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Introduction

Afin de débuter cette introduction, il semble important de dire que la thématique de cette these se
trouve au carrefour de deux domaines scientifiques bien distincts: les interactions plantes-
microorganismes, et le développement des plantes. Notre thématique vise en effet a comprendre les
mécanismes permettant a des molécules symbiotiques exogénes d’interférer avec des programmes
développementaux endogénes de la plante chez la légumineuse Medicago truncatula.

L’un des problemes que j'ai rencontrés lors des recherches sur cette thématique est le mangue
d’études réalisées spécifiqguement sur le développement de la racine chez les légumineuses, dés que I’on
sort du contexte symbiotique. Inversement, si de nombreux travaux décrivent le développement racinaire
chez des especes modéles, comme Arabidopsis thaliana, ils ne peuvent que difficilement étre placés dans
un contexte symbiotique, étant donné qu’A. thaliana n’établit pas les endosymbioses de M. truncatula, et
est dépourvu de plusieurs génes symbiotiques clé.

En conséquence, et puisque la littérature est riche dans les domaines de la symbiose et du
développement racinaire, je vais focaliser cette revue bibliographie sur les connaissances des symbioses
chez M. truncatula utiles & mon projet (Partie A); puis je m’axerai précisément sur le domaine du
développement de la racine latérale, en m’appuyant majoritairement sur la plante A. thaliana (Partie B) ;
et enfin, je tacherai de faire le bilan des connaissances sur les particularités du développement racinaire
chez M. truncatula, afin de collecter des information utiles a cerner la problématique de la thése (Partie
C).
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Introduction

Partie A - LES SYMBIOSES

1. Les symbioses dans le monde végétal

Les relations entre deux organismes vivants sont définies d’apres I’effet que I’'un a sur I’autre, et
I’aspect obligatoire ou non de cette interaction. Il existe toute une gradation d’interactions possibles entre
deux organismes vivants, mais les relations les plus communes sont le neutralisme (pas d’interaction), la
compétition (les deux espéces se disputent une ressource insuffisante), le parasitisme (une espéce vit aux
dépends de Iautre), le commensalisme (une espece tire profit de I’autre sans lui nuire) ou le mutualisme
(les deux espéces tirent un bénéfice réciproque de leur interaction). La symbiose est une forme
particuliere du mutualisme, qui peut étre obligatoire pour au moins I’'un des deux organismes. Un
exemple de symbiose est le lichen, qui résulte de I’association entre une algue unicellulaire et un
champignon : I'algue retire de la relation un apport important en eau et en sels minéraux et un abri hors du
milieu aquatique, tandis que le champignon y gagne les sucres que produit I'algue par la photosynthése.

Dans le regne végétal, les symbioses sont trés répandues. Les plus communes sont les symbioses
entre les racines des plantes et certains microorganismes du sol, tels des bactéries ou des champignons.
Ces derniers sont nommées symbiontes, tandis que la plante est appelée I’hdte. Les symbioses racinaires
de plantes sont classées en deux grands groupes : les ectosymbioses et les endosymbioses.

Les ectosymbioses ne concernent que 2% des plantes et se produisent surtout avec certains
champignons du sol (Dickie et al., 2013). Le mycélium de ces derniers entoure la racine et y pénétre en
formant un réseau dans les espaces intercellulaires de la racine, sans entrer dans les cellules. Au contraire,
les endosymbioses racinaires concernent une grande majorité des plantes terrestres. Leur particularité est
gue les microorganismes symbiotiques pénétrent les cellules racinaires afin d’entrer en symbiose avec la
plante. Au cours de cette these, nous allons plus particulierement nous intéresser aux endosymbioses

racinaires.

1.1. Les endosymbioses racinaires

1.1.a. La mycorhization a arbuscules

Tres tot au cours de I’évolution, les plantes ont acquis la capacité de s’associer de fagon symbiotique
avec des champignons du sol. Le processus d’association de champignons avec les racines de plantes est
appelé la mycorhization (du grec champignon-racine). La plus commune des mycorhizations est la
symbiose mycorhizienne a arbuscules (MA), qui concerne environ 74% des plantes terrestres, notamment

des angiospermes, des gymnospermes, des ptéridophytes, quelques bryophytes et des plantes ancestrales
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telles que les hépatiques (Brundrett, 2009). Comme son nom I’indique, cette association conduit a la
formation de structures fongiques ramifiées dans la cellule de I’héte, appelées arbuscules. Les premiers
signes de la présence d’arbuscules remontent a 400 millions d’années (Redecker et al., 2000), et la
symbiose MA est méme considérée comme I’un des principaux processus ayant permis I’adaptation des
plantes au milieu terrestre (Humphreys et al., 2010).

Les champignons MA font partie de I’embranchement des Glomeromyceétes, réunissant notamment
les genres Gigaspora et Rhizophagus. La symbiose MA est indispensable pour le champignon, biotrophe
obligatoire, qui ne peut pas compléter son cycle de vie en I’absence d’une plante hote. Toutefois, il
présente un large spectre d’hdtes végétaux possibles, et peut se développer dans presque tout type de

milieu colonisé par des plantes.

1.1.b. Les symbioses fixatrices d’azote

L’azote (N) est I’'un des principaux atomes dont les plantes dépendent pour se développer et se
multiplier. La plupart des plantes ne peuvent bénéficier de I’azote que sous forme minérale, c’est-a-dire
sous forme de nitrates (NO3), ou d’ion ammonium (NH,"), présents dans le sol en quantité variable.
Pourtant, la plus grande réserve d’azote est I’atmosphére, qui contient 78% d’azote sous forme de N.,.

Au cours de I’évolution, certains organismes procaryotes ont acquis la faculté biologique de fixer
I’azote atmosphérique. Cette capacité, appelée diazotrophie, nécessite chez le procaryote la présence de
I’enzyme nitrogénase, qui transforme le N, en NHs. Ces organismes peuvent fixer I’azote a I’état libre, ce
qui est le cas des bactéries du genre Azotobacter, ou en association avec des racines de plante, auquel cas
ils font profiter celle-ci de I’azote. Lorsque ces associations sont réciproquement profitables, elles sont
appelées symbioses fixatrices d’azote. Ce type de symbiose semble étre apparu dans un contexte de sols
carenceés en azote (Sprent and James, 2007).

Parmi ces symbioses, la plus répandue dans le régne végétal (20% des plantes sont concernées) est
I’interaction symbiotique entre des plantes de la famille des Iégumineuses (pois, haricot, soja, arachide,
trefle, luzerne, etc.), et des bactéries fixatrices d’azote réunies sous le nom de rhizobia. Cette symbiose
Légumineuse-Rhizobium (LR) est apparue il y a 60 millions d’années, et est donc beaucoup plus récente
que la symbiose mycorhizienne (Sprent and James, 2007). Les rhizobia réunissent 70 espéces et sont des
bactéries gram-négatives. Ces bactéries possédent, contrairement aux champignons MA, une trés haute
spécificité d’hote. Ainsi, chaque espéce de rhizobia s’associe plus ou moins spécifiquement avec une
espéce de plante. Quelques rares espéces non-légumineuses sont capables de s’associer de fagon
symbiotique avec des rhizobia: il s’agit de plantes du genre Parasponia, appartenant a la famille des
Cannabacées (Vessey et al., 2005).
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Figure 1.1 « Effet des symbioses sur la biomasse végétale

(A) L’inoculation de champignons symbiotiques mycorhiziens a arbuscules (MA) sur des
plants de pomme de terre permet d’obtenir des plantes plus grandes et mieux développées que
les plantes non inoculées (contrdle). Elles sont également plus résistantes aux pathogénes et
leur rendement est amélioré de 5 & 15%. (Source: H. Gartner , 2012, Neumarkt, Bavaria,
www.symyc.de/en/about-mycorrhiza/mycorrhiza-research/)

(B) Des cultures de lentilles ayant bénéficié d’une inoculation de rhizobia (bactéries
symbiotiques) permet aux cultures de produire une plus importante biomasse que les plantes
non-inoculées (controle).

