd* 2398* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0010s20860* Potri.010G201000.1* AT1G17010.1* 16,77* 0,0061* nd* 1616*
oxidoreductase,*2OGYFe(II)*oxygenase*

family*protein*

POPTR_0017s13320* Potri.017G098800.1* AT3G29970.1* 13,57* 0,0006* nd* 3934* germinaIon*proteinYrelated*

no*blast*hit* no*blast*hit* AT2G38870.1* 11,61* 0,0222* nd* 2183* x* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0004s17430* Potri.004G167000.1* AT3G29970.1* 11,27* 0,0038* nd* 3068* germinaIon*proteinYrelated*

POPTR_0019s10730* Potri.019G078600.1* AT5G36110.1* 11,24* 0,0000* 552* 6206*

CYP716A1;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0010s20850* Potri.010G200900.1* AT3G21420.1* 11,08* 0,0442* nd* 450*
oxidoreductase,*2OGYFe(II)*oxygenase*

family*protein*

POPTR_0455s00200* Potri.010G153700.1* AT3G53480.1* 10,96* 0,0219* nd* 2394*

PDR9*(PLEIOTROPIC*DRUG*RESISTANCE*

9);*ATPase,*coupled*to*transmembrane*

movement*of*substances*

POPTR_0010s11550* Potri.010G104800.1* AT1G68040.1* 10,60* 0,0101* nd* 1218*
SYadenosylYLYmethionine:carboxyl*

methyltransferase*family*protein*

POPTR_0001s24120* Potri.001G234500.1* AT2G28630.1* 10,11* 0,0101* nd* 2033*

KCS12*(3YKETOACYLYCOA*SYNTHASE*

12);*acyltransferase/*catalyIc/*

transferase,*transferring*acyl*groups*

other*than*aminoYacyl*groups*

POPTR_0006s22880* Potri.006G212200.1* AT2G38870.1* 9,15* 0,0451* 361* 3303* x* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0004s11630* Potri.004G117300.1* AT4G23180.1* 8,83* 0,0440* nd* 808*

CRK10*(CYSTEINEYRICH*RLK10);*ATP*

binding*/*kinase/*protein*kinase/*

protein*serine/threonine*kinase/*

protein*tyrosine*kinase*

POPTR_0010s16340* Potri.010G153600.1* AT3G53480.1* 8,67* 0,0250* 316* 2736*

PDR9*(PLEIOTROPIC*DRUG*RESISTANCE*

9);*ATPase,*coupled*to*transmembrane*

movement*of*substances*

POPTR_0015s15430* Potri.015G120900.1* AT4G37760.1* 6,47* 0,0291* 368* 2378*
SQE3*(squalene*epoxidase*3);*squalene*

monooxygenase*

no*blast*hit* no*blast*hit*
no*arabidopsis*

blast*hit*
4,95* 0,0440* 870* 4310*

POPTR_0013s12670* Potri.013G122400.1* AT4G35160.1* 4,21* 0,0417* 967* 4071* OYmethyltransferase*family*2*protein*

POPTR_0021s00960* Potri.011G001500.1* AT5G36110.1* 4,19* 0,0291* 1413* 5925*

CYP716A1;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0013s04920* Potri.013G052100.1* AT5G39110.1* 3,97* 0,0166* 2131* 8465* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0013s04880* Potri.013G052300.1* AT3G05950.1* 3,84* 0,0030* 2798* 10742* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0013s04870* Potri.T151800.1* AT5G39110.1* 3,83* 0,0128* 2934* 11224* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0006s15610* Potri.006G151600.1* AT4G37370.1* 3,82* 0,0450* 845* 3223*

CYP81D8;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

no*blast*hit* no*blast*hit* AT5G53550.1* 3,40* 0,0258* 1965* 6691*
YSL3*(YELLOW*STRIPE*LIKE*3);*

oligopepIde*transporter*

POPTR_0011s07830* Potri.012G028300.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
3,31* 0,0118* 2717* 8999*