(Source : http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/cm/review/2004/legume/)
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Lors de la symbiose LR, les rhizobia interagissent généralement avec les racines des plantes via un
organe racinaire particulier : la nodosité". Cet organe, dont I’organogénése est induite par la présence des
rhizobia, est une interface d’échange entre les deux partenaires. Les bactéries pénétrent dans la nodosité,
et y réalisent la fixation de I’azote, tandis que la plante les pourvoie en carbone. Ce phénoméne
symbiotique est appelé la nodulation.

Il existe un autre type de symbiose fixatrice d’azote, appelée symbiose actinorhizienne. Il s’agit
d’une association entre une bactérie actinomycéte de type gram-positive appartenant au genre Frankia
(Benson and Silvester, 1993), et certains arbres tropicaux, appelés plantes actinorhiziennes. Celles-ci
regroupent 200 espéces, dont par exemple Casuarina glauca. Parmi ces espéces, toutes ne sont pas
capables de former une nodosité, et celles qui sont formées présentent des différences avec la nodosité
formée lors de la symbiose LR (Peret et al., 2007), et ressemblent plus a une racine latérale.

Il est suggéré que les symbioses plantes-bactéries soient issues de I’évolution de la symbiose MA, et
que la capacité des plantes et des champignons MA puisse avoir été cooptée par les légumineuses et les
rhizobia, ainsi que par les plantes et les bactéries actinorhiziennes. En effet, certains genes de la voie de

signalisation de la symbiose MA sont activés par les rhizobia (Parniske, 2008).

1.2. Intéréts agronomiques et environnementaux des symbioses

Les avantages des symbioses, quelles qu’elles soient, pour I’agriculture et I’environnement sont
nombreuses : elles contribuent a la stabilisation du sol, permettent d’augmenter la croissance de la plante
de par la disponibilité en nutriments et éventuellement une action sur la balance hormonale, et permettent
la fixation de I’azote et un meilleur accés aux nutriments et a I’eau. En paralléle, les symbioses
augmentent la tolérance des plante aux stress, réduisent les taux de maladies des plantes par compétition
ou activation des défenses systémiques, et améliorent la protection contre les nématodes, herbivores,
insectes, etc. (Andrews et al., 2010). L’amélioration du rendement et de la biomasse des plantes est
visible apres inoculation de celles-ci avec des symbiontes (Figure 1.1).

Nos systémes de culture actuels impliquent I’emploi de beaucoup de fertilisants inorganiques (azote,
phosphore, potassium). L’usage de ces fertilisants est un réel probléme car beaucoup d’énergie est
nécessaire pour réduire le N, en nitrates (Olivares et al., 2013), tandis que le phosphate et le potassium
sont des ressources limitées. De plus, I’utilisation d’engrais azotés cause un déséquilibre de I’état des sols
entrainant une perte de biodiversité dans les milieux agricoles et affectés par I’agriculture (Moss, 2008),
ce qui est aussi le cas de I’arrosage intensif pour lutter contre la sécheresse. Parallelement, le changement
climatique global entraine un réchauffement, qui a lui aussi un effet drastique sur les niches écologiques

et I’état des sols (Intergovernmental Panel on Climate Change?).

! Remarque : la nodosité est également appelée nodule, d’aprés sa dénomination anglo-saxonne.
2 Plus d’informations sur www.ipcc.ch
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Figure 1.2 « La légumineuse modéle Medicago truncatula (luzerne tronquée)

M. truncatula en culture (A) présente des feuilles trilobées avec, selon le génotype, de petites
taches marron sur les nervures centrales (B), des fleurs plutét petites (C), un systéme racinaire
comportant de nombreuses ramifications (D), ou des nodosités symbiotiques sont observables
(fleche) aprés une inoculation par le symbionte rhizobien S. meliloti. Les gousses (E)
renferment les graines (F). Le cycle graine a graine est de 3 mois environ.

Source : Ninjatacoshell (A a D) et Tracey Slotta @ USDA-NRCS PLANTS Database (E et F).
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De ce fait, se pose la question de la durabilité de la production de nourriture et de la santé de
I’environnement, dans le contexte d’une population humaine en constante augmentation. En effet, celle-ci
devrait atteindre 9 milliards d’individus en 2050, et les besoins en nourriture et en eau douce des
populations humaines augmentent en conséquence (Lal, 2010).

Afin de s’adapter au besoin croissant en nourriture tout en préservant I’environnement, et en faisant
face a la diminution des énergies fossiles, il est necessaire de trouver des stratégies alternatives a
I’agriculture intensive. Entre autres stratégies, I’exploitation de la capacité des Iégumineuses a la fixation
symbiotique de I’azote est trés intéressante, afin de cultiver des espéces qui ne nécessitent pas ou peu
d’apport azoté (tels que le soja, le pois, la luzerne, etc) ou encore d’ajouter des cultures de Iégumineuses
dans les rotations agricoles afin de récupérer un taux d’azote naturel dans des sols appauvris. De la méme
facon, favoriser les interactions entre les plantes cultivées et les champignons MA est une bonne fagon
d’augmenter le rendement de ces cultures sans passer par des apports nutritionnels importants ou de
I’arrosage intensif. Ainsi, des entreprises internationales telles que Novozymes® ont compris la nécessité
de mettre au point des bio-fertilisants efficaces et respectueux de I’environnement, en s’appuyant sur les
capacités symbiotiques des plantes et des microorganismes, ainsi que sur les signaux symbiotiques

produits par ces microorganismes.

2. Medicago truncatula, une plante modéle des symbioses

2.1. Intéréts scientifiques

Medicago truncatula (Figure 1.2) est une plante annuelle de la famille des 1égumineuses (Fabacées),
géneralement appelée luzerne tronquée (barrel medic en anglais). Cette plante méditerranéenne se
retrouve surtout & I’état sauvage, elle est peu cultivée a I’exception de son usage en tant que fourrage
protéagineux en Australie. Toutefois, elle est proche de Medicago sativa, la luzerne cultivée sous nos
latitudes, et de certaines autres légumineuses d’intérét agronomique, comme le pois (Pisum sativum).

En outre, M. truncatula présente des atouts scientifiques non négligeables: son génome est
relativement petit (500 Mpb), soit 7 fois plus petit que celui de P. sativum, et a été récemment séquence et
annoté (Young et al., 2011). Des banques de mutants et des cartes génétiques sont disponibles, ce qui
apporte de nombreux outils pour I’étudier. Par ailleurs, M. truncatula est une espéce autogame et
diploide, ce qui facilite sa culture, les croisements entre génotypes et les analyses génétiques. Son cycle
reproducteur est d’environ trois mois graine a graine. Elle se révéle également facile a transformer
génétiquement par les bactéries Agrobacterium rhizogenes et A. tumefaciens.

D’autre part, M. truncatula, tout comme la plupart des lIégumineuses, s’associe avec les rhizobia et

bénéficie de la fixation de I’azote. Elle établit aussi la symbiose MA avec des champignons de la classe

¥ Plus d’informations & propos de Novozymes sur www.bioag.novozymes.com
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Figure 1.3 ¢ Dialogue moléculaire entre M. truncatula et son symbionte rhizobien
Sinorhizobium meliloti

Lors de la phase pré-symbiotique, les racines des plantes produisent des flavonoides qui sont pergues par
la bactérie. Ces flavonoides permettent, avec la protéine NodD, d’activer la transcription de génes de
biosynthése des facteurs Nod. Ceux-ci sont sécrétés dans la rhizosphére par la bactérie et pergus par la
racine de la plante.