POPTR_0011s07830* Potri.012G028300.1* AT5G53550.1* 3,24* 0,0071* 2871* 9302* x*
YSL3*(YELLOW*STRIPE*LIKE*3);*

oligopepIde*transporter*

no*blast*hit* no*blast*hit* AT5G39110.1* 3,11* 0,0037* 4343* 13503* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0012s03180* Potri.012G024700.1* AT5G53550.1* 3,08* 0,0223* 2195* 6757* x*
YSL3*(YELLOW*STRIPE*LIKE*3);*

oligopepIde*transporter*

POPTR_0007s10350* Potri.007G050300.1* AT2G14960.1* 2,94* 0,0207* 3498* 10295* GH3.1*

POPTR_0014s06260* Potri.014G067100.1* AT2G45220.1* 2,72* 0,0100* 4337* 11783* pecInesterase*family*protein*

POPTR_0006s22860* Potri.006G212000.1* AT2G19590.1* 2,51* 0,0222* 5731* 14369*

ACO1*(ACC*OXIDASE*1);*1Y

aminocyclopropaneY1Ycarboxylate*

oxidase*

POPTR_0012s00700* Potri.012G006800.1* AT1G05260.1* 2,31* 0,0018* 8142* 18768*
RCI3*(RARE*COLD*INDUCIBLE*GENE*3);*

peroxidase*

POPTR_0014s06740* Potri.014G071700.1* AT3G60900.1* 0,26* 0,0303* 11148* 2931* FLA10*

POPTR_0001s13280* Potri.001G062100.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
0,15* 0,0442* 4429* 649*

POPTR_0021s00760* Potri.011G003300.1* AT1G11700.1* 0,11* 0,0205* 5170* 594* unknown*protein*

POPTR_0001s08430* Potri.001G112900.1* AT1G12560.1* 0,09* 0,0389* 10438* 954*
ATEXPA7*(ARABIDOPSIS*THALIANA*

EXPANSIN*A7)*

POPTR_0005s18730* Potri.005G143900.1* AT3G61430.1* 0,03* 0,0450* 1287* nd*
PIP1A*(PLASMA*MEMBRANE*INTRINSIC*

PROTEIN*1A);*water*channel*
a
Gene*modele*de*la*version*7.0;*

b
Gene*modéle*de*la*version*V9.0,*

d
*A.+thaliana*gene*ID*orhologue*du+Populus*gene*ID*(Phytozome*annotaIon),*

e
Rapport*de*la*

fluorescence*observée*en*condiIon*de*contact*avec*L.+bicolor*/*condiIon*control,*sans*L.+bicolor.**fLes*gène*possédant*une*valeur*de*fluoescence*<*300*est*considéré*
comme*non*détecté*(nd),*

g
TAIR*annotaIon*

Tableau% Supplémentaire% 4% :% Liste% des% gènes% du% peuplier% différen8ellement% exprimés% après% 1%
semaine%de%coPculture%avec%L.&bicolor%
Les*gènes*sont*considérés*différenIellement*exprimés*s’ils*suivent*les*critères*suivants*:*rapport*>*<*2*et*que*

le*test*ANOVA*corrigé*de*Benjamini*et*Hochberg*possède*une*pUvalue+<*0,05.*
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POPTR_0014s02640.1* Potri.014G026600.1* AT5G67360.1* 103,22* 0,0000* nd* 1577* ARA12;*serineYtype*endopepIdase*

POPTR_0010s20860.1* Potri.010G201000.1* AT1G17010.1* 68,65* 0,0002* nd* 3077*
oxidoreductase,*2OGYFe(II)*oxygenase*

family*protein*

POPTR_0006s22880.1* Potri.006G212200.1* AT2G38870.1* 54,46* 0,0011* nd* 2025* x* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0006s22860.1* Potri.006G212000.1* AT2G38870.1* 47,44* 0,0014* nd* 3002* x* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0006s25600.1* Potri.006G239500.1* AT4G28890.1* 46,05* 0,0002* nd* 692*
protein*binding*/*ubiquiInYprotein*ligase/*

zinc*ion*binding*

POPTR_0016s07970.1* Potri.016G078800.1* AT2G38870.1* 38,11* 0,0047* nd* 666* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0001s46360.1* Potri.001G459200.1* AT4G20800.1* 35,26* 0,0014* nd* 1032* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0016s07980.1* Potri.016G078900.1* AT2G38870.1* 34,91* 0,0140* nd* 1203* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0002s07360.1* Potri.002G072800.1* AT1G21460.1* 32,63* 0,0014* nd* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0016s07990.1* Potri.016G079100.1* AT2G38870.1* 32,48* 0,0210* nd* 1265* x* protease*inhibitor,*putaIve*

POPTR_0010s20850.1* Potri.010G200900.1* AT3G21420.1* 31,56* 0,0014* nd* 702*
oxidoreductase,*2OGYFe(II)*oxygenase*

family*protein*

POPTR_0002s07350.1* Potri.002G072600.1* AT1G21460.1* 28,75* 0,0015* nd* 1881* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0002s07370.1* Potri.002G072700.1* AT1G21460.1* 28,54* 0,0017* nd* 1693* x* nodulin*MtN3*family*protein*

POPTR_0016s04840.1* AT5G06800.1* 27,28* 0,0212* nd* 1381* myb*family*transcripIon*factor*

POPTR_0003s00530.1* Potri.T036800.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
27,09* 0,0071* nd* 1089*

POPTR_0004s05080.1* Potri.004G051500.1* AT5G28010.1* 27,06* 0,0333* nd* 1425* Bet*v*I*allergen*family*protein*

POPTR_0009s14940.1* Potri.009G147100.1* AT2G36380.1* 25,42* 0,0255* nd* 598*
PDR6;*ATPase,*coupled*to*transmembrane*

movement*of*substances*

POPTR_0003s00210.1* Potri.T036500.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
22,47* 0,0336* nd* 1096*

POPTR_0003s00200.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
20,49* 0,0045* nd* 3428*

POPTR_0003s00450.1* AT1G68840.1* 20,13* 0,0137* nd* 715*

RAV2*(REGULATOR*OF*THE*ATPASE*OF*THE*

VACUOLAR*MEMBRANE);*DNA*binding*/*

transcripIon*factor/*transcripIon*

repressor*

POPTR_0455s00200.1* Potri.010G153700.1* AT3G53480.1* 20,08* 0,0014* nd* 3699*

PDR9*(PLEIOTROPIC*DRUG*RESISTANCE*9);*

ATPase,*coupled*to*transmembrane*

movement*of*substances*

POPTR_0453s00230.1* AT5G06800.1* 20,01* 0,0142* nd* 2238* myb*family*transcripIon*factor*

POPTR_0016s01950.1* AT1G22340.1* 18,41* 0,0308* nd* 373*

AtUGT85A7*(UDPYglucosyl*transferase*

85A7);*UDPYglycosyltransferase/*

glucuronosyltransferase/*transferase,*

transferring*glycosyl*groups*

POPTR_0010s16340.1* Potri.010G153600.1* AT3G53480.1* 17,58* 0,0014* nd* 4104*

PDR9*(PLEIOTROPIC*DRUG*RESISTANCE*9);*

ATPase,*coupled*to*transmembrane*

movement*of*substances*

POPTR_0021s00520.1* Potri.011G005400.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
17,52* 0,0140* nd* 1121*

POPTR_0012s05940.1* Potri.012G062200.1* AT5G15630.1* 16,60* 0,0115* nd* 3364* IRX6*

POPTR_0021s00570.1* Potri.011G004900.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
16,30* 0,0048* nd* 1803* x*

POPTR_0001s46600.1* Potri.001G461700.1* AT4G20820.1* 15,79* 0,0155* nd* 1883* x* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0008s23030.1* Potri.008G213100.1* AT1G24020.1* 15,61* 0,0107* nd* 2815* MLP423*(MLPYLIKE*PROTEIN*423)*

POPTR_0021s00510.1* Potri.011G005500.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
15,44* 0,0049* nd* 1435* x*

POPTR_0011s16120.1* Potri.011G157900.1* AT5G44440.1* 15,19* 0,0336* nd* 1033* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0019s10730.1* Potri.019G078600.1* AT5G36110.1* 15,07* 0,0005* 495* 7458*

CYP716A1;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0007s03640.1* AT1G73260.1* 14,83* 0,0378* nd* 493*
trypsin*and*protease*inhibitor*family*

protein*/*Kunitz*family*protein*

POPTR_0001s46620.1* Potri.001G461900.1* AT4G20820.1* 13,16* 0,0115* nd* 2172* x* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0017s06760.1* Potri.017G040200.1* AT3G22060.1* 12,77* 0,0416* nd* 534* receptor*protein*kinaseYrelated*