Sinorhizobium meliloti
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des Gloméromycetes. Cette capacité de mettre en place ces deux symbioses, ainsi que ses avantages
scientifiques, font de cette plante un excellent modele d’étude des interactions symbiotiques (Cook,
1999). En effet, la plante modéle Arabidopsis thaliana, couramment utilisée pour étudier de hombreux
phénomeénes et mécanismes physiologiques chez les plantes, ne peut s’associer ni avec les rhizobia, ni

avec les champignons MA.

2.2. La symbiose rhizobienne chez Medicago truncatula

2.2.a. Les symbiontes rhizobiens de Medicago truncatula

L’association symbiotique entre les légumineuses et les rhizobia est soumise a une grande spécificité
d’héte. Ainsi, M. truncatula ne peut s’associer qu’avec trés peu d’especes de rhizobia. Le symbionte
rhizobien avec lequel M. truncatula s’associe de fagon préférentielle est Sinorhizobium meliloti. 1l a été
observé plus rarement que cette plante pouvait également s’associer avec Sinorhizobium medicae. Ces
bactéries sont aérobies de type gram-négatives, et font partie du groupe des a-protéobactéries (Masson-
Boivin et al., 2009; Sprent and James, 2007).

2.2.b. La reconnaissance hote-rhizobia

La mise en place de I’association entre M. truncatula et S. meliloti requiére un dialogue moléculaire
préalable aux étapes développementales de la symbiose LR : il s’agit de la phase pré-symbiotique (Figure
1.3).

En premier lieu, les rhizobia présents dans la rhizosphére de fagon libre pergoivent des molécules
émises par les racines des plantes. Ces molécules sont des métabolites secondaires appartenant pour la
plupart a la famille des flavonoides. Les flavonoides les plus courants émis par les plantes sont les
chalcones, les flavanones, les flavones ou encore les isoflavones (Taylor and Grotewold, 2005).
Toutefois, il a été montré que seul un (ou quelques) type(s) de flavonoides étaient reconnus par le
partenaire rhizobien spécifique, ce qui induit un premier niveau de spécificité entre I’hote et le symbiote.
Ainsi, le flavonoide le mieux reconnu par S. meliloti est la lutéoline (Peck et al., 2006; Peters et al., 1986).

Celle-ci induit chez la bactérie I’activation du géne NodD (Nodulation D), qui régule positivement la
transcription de plusieurs génes de biosynthese, appelés génes Nod (Perret et al., 2000), regroupés sur un
plasmide symbiotique de la bactérie. Ces genes sont responsables de la synthése de molécules de type
lipo-chitooligosaccharidiques (LCO), appelées facteurs Nod (Lerouge et al., 1990), indispensables a la
mise en place de la symbiose LR. Un autre niveau de spécificité est di & la combinaison particuliére de
génes Nod sur le plasmide, qui conditionne la structure précise du facteur Nod de S. meliloti. Seule la
reconnaissance spécifique de la structure des facteurs Nod par la plante permet I’établissement de la
symbiose LR (Roche et al., 1991). Les facteurs Nod peuvent donc étre considérés comme une clé qui

permet la spécificité d’hote entre les rhizobia et les Iégumineuses (cf. point 3.1 de cette partie).

22



Figure 1.4 « Etapes précoces de I’infection rhizobienne et de I’organogenése de la nodosité
fixatrice d’azote

(A) Les rhizobia forment une micro-colonie au niveau d’un poil racinaire. Au méme moment, des
divisions anticlines (perpendiculaires a I’axe de la racine) se produisent dans le péricycle, I’endoderme
(pas montré sur le shéma) et le cortex interne.

(B) Puis le pré-cordon d’infection se forme et traverse les couches d’épiderme et de cortex externe,
rapidement suivi par le cordon d’infection contenant les rhizobia. Les divisions du cortex interne se
poursuivent.

(C) Le cordon d’infection se ramifie et permet aux bactéries de coloniser les cellules du cortex interne.
En parallele, des division périclines (paralleles a I’axe de la racine) se produisent dans le cortex interne,
formant le primordium de nodosité qui sera ensuite colonisé par les rhizobia pour y fixer I’azote.

D’apreés Oldroyd et al., 2011.
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Lorsque les facteurs Nod de S. meliloti sont percus par la racine de M. truncatula, ils induisent
différentes réponses symbiotiques au niveau de celle-ci. En particulier, les facteurs Nod déclenchent deux
processus paralleles, I’infection rhizobienne et I’organogénése de la nodosité, qui doivent étre

parfaitement coordonnées (Oldroyd and Downie, 2008).

2.2.c. l'infection rhizobienne

L’infection permet aux rhizobia d’atteindre le primordium de la nodosité qui se développe en
paralléle. Chez certains couples de plantes-rhizobia considérés comme plus ancestraux, I’infection peut se
produire au niveau d’une blessure dans la racine (Goormachtig et al., 2004). Cependant, chez M.
truncatula, I’infection se déroule par un processus plus complexe, le cordon d’infection.

Les réponses symbiotiques induites par les facteurs Nod produits par S. meliloti ont d’abord lieu dans
I’épiderme (Figure 1.4), ou I’on observe une déformation des poils absorbants au bout d’une heure en
contact avec la bactérie. S. meliloti se fixe dans une courbure de poils en formant une micro-colonie. Le
poil infecté s’enroule autour de cette micro-colonie, en formant la structure bien reconnaissable de la
« crosse de berger ». Au niveau de la micro-colonie, la membrane du poil racinaire s’invagine et forme
une structure tubulaire appelée cordon d’infection, au long duquel les bactéries vont progresser dans la
cellule (Figure 1.4). Précédant le cordon d’infection, un pont cytoplasmique prépare I’élongation du
cordon d’infection et le passage des bactéries (Fournier et al., 2008). Ce pont cytoplasmique, appelé pré-
cordon d’infection, se prolonge dans le cortex et permet au cordon d’atteindre le cortex interne ou il se
ramifie (Figure 1.4 A) et colonise plusieurs cellules (Oldroyd and Downie, 2008). En paralléle du
processus d’infection, des divisions ont eu lieu dans le cortex interne, formant le primordium de la
nodosité (Figure 1.4).

Ensuite, les bactéries pénetrent individuellement dans le cytoplasme des cellules de ce primordium
par un mécanisme d’endocytose. Ainsi enveloppées dans une membrane végétale, les bactéries vont
progressivement se différencier en bactéroides, une forme qui leur permettra de fixer I’azote. Cette
différentiation implique des modifications métaboliques, I’endoréduplication du génome, ainsi que
I’expression de genes liés & leur nouvelle fonction, notamment des genes contrdlant la biosynthese de
I’enzyme nitrogénase (Kereszt et al., 2011). Chez S. meliloti, ce processus de différentiation est
irréversible, les bactéries perdant alors leur capacité a se diviser. L’ensemble du (des) bactéroide(s)
fixateur(s) d’azote, entouré(s) par une membrane végeétale a I’intérieur de la cellule végétale, est appelée
symbiosome. Le développement des symbiosomes est en partie régulé par la plante, grace a la production
de peptides appelés NCR (Nodule-specific Cysteine-Rich peptides) dans le nodule, essentiels pour la
différentiation des bactéries en bactéroides (Mergaert et al., 2003). Les peptides NCR servent
également de filtre anti-microbien afin de favoriser uniquement le développement des bactéries
symbiotiques et non d’éventuelles bactéries pathogénes. En effet, les rhizobia sont dotées du géne

BacA, qui est nécessaire pour la résistance aux NCR (Haag et al., 2013).
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Figure 1.5 « Structures des nodosités indéterminées et déterminées

Shéma de coupes longitudinales de nodosité indéterminée (A) et déterminée (B). Les deux types de
nodosité sont composés d’un systéme vasculaire périphérique (bandes noires).

(A) La nodosité indéterminée se compose de 5 zones : le méristeme apical (1), la zone d’infection
(1), I’interzone entre zone d’infection et de fixation (I1-111), la zone de fixation de I’azote (111) et la
zone de sénescence (1V).

(B) La nodosité déterminée présente une structure plus simple, comprenant uniqguement une zone de
fixation de I’azote. Elle ne présente pas de méristeme.

D’apres Kondorosi et al., 2013.

Figure 1.6 « Le cordon d’infection et la nodosité chez M. truncatula

(A) Photo de racine de M. truncatula présentant un cordon d’infection ramifié pénétrant dans la
racine par un poil absorbant, observé au microscope.

(B) Photo d’une coupe longitudinale de racine de M. truncatula portant une nodosité mature
(Source : Ninjatacoshell).
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2.2.d. La nodosité fixatrice d’azote

Au sein des différentes associations légumineuses-rhizobia, différents types de nodosités peuvent se
former. En général, elles sont réparties en deux groupes en fonction de leurs caractéristiques
développementales : les nodosités déterminées et indéterminées. Les nodosités indéterminées conservent
un méristeme actif, et continuent de se développer jusqu’a leur sénescence. Elles présentent une forme
allongée (Figures 1.5 A et 1.6 B). En revanche, dans les nodosités déterminées, le méristeme cesse son
activité des les premiers stades de formation. Ces nodosités ont une structure plus simple et sont de forme
sphérique (Figure 1.5 B). L’interaction entre M. truncatula et S. meliloti méne a la formation de nodosités

indéterminées, c’est donc ce type de nodosités qui sera décrit.

e Organogénese

Tandis que I’infection commence dans les tissus racinaires externes, les rhizobia produisant les
facteurs Nod induisent également la dé-différentiation de cellules du péricycle, de I’endoderme et du
cortex interne qui se divisent afin de former la nodosité, qui sera ensuite colonisée par les bactéries.

Le premier tissu de la racine activé par les facteurs Nod est le péricycle, situé au cceur de la racine,
autour du cylindre central. Certaines cellules du péricycle, en face d’un pole de protoxyléeme, présentent
un réarrangement du cytosquelette (Timmers et al., 1999), puis entament des divisions anticlines®. Par la
suite, quelques cellules de I’endoderme se divisent, puis des cellules du cortex interne sont activées et
commencent & se diviser de facon anticline et péricline®, sous le site d’infection par les rhizobia
(Complainville et al., 2003; Timmers et al., 1999). La prolifération des cellules corticales s’étend
progressivement au cortex central, puis certaines cellules & ce niveau subissent plusieurs cycles de
divisions formant une couche séparant les cellules contributrices du primordium de celles qui laisseront

passer la nodosité lors de son émergence.

e Structure

La nodosité mature chez M. truncatula présente une vascularisation périphérique, rattachée aux
vaisseaux conducteurs de la racine qui la porte. La nodosité est entourée de plusieurs assises cellulaires,
dont I’endoderme et le cortex externe. Toutefois, au niveau de I’apex, seul une couche de cortex recouvre
la nodosité. Cette derniére couche cellulaire correspond a la couche la plus externe de la nodosité.
L’intérieur de la nodosité peut étre décomposé en plusieurs zones (Figure 1.6 A). La partie la plus apicale
(Zone 1) correspond au méristéme et donc a la zone de division de la nodosité. Dans la zone d’infection
(Zone 1II), les bactéries sont libérées du cordon d’infection dans les cellules végétales par endocytose et

commencent leur différentiation en bactéroides, puis les symbiosomes ainsi formés se retrouvent dans la

* Division anticline : division dont I’axe est perpendiculaire & celui de I’organe dans lequel elle se produit, ici la
racine primaire.
® Division péricline : division dont I’axe est paralléle & celui de I’organe dans lequel elle se produit.
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zone |1, ou se déroule la fixation de I’azote. La derniére partie de la nodosité (Zone IV) est appelée zone

de sénescence, car les symbiosomes &gés y sont dégradés (Hirsch, 1992).

2.2.e. Les échanges de nutriments

La nodosité peut étre assimilée a une interface a travers laquelle les deux partenaires symbiotiques
procedent a des échanges métaboliques. Les rhizobia, différenciés en bactéroides au cceur des
symbiosomes mettent en ceuvre la fixation de I’azote, c’est-a-dire la réduction de I’azote atmosphérique
sous forme moléculaire (N,) en le transformant en ammoniac NHj; selon la réaction suivante :

Nz + 8H+ — 2NH3 + Hz
Cette réaction est catalysée par I’enzyme nitrogénase, un complexe protéique composé de sous-

unités de dinitrogénase et de dinitrogeénase réductase. Ce complexe est dénaturé par le dioxygeéne,
pourtant nécessaire a la respiration des rhizobia qui sont des organismes aérobies. Afin de fournir aux
bactéries une réserve de dioxygéne sans risquer de compromettre I’activité de la nitrogénase, la plante
met en place des mécanismes. En particulier, elle produit une protéine fixatrice du dioxygeéne, la
leghémoglobine, proche de I’hémoglobine humaine (Debilly et al., 1991). Cette derniére donne aux
nodosités une couleur rose bien visible, qui atteste que les nodosités sont bien fixatrices.

En contrepartie, les rhizobia bénéficient dans la nodosité d’un micro habitat favorable, la plante leur
procurant un apport en substrats carbonés issus de la photosynthése. Ces substrats sont acheminés vers la

nodosité via les vaisseaux conducteurs qui la relient a la racine de la plante.

2.3. La symbiose mycorhizienne a arbuscules (MA)

2.3.a. Les symbiontes mycorhiziens de Medicago truncatula

En plus de la symbiose LR, M. truncatula est capable de s’associer avec des champignons
mycorhiziens a arbuscules (MA) appartenant au clade des Gloméromycétes. Etant donné que ces
champignons possédent un spectre d’héte trés large, de nombreuses espéces de plantes peuvent étre
colonisées par une méme espéce de champignon. De méme, différentes espéces peuvent s’associer avec
M. truncatula. Parmi ces différents symbiontes fongiques, Rhizophagus irregularis® sert généralement de
modele d’étude.

R. irregularis est un biotrophe obligatoire, et se trouve sous forme de spores lorsqu’il se retrouve
dans le sol sans hote végétal. Ses hyphes (cellules de mycélium fongique) ont la caractéristique d’étre
multi-nucléés, ce qui complexifie grandement I’étude de son génome, et la compréhension des
mécanismes qui régissent I’interaction symbiotique. Toutefois, d’importantes avancées ont été réalisées
ces derniéres années sur I’étude du génome de ce champignon (Formey et al., 2012; Tisserant et al.,
2012).

® Rhizophagus irregularis était anciennement appelé Glomus intraradices
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Figure 1.7 « Echange moléculaire entre M. truncatula et son symbionte fongique
Rhizophagus irregularis

Des strigolactones produites par la racines de la plante activent le métabolisme et la ramification des
hyphes des champignons MA, améliorant les conditions pour la symbiose MA. Le champignon
Rhizophagus irregularis produit des facteurs Myc appelés Myc-LCOs, qui sont pergus pas la plante et
améliorent la mycorhization et stimulent la ramification racinaire. On ignore pour le moment si les
strigolactones stimulent la production de Myc-LCOs par le champignon. Des peptides et des
chitooligo-saccharides (COs) microbiens sont également responsables de réponses de la plante.