POPTR_0217s00210.1* AT3G60140.1* 12,14* 0,0241* nd* 1102* x*

DIN2*(DARK*INDUCIBLE*2);*catalyIc/*caIon*

binding*/*hydrolase,*hydrolyzing*OYglycosyl*

compounds*

POPTR_0001s36280.1* Potri.001G335900.1* AT1G19250.1* 12,01* 0,0457* nd* 408*

FMO1*(FLAVINYDEPENDENT*

MONOOXYGENASE*1);*FAD*binding*/*NADP*

or*NADPH*binding*/*electron*carrier/*flavinY

containing*monooxygenase/*

monooxygenase/*oxidoreductase*

POPTR_0014s10440.1* Potri.014G108800.1* AT4G01575.1* 11,90* 0,0014* 732* 8705*
serine*protease*inhibitor,*KazalYtype*family*

protein*

POPTR_0004s18990.1* AT5G42260.1* 10,70* 0,0499* nd* 1151*

BGLU12*(BETA*GLUCOSIDASE*12);*catalyIc/*

caIon*binding*/*hydrolase,*hydrolyzing*OY

glycosyl*compounds*

Tableau% Supplémentaire% 5% :% Liste% des% gènes% du% peuplier% différen8ellement% exprimés% après% 2%
semaine%de%coPculture%avec%L.&bicolor%
Les*gènes*sont*considérés*différenIellement*exprimés*s’ils*suivent*les*critères*suivants*:*rapport*>*<*2*et*que*

le*test*ANOVA*corrigé*de*Benjamini*et*Hochberg*possède*une*pUvalue+<*0,05.*



Gene*ID
b
** Gene*ID

c
*

Arabidopsis*

gene*ID
d
*

Rappor

t
e
*

test*ANOVA*

Benjamini*

et*

Hochberg*

Expression*

dans*les*

racines*

témoin*à*2*

semaine
f
*

Expression*

dans*les*

racines*en*

coYculture*à*

2*semaine
f
*

Possibilité**

d’hybridaIon*

croisée*des*

amorces*sur*la*

puce*

A.+thaliana*annotaIong+

POPTR_0001s23080.1* Potri.001G223300.1* AT2G44480.1* 10,29* 0,0404* nd* 1665* x*

BGLU17*(BETA*GLUCOSIDASE*17);*

catalyIc/*caIon*binding*/*hydrolase,*

hydrolyzing*OYglycosyl*compounds*

POPTR_0019s02560.1* Potri.019G011000.1* AT1G73260.1* 10,11* 0,0310* nd* 1740*
trypsin*and*protease*inhibitor*family*

protein*/*Kunitz*family*protein*

POPTR_0001s23070.1* Potri.001G222900.1* AT5G42260.1* 10,10* 0,0394* nd* 1873* x*

BGLU12*(BETA*GLUCOSIDASE*12);*

catalyIc/*caIon*binding*/*hydrolase,*

hydrolyzing*OYglycosyl*compounds*

POPTR_0019s02570.1* Potri.019G010900.1* AT1G73260.1* 10,01* 0,0445* nd* 1695*
trypsin*and*protease*inhibitor*family*

protein*/*Kunitz*family*protein*

POPTR_0019s02590.1* Potri.019G010800.1* AT5G42260.1* 9,98* 0,0410* nd* 950*

BGLU12*(BETA*GLUCOSIDASE*12);*

catalyIc/*caIon*binding*/*hydrolase,*

hydrolyzing*OYglycosyl*compounds*

POPTR_0004s10900.1* Potri.T018600.1* AT5G42260.1* 9,94* 0,0333* nd* 1685* x*

BGLU12*(BETA*GLUCOSIDASE*12);*

catalyIc/*caIon*binding*/*hydrolase,*

hydrolyzing*OYglycosyl*compounds*

POPTR_0013s13990.1* Potri.013G136400.1* AT4G35160.1* 8,57* 0,0108* 618* 5297* x* OYmethyltransferase*family*2*protein*

POPTR_0013s14000.1* AT4G35160.1* 8,38* 0,0062* 561* 4701* x* OYmethyltransferase*family*2*protein*