Photo (B) : F. Maillet.
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Figure 1.8 « Etapes d’infection et de colonisation par les champignon mycorhiziens a
arbuscules chez M. truncatula
Apres la phase pré symbiotique (effets des strigolactones et des Myc-LCOs), les champignons MA
colonisent la surface de la racine, puis leurs hyphes se spécialisent en formant un organe d’infection,
I’hyphopodium. Le noyau de la cellule infectée migre vers I’hyphopodium puis contribue a la
formation d’un pont cytoplasmique appelé appareil de pré-pénétration (Pre-Penetration Apparatus,
PPA). Ce PPA permet de guider I’hyphe du champignon a travers I’épiderme et le cortex. L’hyphe y
entre par une invagination de la membrane plasmique. Puis I’hyphe colonise I’espace intercellulaire du
cortex interne et se ramifie en formant des arbuscules, centre des échanges de nutriments dans les
cellules corticales internes. ep: épiderme, ic: inner cortex, e: endoderme.
Adapté de Parniske, 2008.
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2.3.b. La communication héte-champignon mycorhizien a arbuscule

Tout comme pour la symbiose LR, il a été démontré qu’un échange de signaux préalable a
I’établissement de la symbiose MA se déroule lors de la phase pré-symbiotique (Figure 1.7).

Il est démontré que la racine de la plante exsude des strigolactones, des molécules dérivées des
caroténoides, qui jouent un rbéle de médiation avec le champignon mycorhizien: elles activent le
métabolisme du champignon et induisent la ramification de ses hyphes (Akiyama et al., 2005; Besserer et
al., 2006). L’ensemble de ces réactions a pour effet indirect d’augmenter les chances de contact entre les
hyphes du champignon et les racines de la plante. Les strigolactones sont également connues en tant
qu’hormone végétale. En effet, elles régulent la ramification des parties aériennes (Gomez-Roldan et al.,
2008; Umehara et al., 2008) et semblent impliquées dans la formation des racines latérales (cf.
Introduction, partie 2). Les strigolactones sont par ailleurs connues depuis longtemps pour favoriser la
germination des graines de plantes parasites des genres Striga et Orobanche (famille des Orobanchacées)
(Cook et al., 1966).

Le champignon mycorhizien produit quant a lui des molécules diffusibles, appelés facteurs Myc, qui
sont pergues par la plante. Parmi eux, les Myc-LCOs récemment identifiés présentent une structure
moléculaire trés similaire a celle des facteurs Nod, les signaux émis par les rhizobia (Maillet et al., 2011).
IIs sont également des lipo-chitooligosaccharides (LCOs). On ignore pour le moment si la synthése de ces
molécules est provoquée par les strigolactones, ou par un autre signal provenant de la plante. Les
champignons MA produisent d’autres molécules proches, les chitooligosaccharides (COs), également
pergus par la plante, qui pourraient jouer un role dans la mycorhization et dont la production est stimulée
par les strigolactones (Genre et al., 2013). Parallélement a ces molécules, des peptides sécrétés par les
champignons MA (appelés SP7 pour Secreted Protein 7) sont des signaux permettant de contrecarrer les
mécanismes de défense de la plante afin de favoriser son interaction avec celle-ci (Kloppholz et al.,
2011). De fagon intéressante, il est également montré qu’un peptide similaire, MiSSP7
(MYCORRHIZAL INDUCED SMALL SECRETED PROTEIN 7) est produit par le champignon
ectomycorhyzien Laccaria bicolor, et joue un role d’effecteur sur la plante (Plett et al., 2011) : I’absence
de ce peptide est délétére pour la mise en place de la symbiose ectomycorhyzienne entre L. bicolor et ses
hotes Populus sp. (Peuplier).

Les Myc-LCOs induisent des réponses au niveau de la racine. Particulierement, ils stimulent la
mycorhization et la formation des racines latérales (Maillet et al., 2011). Toutefois, on ne sait pas s’ils
sont indispensables a la mise en place de la symbiose MA, comme c’est le cas des facteurs Nod pour la

symbiose LR, en raison des difficultés a réaliser des études génétiques chez le champignon MA.

2.3.c. L'infection par le champignon mycorhizien a arbuscule

Les premiéres étapes de I’infection de la racine par le champignon MA sont une colonisation de la

surface de la racine par le mycélium (Figure 1.8). Au niveau de la zone d’infection, les hyphes
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Figure 1.9 « Les arbuscules dans la racine de M. truncatula

(A) Observation microscopique d’une racine de M. truncatula infectée par un champignon MA. Les
arbuscules, colorées en bleu, sont visibles dans le cortex interne de la racine.

(B) Photo au microscope d’une arbuscule, correspondant a un hyphe ayant subit beaucoup de
ramifications, formant une structure tres fine, en intime contact avec la membrane de la cellule
vegétale.

Sources photos : Harrison et al., 2005 (A), MC Brundrett (B)
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s’élargissent en longeant les cellules de I’épiderme et forment un appressorium (organe de pénétration),
appelé aussi hyphopodium (Genre et al., 2005). Ensuite peut étre observée une invagination de la cellule
épidermique en contact avec I’hyphopodium, et I’apparition dans celle-ci d’une structure constituée d’un
squelette de microtubules formant un pont cytoplasmique. Ce dernier, appelé «appareil de pré-
pénétration » précéde le passage de I’hyphe qui pourra ainsi pénétrer I’épiderme, puis les couches
externes du cortex (Genre et al., 2005). Il est intéressant de constater la similarité de I’appareil de pré-
pénétration et du pré-cordon d’infection permettant la pénétration des rhizobia dans les cellules (Parniske,
2008), un signe du recrutement des mécanismes de la symbiose MA par la symbiose LR.

Lorsque le champignon atteint les cellules corticales internes, les hyphes se ramifient et colonisent
I’espace intercellulaire (Figure 1.8). Une fois que la colonisation des tissus interne est assez importante,
les hyphes pénétrent dans les cellules corticales internes par invagination de la membrane végétale, en
formant des structures trés fines ramifiées appelées arbuscules (Figure 1.9). Ces structures sont une
interface d’échange métabolique entre la plante et le champignon. Le développement des arbuscules est
un processus dynamique et contrdlé par la plante. Au bout de quelques jours, les arbuscules entrent en
sénescence et sont dégradées. La cellule infectée reprend un fonctionnement normal et peut a nouveau

étre infectée.

2.3.d. Les échanges de nutriments

Les arbuscules sont séparés de la cellule végétale par un espace péri-arbusculaire qui permet les
échanges métaboliques entre les deux partenaires symbiotiques. Le mycélium du champignon MA
continue de se développer dans la rhizosphére, et y préléve des nutriments et de I’eau, les transporte, puis
les transfére a la plante via les arbuscules, ce qui a pour effet d’élargir le volume de sol disponible pour la
plante (Parniske, 2008). Le champignon permet notamment a la plante de bénéficier de phosphate et
d’azote. En contrepartie, la plante transfére au champignon une partie des substrats carbonés issus de sa
photosynthése : Il est estimé que 20% du carbone produit par la plante est transmis au champignon (Bago
et al., 2000).

L’assimilation du phosphate est le bénéfice principal que la plante retire de la symbiose MA. Elle
met en jeu un gene de M. truncatula, PT4 (PHOSPHATE TRANSPORTER 4), exprimé dans les cellules
contenant des arbuscules. Il code pour un transporteur de phosphate, présent dans la membrane péri-
arbusculaire (Harrison et al., 2002; Pumplin et al., 2012). Par ailleurs, le champignon est capable de
puiser dans les ressources d’azote du sol, notamment sous forme d’ammoniac (NHy), et de le transférer a

la plante, via I’arbuscule (Guether et al., 2009).
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Figure 1.10 » Structure chimique des facteurs Nod de S. meliloti et des Myc-LCOs de
R. irregularis

Structure schématique des facteurs symbiotiques Nod et Myc-LCOs, composés d’un tétramere (plus
rarement d’un pentamere) de N-acétyl-glucosamine et d’un chaine d’acide gras (rouge).

(A) Facteurs Nod majoritaires produits par Sinorhizobium meliloti, portant un groupe sulfate (bleu),
un groupe acétate (rose) et un acide gras C16:2.

(B et C) Formes majoritaires de Myc-LCOs produits par Rhizophagus irregularis, portant ou non
un groupe sulfate (bleu), avec un acide gras C16:0 (B) ou C18:1 (C).

D’aprés Gough et Cullimore, 2011 et Mailletet al., 2011.
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3. Controle et régulation des symbioses chez Medicago truncatula

3.1. Les facteurs symbiotiques de type lipo-chitooligosaccharidiques (LCO)

3.1.a. Historique

Lors de la symbiose entre M. truncatula et S. meliloti, les facteurs symbiotiques émis par les rhizobia
en réponse a la lutéoline, les facteurs Nod, déterminent la spécificité de reconnaissance entre les deux
partenaires. Depuis 1990, il est connu que la structure de ces molécules lipo-chitooligosaccharidiques
(LCO:s), et particulierement les substitutions des sucres réducteur et non-réducteur, contribuent de fagon
stringente & cette spécificité (Roche et al., 1991). Plus tard, il a été découvert que ces molécules, en plus
de stimuler des réponses symbiotiques, entrainaient également des réponses développementales. En effet,
il s’est avéré que les facteurs Nod, appliqués purs en I’absence du symbionte rhizobien, stimulaient la
formation des racines latérales chez M. truncatula (Olah et al., 2005) (cf. Partie C de cette introduction).

Dans les méme travaux, il a également été remarqué qu’un facteur diffusible, émis par les
champignons MA, permet de stimuler la mycorhization et posséde, comme les facteurs Nod, la faculté de
stimuler la formation des racines latérales. En attendant de découvrir la nature de ces signaux, ils ont été
appelées facteurs Myc, par analogie avec les facteurs Nod.

Récemment, Maillet et coll. ont isolé des LCOs produits par le champignon MA Rhizophagus
irregularis, possédant les effets décrits des facteurs Myc sur M. truncatula. Ces molécules, les Myc-
LCOs, présentent une structure moléculaire tres similaire a celle des facteurs Nod (Figure 1.10) (Maillet
etal., 2011). Ces Myc-LCOs se composent de plusieurs types de molécules aux substitutions différentes.

L’extraction des Myc-LCOs est réalisée a partir d’exsudats de spores du champignon R. irregularis
ou de racines mycorhizées. En raison des faibles quantités de Myc-LCOs produits, et pour faciliter les
études sur ces molécules, des Myc-LCOs ont été synthétisés a I’aide de la bactérie facilement
manipulable Escherichia coli, ainsi que de rhizobia génétiquement modifiés pour produire des molécules
similaires aux Myc-LCOs (Maillet et al., 2011). Un mélange a été constitué¢ afin de mimer au mieux les

proportions des Myc-LCOs naturels produits par le champignon.

3.1.b. Structure chimique et spécificité d’hote

Les facteurs Nod majoritaires produits par S. meliloti (Figure 1.10 A) sont constitués d’un tétramére
(4 groupements) de N-acétyle-glucosamine formant une chaine courte de chitine. Ils sont caractérisés par
la présence d’un acide gras de type C16:2 (16 carbones et deux insaturations) et d’un groupement acétyle
sur le sucre non réducteur, et par un groupement sulfate sur le sucre réducteur.

Ces facteurs Nod permettent d’établir la symbiose entre S. meliloti et son hdte M. truncatula. Il a été
démontré que la présence du groupement sulfate était indispensable a la perception des facteurs Nod par
la plante (Roche et al., 1991). Chez les rhizobia, les facteurs Nod sont pourvus d’un acide gras différent
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Figure 1.11 Modé¢le de perception et de signalisation précoce des facteurs Nod et des
Myc-LCOs chez M. truncatula

Des protéines de type LysM-RLK jouent le role de perception (NFP, LYKS, et un protéine inconnue
percevant les Myc-LCOs). La transduction du signal se fait par DMI2 et DMI1, nécessaires a la
production d’oscillation calciques dans le noyau (rouge). Celles-ci sont décodées par la protéine DMI3.
Apres I’intervention des facteur de transcription NSP2 et NSP1, les voies menant aux deux symbioses
divergent, mais conduisent toutes deux a la stimulation de la ramification racinaire. La voie DMI-NSP
est appelée CSSP, et les genes qui sont sont supposés y appartenir sont en violet. Une voie parallele
mene & I’infection rhizobienne au cours de la symbiose LR, et est contrblée par le récepteur LYK3 et la
protéine RPG. D’autres protéines sont impliquées dans la réponse symbiotiques aux facteurs Nod et
aux Myc-LCOs, mais ne sont pas inclues dans ce modéle.

*Les éléments génétiques concernant la régulation de la ramification racinaire seront détaillés dans la

partie C de cette Introduction
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(longueur et/ou saturation), et de substitutions variées (groupes acétyle, méthyle, sulfate, fucosyle,
carbamyle, etc.) permettant la spécificité de reconnaissance hote-rhizobia (Denarie et al., 1996; Perret et
al., 2000).

Chez d’autres couples héte/symbionte, les rhizobia sont pourvus d’un spectre d’hote plus large,
permettant leur association avec un plus grand nombre d’espéces de plantes (Pueppke and Broughton,
1999). Dans de rares cas, la symbiose LR peut étre indépendante de I’action des facteurs Nod, ce qui
suggere la présence d’autres voies de signalisation. C’est le cas de plantes du genre Aeschynomene avec
leur symbionte Bradyrhizobium sp. (Giraud et al., 2007).

Les Myc-LCOs identifiés jusqu’a présent rassemblent plusieurs molécules, avec une chaine de N-
acétyle glucosamine tétra- ou pentamérique, sulfatés ou non sulfatés, donc I’acide gras peut étre oléique
(C18:1) ou palmitique (C16:0). Etant donné que le groupement sulfate semble étre importante pour la
reconnaissance d’un large éventail de plantes hotes, et notamment pour M. truncatula (Gough and
Cullimore, 2011), les Myc-LCOs synthétiques sont divisés en deux groupes : les Myc-LCOs sulfatés et
non-sulfatés (Figure 1.10 B et C).

3.1.c. Perception des LCOs

Les premiéres réponses observables au niveau de la plante en réponse aux symbiontes bactériens ou
fongiques sont un influx de calcium dans les poils absorbants racinaires, suivis d’oscillations calciques
dans le noyau (Sieberer et al., 2012; Sieberer et al., 2009). Afin de stimuler ces réponses, les rhizobia sont
percus dans une zone particuliére de la racine, qui correspond a la zone ou des poils racinaires sont en
croissance (Bhuvaneswari et al., 1981).

Chez M. truncatula, deux génes de la famille des LysM-RLK (Lysine Motif Receptor-Like Kinase)
ont été mis en évidence comme indispensables a la perception des facteurs Nod (Figure 1.11) : NFP
(NOD FACTOR PERCEPTION) et LYK3 (LysM-RLK 3) (Amor et al., 2003; Arrighi et al., 2006; Catoira
et al., 2000; Smit et al., 2007). Les protéines NFP et LYK3 sont toutes deux constituées d’un domaine
kinase intracellulaire, d’un domaine transmembranaire, et de trois domaines LysM extracellulaires. NFP
présente une kinase inactive, contrairement a LYK3. Récemment, il a ét¢ montré que NFP et LYK3
interagissent de fagon fonctionnelle chez Nicotiana bentamiana (Pietraszewska-Bogiel et al., 2013). Par
ailleurs, une étude a montré I’'importance du second domaine LysM de NFP dans I’infection rhizobienne
(Bensmihen et al., 2011). En ce qui concerne LYK3, il a ét¢é montré que ce récepteur participe a la
reconnaissance de I’acide gras des facteurs Nod (Smit et al., 2007). Pour le moment, aucune de ces
protéines n’a démontré de liaison directe avec les facteurs Nod. En revanche, la protéine LYR3,
également un récepteur de type LysM-RLK, a été récemment montrée comme capable de lier les facteurs
Nod avec une haute affinité (Fliegmann et al., 2013).