POPTR_0005s18730.1* Potri.005G143900.1* AT4G37370.1* 8,06* 0,0248* 330* 2664*

CYP81D8;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0013s04920.1* Potri.013G052100.1* AT5G39110.1* 7,83* 0,0014* 981* 7686* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0021s00960.1* Potri.011G001500.1* AT5G36110.1* 7,55* 0,0104* 1032* 7786*

CYP716A1;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0001s27780.1* Potri.001G270900.1* AT4G15350.1* 7,10* 0,0155* 649* 4603*

CYP705A2;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0013s04870.1* Potri.T151800.1* AT5G39110.1* 6,88* 0,0016* 1448* 9955* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0011s04090.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
6,75* 0,0248* 522* 3521*

POPTR_0013s04880.1* Potri.013G052300.1* AT3G05950.1* 6,67* 0,0014* 1452* 9691* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0009s06940.1* Potri.009G065000.1* AT4G15350.1* 6,43* 0,0499* 956* 6141* x*

CYP705A2;*electron*carrier/*heme*

binding*/*iron*ion*binding*/*

monooxygenase/*oxygen*binding*

POPTR_0001s46910.1* Potri.001G464800.1* AT1G30700.1* 6,40* 0,0103* 658* 4210* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0013s12670.1* Potri.013G122400.1* AT4G35160.1* 6,22* 0,0115* 784* 4878* OYmethyltransferase*family*2*protein*

POPTR_0004s02300.1* AT4G23180.1* 5,94* 0,0404* 478* 2841*

CRK10*(CYSTEINEYRICH*RLK10);*ATP*

binding*/*kinase/*protein*kinase/*protein*

serine/threonine*kinase/*protein*tyrosine*

kinase*

POPTR_0001s46650.1* Potri.001G462100.1* AT4G20820.1* 5,29* 0,0171* 893* 4729* x* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0013s04910.1* AT5G39110.1* 5,26* 0,0014* 2424* 12740* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0014s10450.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
4,75* 0,0416* 1048* 4974*

POPTR_0001s46580.1* Potri.001G461500.1* AT4G20820.1* 4,54* 0,0173* 1180* 5359* x* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0007s10350.1* Potri.007G050300.1* AT2G14960.1* 4,27* 0,0043* 2907* 12411* GH3.1*

POPTR_0013s04840.1* Potri.013G051600.1* AT3G05950.1* 4,26* 0,0499* 1059* 4515* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0001s46610.1* Potri.001G461800.1* AT5G44440.1* 4,06* 0,0210* 2232* 9072* x* FADYbinding*domainYcontaining*protein*

POPTR_0487s00210.1* AT1G31130.1* 3,88* 0,0417* 1413* 5475* x* unknown*protein*

POPTR_0013s12510.1* Potri.013G120800.1* AT4G35160.1* 3,75* 0,0212* 2418* 9071* x* OYmethyltransferase*family*2*protein*

POPTR_0013s06000.1* Potri.013G063000.1* AT5G39130.1* 3,75* 0,0016* 2822* 10571* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_1158s00200.1* Potri.013G064100.1* AT5G39130.1* 3,65* 0,0210* 2464* 8996* x* germinYlike*protein,*putaIve*

POPTR_0014s06260.1* Potri.014G067100.1* AT2G45220.1* 3,61* 0,0014* 4056* 14625* pecInesterase*family*protein*

POPTR_0019s05170.1* Potri.019G036100.1* AT5G19790.1* 3,46* 0,0499* 2200* 7619*
RAP2.11*(related*to*AP2*11);*DNA*

binding*/*transcripIon*factor*

POPTR_0003s20330.1*
no*arabidopsis*

blast*hit*
2,92* 0,0324* 3712* 10830*

POPTR_0011s00410.1* Potri.011G026100.1* AT1G24020.1* 2,21* 0,0394* 5573* 12339* x* MLP423*(MLPYLIKE*PROTEIN*423)*

POPTR_0007s00740.1* Potri.007G111600.1* AT1G05670.1* 0,34* 0,0363* 8070* 2725*
UDPYglucoronosyl/UDPYglucosyl*