Etant donnée la forte similarité de structure entre les facteurs Nod et les Myc-LCOs, il est probable
que ces derniers soient également percus par des récepteurs de type LysM-RLK. Les mutants nfp et lyk3

ne sont pas affectés dans la mycorhization, ce qui montre que la voie de signalisation menant a la
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symbiose MA ne dépend pas de NFP ou de LYK3. Toutefois, la stimulation de la formation des RL en
réponse aux Myc-LCOs est absente chez les mutants nfp (Maillet et al., 2011), ce qui indique qu’NFP
pourrait tout de méme étre impliqué dans la voie de réponse aux Myc-LCQOs, mais laisse supposer qu’un
autre récepteur joue ce role de maniere redondante. Des études sont actuellement en cours dans I’équipe

afin de mettre en évidence ce ou ces récepteur(s).

3.1.d. Signalisation et réponse aux LCOs

Grace a des cribles génétiques, plusieurs genes ont été découverts comme étant requis dans la
transduction du signal en réponse aux facteurs Nod menant a la symbiose LR (Catoira et al., 2000; Duc
and Messager, 1989). De facon intéressante, plusieurs de ces genes sont également requis pour la
symbiose MA (Ané et al., 2002; Catoira et al., 2000; Sagan et al., 1995), ce qui a mené a la description
d’une voie de signalisation symbiotique commune (CSSP pour Common Symbiotic Signalling Pathway),
appuyant I’hypothése selon laquelle les Iégumineuses ont recruté un ancien mécanisme symbiotique déja
existant pour la symbiose MA.

La CSSP comprends trois génes DMI (DOES NOT MAKE INFECTIONS) 1, 2 et 3 et le géne NSP2
(Figure 1.11). Le géne DMI2 code pour un récepteur de type LRR-RLK (Leucine-Rich Repeat Receptor-
Like Kinase) exprimé au niveau de la membrane plasmique aux alentours du cordon d’infection et des
symbiosomes dans la nodosité. Ce géne semble nécessaire a la formation des symbiosomes (Limpens et
al., 2005). Le géne DMI1 code pour un canal ionique localisé au niveau de la membrane nucléaire
(Venkateshwaran et al., 2008). Une voie paralléle a NFP, DMI1 et DMI2 semble contréler I’infection par
les rhizobia, et implique le récepteur LYK3 et le géne RPG (RHIZOBIUM-DIRECTED POLAR
GROWTH) (Arrighi et al., 2008).

DMI2 et DMI1 sont tous deux nécessaires a la génération des oscillations calciques qui ont lieu dans
le noyau, en réponse aux facteurs Nod et aux Myc-LCOs (Ané et al., 2004; Wais et al., 2000). Ces
oscillations calciques (« Calcium spiking ») semblent impliquées dans la formation des ponts
cytoplasmiques (appareil de pré-pénétration et pré-cordon d’infection) permettant la pénétration des
symbiontes fongiques et rhizobiens au cceur de la racine (Sieberer et al., 2012).

En aval des oscillations calciques intervient le géne DMI3, qui a été décrit comme responsable du
décodage de ces oscillations (Levy et al., 2004; Wais et al., 2000). La protéine DMI3 est une kinase de
type CCaMK (Calcium and CalModuline-dependent Kinase), localisée dans le noyau de la cellule. Sa
sensibilité au calcium lui permet de décoder le signal calcique, et son domaine kinase permet d’activer, en
phosphorylant des cibles, la voie de signalisation appropriée. Récemment, il a été démontré que DMI3 est
nécessaire a la fois dans I’épiderme et dans le cortex, et participe a la coordination des processus
d’infection et d’organogénése de la nodosité lors de la symbiose LR (Rival et al., 2012).

La CSSP menant aux symbioses LR et MA comprend, en aval de DMI3, I’intervention des facteurs
de transcription NSP 1 et 2 (NODULATION SIGNALING PATHWAY 1 et 2). Ces protéines
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appartiennent & la famille des facteurs de transcription de type GRAS (GAI/RGA/SCR’) spécifique aux
plantes (Hirsch and Oldroyd, 2009). Les génes NSP1 et NSP2 ont été longtemps décrit comme spécifique
a la symbiose LR (Wais et al., 2000), mais ont récemment été décrits comme impliqués aussi dans la
symbiose MA (Delaux et al., 2013; Maillet et al., 2011).

En aval de la CSSP, la signalisation bifurque et devient spécifique, soit du signal facteur Nod menant
a la symbiose LR, soit du signal Myc-LCOs menant a la symbiose MA (Figure 1.11). Il a notamment été
décrit que le géne RAM1 (REQUIRED FOR ARBUSCULAR MYCORRHIZATION 1), était requis
spécifiqguement pour la symbiose MA (Gobbato et al., 2012). La protéine RAML1 fait également partie de
la famille des facteurs de transcription de type GRAS, et semble impliquée dans la formation de
complexes avec NSP2, activant la transcription de geénes symbiotiques (Gobbato et al., 2012). Ces
signalisations paralleles ménent a I’activation de géenes symbiotiques, en particulier les genes ENOD
(EARLY NODULIN) en réponse aux facteurs Nod. L’implication de NSP1 dans la CSSP reste a préciser,
mais le réle de NSP1 dans la synthése des strigolactones est compatible avec un réle dans la symbiose
MA (Liu et al., 2011).

D’autres genes et facteurs de transcription ont été décrits comme étant impliqués dans les voies
spécifiques symbiotiques, surtout en ce qui concerne la symbiose LR (Murray, 2011; Oldroyd et al.,
2011). Des études sont en cours afin de mettre en évidence de nouveaux génes impliqués dans la

symbiose MA.

3.2. Le contréle hormonal des symbioses chez M. truncatula et d’autres plantes

Si les travaux démontrant I’importance de la régulation hormonale pour la mise en place de la
symbiose LR sont nombreux (Ferguson and Mathesius, 2003), ils sont en revanche rares en ce qui
concerne la régulation de la symbiose MA. Au vu du peu d’études disponibles chez M. truncatula dans
ces régulations, nous nous sommes également intéressés aux résultats obtenus chez d’autres plantes. Nous
nous sommes intéressés ici a certaines hormones (auxine, cytokinines, éthylene, acide abscissique,
strigolactones et acide gibbérellique), mais les effets d’autres hormones sur les symbioses LR et AM ont
été résumés dans des articles de synthése (Ferguson and Mathesius, 2003; Hause et al., 2007).

3.2.a. L’auxine

La phytohormone auxine est indispensable a la symbiose LR, a différents niveaux. En tant que
régulateur clé du développement des organes racinaires, I’auxine (Acide Indole Acétique, AlA) joue un
role important dans le développement de la nodosité (Mathesius, 2008). En premier lieu, il a été montré
qgue les rhizobia étaient capables de produire de I’auxine, de méme que de nombreux autres

microorganismes, et que cet apport d’auxine exogene pouvait contribuer a la formation des nodosités

" D’aprés le nom des trois premiers génes identifiés de cette famille : GAI (GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE),
RGA (REPRESSOR OF GAl) et SCR (SCARECROW).
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(Spaepen et al., 2007). La production d’AlA par le symbionte peut étre induite par des flavonoides
produits par la plante, également impliqués dans la synthése de facteurs Nod (Theunis et al., 2004). Par
ailleurs, il a été montré que des applications d’AlA sur des plantes non-légumineuses peuvent induire la
formation de structures ressemblant & des nodosités (Rightmyer and Long, 2011). Cette production
d’auxine par les rhizobia semble faire partie d’un ancien mécanisme d’altération du systéme racinaire par
des microorganismes non-symbiotiques ou symbiotiques.