transferase*family*protein*

POPTR_0018s11440.1* AT5G48930.1* 0,27* 0,0445* 6661* 1823*

HCT*(HYDROXYCINNAMOYLYCOA*

SHIKIMATE/QUINATE*

HYDROXYCINNAMOYL*TRANSFERASE)*
a
Gene*modele*de*la*version*7.0;*

b
Gene*modéle*de*la*version*V9.0,*

d
*A.+thaliana*gene*ID*orhologue*du+Populus*gene*ID*(Phytozome*annotaIon),*

e
Rapport*de*la*

fluorescence*observée*en*condiIon*de*contact*avec*L.+bicolor*/*condiIon*control,*sans*L.+bicolor.**fLes*gène*possédant*une*valeur*de*fluoescence*<*300*est*considéré*
comme*non*détecté*(nd),*

g
TAIR*annotaIon*

Tableau% Supplémentaire% 5% :% Liste% des% gènes% du% peuplier% différen8ellement% exprimés% après% 2%
semaine%de%coPculture%avec%L.&bicolor%
Les*gènes*sont*considérés*différenIellement*exprimés*si*ils*suivent*les*critères*suivants*:*rapport*>*<*2*et*que*

le*test*ANOVA*corrigé*de*Benjamini*et*Hochberg*possède*une*pUvalue+<*0,05.*
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Contrôle) de) l’auxine) dans) les) modifications) du) développement) racinaire) du) peuplier) en) réponse) au) champignon)
ectomycorhizien,)Laccaria&bicolor&

Le# système# racinaire# des# arbres# peut# établir# des# symbioses# ectomycorhiziennes# (ECM)# avec# des# champignons#
rhizosphériques.#La#mise#en#place#de#la#symbiose#est#accompagnée#d’une#stimulation#de#la#formation#des#racines#latérales#(RLs),#
et#d’une#modification#de#la#croissance#racinaire.#Ces#processus#développementaux#conduisent#à#la#formation#de#racines#courtes#
typiques# des# ECMs.# Il# a# été# montré# que# l’auxine# est# une# phytohormone# clef# dans# la# formation# des# RLs# ainsi# que# dans# la#
croissance#racinaire.#Notre#projet#s’est# focalisé#sur# l’étude#de# la#régulation#des#voies#de# l’auxine#dans# la#racine#de#peuplier#en#
réponse#à#L.#bicolor.#

Dans# cette# étude,# nous# avons#mis# en# évidence#un# arrêt# de# croissance#des#RLs# et# des# racines# adventives# du#peuplier#
Populus# tremula#x#P.#alba,#après#deux#semaines#de#coKculture#avec#L.#bicolor.#De#plus,#nous#avons#aussi#montré#que#cet#arrêt#
n’est#pas#conditionné#par# la#présence#du#réseau#de#Hartig.#Une#analyse#de# l’expression#globale#des#gènes#de#peuplier#dans# la#
mycorhize# a# été# réalisée# au# cours# de# la# formation# de# la# mycorhize.# Cette# analyse,# couplée# à# des# observations# du# gradient#
auxinique# via# le# patron# d’expression# du# promoteur# DR5,# montre# que# la# signalisation# auxinique# est# affectée# dans# l’organe#
symbiotique.# La# quantification# de# l’auxine# (acide# indole# 3Kacétique,# AIA)# et# des#métabolites# associés# a# permis# de#mettre# en#
évidence# un# environnement# symbiotique# riche# en# auxine# dans# la# mycorhize,# qui# pourrait# expliquer# les# modifications# de# la#
signalisation#auxinique.#De#plus,#un#changement#de#la#conjugaison#et#de#la#dégradation#de#l’AIA#est#détecté#dans#la#racine,#ainsi#
qu’une#dégradation#de#l’AIA#dans#les#hyphes#de#L.#bicolor.#

En# parallèle,# une# analyse# fonctionnelle# de# PtaPIN9,# un# orthologue# de# AtPIN2,# responsable# du# transport# basipète# de#
l’auxine# à# l’apex# racinaire# chez# Arabidopsis# thaliana,# a# été# réalisée# au# cours# de# la# mycorhization# avec# L.# bicolor.#
L’immunolocalisation# de# PtPIN9# dans# les# racines# de# peuplier# a# montré# une# localisation# similaire# à# AtPIN2,# dans# les# cellules#
épidermiques.#Les# lignées# transgéniques# ayant#une#modification#de# l’expression#de# ce# gène#ne# répondent#pas# à# L.# bicolor# en#
terme#de#stimulation#de#RLs.#Dans#les#racines#mycorhizées,#PtaPIN9#n’est#plus#observée,#mais#les#modifications#de#l’expression#
de#PtaPIN9#ne#modifient#ni#l’arrêt#de#croissance#racinaire,#ni#la#formation#du#réseau#de#Hartig.#

Ces#résultats#montrent#des#modifications#majeures#des#voies#de#l’auxine#du#peuplier#par#le#champignon#symbiotique#L.#
bicolor.#Cette#étude#ouvre#des#perspectives#sur#la#compréhension#du#rôle#de#l’auxine#dans#le#développement#racinaire#ainsi#que#
dans#le#contexte#des#interactions#plantesKmicroorganismes.#

#
Mots;clés#:#Architecture#racinaire,#Auxine,#Mycorhize,#Racines#latérales,#croissance#racinaire,#Peuplier,#Laccaria#bicolor#

#
Auxin)control)in)poplar)root)development)in)response)to)the)ectomycorrhizal)fungus)Laccaria&bicolor&

Root# systems#of#host# trees#are#known# to#establish# the#ectomycorrhizal# (ECM)# symbiosis#with# rhizospheric# fungi.# This#
mutualistic# association# leads# to# modifications# of# root# development# that# including# a# stimulation# of# lateral# host# roots,# and# a#
modification# in# root#growth.#The#phytohormone#auxin# (IndoleK3Kacetic#acid,# IAA)# is#known#to#regulate#LRs# formation#and#root#
growth.#Our#research#focussed#on#auxin#pathways#in#poplar#root#in#response#to#L.#bicolor.#

In#this#study,#our#data#showed#that#the#poplarKLaccaria#bicolor# interaction# leads#to#the#arrest#of#LRs#and#adventitious#
root#growth#after#two#weeks#of#interaction.#We#also#showed#that#this#arrest#is#not#regulated#by#the#Hartig#net.#Differential#auxin#
responses#were#analyzed#by#using#an#auxinKresponsive#DR5::GUS#marker#line#and#revealed#a#loss#of#auxin#response#in#ECM#roots.#
An# oligoarrayKbased# transcript# profiling# of# poplar# roots# in# contact#with# L.# bicolor#highlights# a# differential# expression# of# auxin#
asociated#genes#in#ECM.#Measurement#of#auxin#metabolite#in#ECM#and#in#the#free#living#partners#revealed#an#IAA#accumulation,#
an#activation#of#the#IPyA#(IndolK3KPyruvic#Acid)#dependant#IAA#biosynthesis#pathway#in#both#partners,#as#well#as#changes#in#IAA#
conjugation#pathways# in#poplar# and# in# IAA#degradation#pathways# in#L.# bicolor.#Our# findings# illustrate# the# impact#of#L.# bicolor#
colonization#on#root#auxin#metabolism#and#response,#and#also#suggest#a#role#of#auxin#as#a#signal#in#the#formation#of#ECM#and#in#
the#regulation#of#ECM#function.#

In# parallel,# PtaPIN9# function# analysis# in# response# to# L.# bicolor# has# been# performed.# PtaPIN9# immunolocalization# in#
poplar# roots# showed# similar# localization# to# AtPIN2# in# epidermis# cells.# Transgenic# lines# having# a# modification# in# PtaPIN9#
expression,# did# not# formed# new# LRs# in# respond# to# L.# bicolor.# In# ECM# roots,# the# loss# of# PtaPIN9# signal# is# observed# but#
modifications#of#PtaPIN9#expression#did#not#modify#the#root#growth#arrest#and#the#Hartig#net#formation.##

These#results#show#major#changes#in#auxin#associate#pathways#in#poplar#root#by#the#symbiotic#fungus#L.#bicolor,#during#
the#formation#of#the#mycorrhiza#root.#Our#results#offer#perspectives#on#the#role#of#auxin#in#root#development#and#in#the#context#
plantsKmicrobes#interactions.#

#
Keywords:#Root#architecture,#Auxin,#Mycorrhiza,#Lateral#root,#Root#growth,#Poplar,#Laccaria#bicolor#
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