Outre ce mécanisme, la formation des nodosités est également dépendante de I’auxine endogene, et
particulierement de son transport polarisé dans la plante. En effet, il a été démontré chez Trifolium repens
que les rhizobia induisent une modification du transport d’auxine de la racine, et provoquent une
accumulation locale d’auxine en amont de la zone d’application des rhizobia. En effet, une application
locale d’inoculum de rhizobium provoque une altération locale du gradient d’auxine, observable par le
profil d’expression du gene rapporteur GH3:GUS (Mathesius et al., 1998). De plus, chez M. truncatula, il
a été observé que I’expression d’homologues du transporteur AUX1 (AUXINE RESISTANT 1) d’A.
thaliana était induite en réponse a I’inoculation par des rhizobia (de Billy et al., 2001), suggérant que
I’accumulation d’auxine en réponse aux rhizobia puisse étre contrblée par ce type de transporteur
d’influx. Par ailleurs, I'application d’inhibiteurs du transport polaire de I’auxine, tels le NPA
(Naphtylphthalamic Acid), peut induire la formation de structures ressemblant a des nodosités, et
I’activation de genes symbiotiques de type ENOD (Hirsch et al., 1989; Rightmyer and Long, 2011),
confirmant I’implication du transport polaire dans I’organogénése du nodule. L’auxine est également
impliquée dans la formation de la vasculature de la nodosité chez M. truncatula (de Billy et al., 2001;
Guan et al., 2013). Notamment, un géne codant pour un facteur de transcription de type bHLH (basic
Helix-Loop-Helix), MtbHLH1, induit par I’auxine, a été identifié comme impliqué dans la formation du
systéeme vasculaire du nodule et dans les échanges de nutriments entre les bactéries et la plante (Godiard
et al., 2011). Pour finir, la construction sensible a I’auxine DR5:GFP a été utilisée pour étudier la réponse
a I’auxine au cours du développement de la nodosité : ce travail a démontré que I’auxine s’accumulait
seulement lors de la prolifération des cellules corticales (Suzaki et al., 2012), corroborant le role de
I’auxine au cours des divisions cellulaires de la nodosité.

Au niveau de la symbiose MA, les mécanismes de régulation hormonales sont pour le moment peu
compris. Cependant, il a été démontré que la signalisation auxinique est importante pour les stades
précoces de la symbiose MA, par exemple en étudiant la mycorhization par Rhizophagus irregularis du
mutant diageotropica de Solanum lycopersicum (Tomate) affecté dans la sensibilité a I’auxine (Hanlon
and Coenen, 2011). Les racines du mutant diageotropica sont affectées dans I’infection par le
champignon, mais ne présentaient a priori pas de phénotype au niveau du développement des arbuscules.
De la méme facon, le mutant insensible a I’auxine bushy de Pisum sativum (Pois) présente une
colonisation mycorhizienne réduite mais pas d’effet sur le développement des arbuscules, démontrant la
aussi un effet précoce de I’auxine sur la symbiose MA (Foo, 2013). Enfin, il a récemment été montré chez

M. truncatula que le gene MtIAA27, appartenant a la famille des Aux/IAA liés a la signalisation de
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I’auxine, est surexprimé dans les racines mycorhizées, ainsi que son plus proche homologue SIIAA27 chez

S. lycopersicum (Bassa et al., 2013).

3.2.b. Les cytokinines

Les cytokinines (CK) sont I’un des principaux régulateurs de la symbiose LR (Frugier et al., 2008).
Elles ont un effet positif sur la formation des nodosités. Chez M. truncatula, le géne MtCRE1, codant
pour un récepteur aux CK, a été décrit comme impliqué a la fois dans le processus d’infection et dans le
mécanisme de formation de la nodosité. Les plantes portant une construction RNAIi (knockdown) de
MtCRE1 montrent un blocage partiel des infections dans les poils absorbants racinaires, ainsi qu’une
importante réduction des divisions corticales associées a la formation de la nodosité (Gonzalez-Rizzo et
al., 2006). De facon globale, les CK semblent jouer un réle dans la coordination de ces deux programmes.
Cette coordination pourrait étre liée a sa régulation dans le cortex par la voie de signalisation symbiotique
(Rival et al., 2012). Les CK, via le récepteur MtCREL, ont été montrées comme requises afin d’intégrer
des signaux rhizobiens, mais également d’autres hormones végétales, afin de contrdler I’organogénése de
la nodosité (Plet et al., 2011). De plus, les CK induisent chez M. truncatula plusieurs génes symbiotiques
tels que les genes codant pour des facteurs de transcription NSP2, NIN (NODULE INCEPTION), et ERN1
(ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT-BINDING FACTOR (ERF) REQUIRED FOR NODULATION 1).

En ce qui concerne les divisions corticales, il est tres bien connu que les CK interagissent avec
I’auxine pour réguler les divisions cellulaires. Le géne MtARR4, fonctionnant en aval de MtCRE1, est
notamment impliqué dans la voie de réponse au CK menant a la formation de la nodosité. Toutefois, les
CK induisent un effet différent sur I’organogénése de la nodosité et sur le développement de la racine
latérale (Ariel et al., 2010; Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Plet et al., 2011).

De facon intéressante, il a été constaté que certaines formes de CK peuvent étre produites par les
rhizobia, montrant que les bactéries peuvent stimuler la voie de régulation positive des CK chez la plante,
afin de stimuler I’infection (Kisiala et al., 2013). 1l est possible aussi que les rhizobia aient recruté cette
capacité de produire des molécules similaires aux cytokinines afin de shunter une partie de la voie de
signalisation en réponse aux facteurs Nod.

Trés peu de travaux sont pour le moment disponibles au sujet de la régulation de la symbiose
MA par les CK. Le mutant de perception des CK, Mtcrel-/, ne semble a priori pas affecté
dans la mycorhization (F. Frugier, 10th European Nitrogen Fixation Conference, Munich, Septembre
2012). 1l a été observé que la quantité de CK augmentait dans les plantes colonisées par un champignon
MA, mais il n’est pas décrit si ces CK sont d’origine fongique ou végétale (Barker and Tagu, 2000).

3.2.c. L’éthylene

L’éthylene joue le rdle d’inhibiteur de I’infection rhizobienne et de la formation de la nodositeé. Il
réduit I’initiation des cordons d’infections et les oscillations calciques en réponse aux facteurs Nod

(Oldroyd et al., 2001). 1l régule également la position des primordia de nodosités au sein de la racine
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principale (Heidstra et al., 1997). Chez M. truncatula, le mutant sickle, affecté dans la sensibilité a
I’éthyléne, présente 10 fois plus de nodosités que le génotype sauvage (phénotype hypernodulant).
SICKLE est un orthologue du gene EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2) d’Arabidopsis thaliana,
possédant un réle dans la réponse aux pathogenes, et dans la régulation de la formation des nodosités
(Penmetsa and Cook, 1997; Penmetsa et al., 2008; Prayitno et al., 2006b).

L’éthylene est décrit pour réguler le transport de I’auxine (Prayitno et al., 2006b). Ainsi, I’éthyléne
pourrait inhiber I’accumulation d’auxine au niveau du site d’initiation de la nodosité. En outre, I’éthyléne
a été démontré comme responsable de I’intégration de mécanismes de défense, régulant I’infection par les
rhizobia (Penmetsa et al., 2008; Prayitno et al., 2006a).

L’éthylene semble avoir un réle complexe sur la symbiose MA, qui reste encore a mieux
caractériser. Le mutant sickle de M. truncatula est également décrit comme étant hyper-mycorhizé. Des
traitements exogenes d’éthyléne chez Pisum sativum (Pois) ont permis de suggérer un possible role
inhibiteur de I’éthylene sur la colonisation du champignon MA (Geil et al., 2001), mais d’autres études
ont au contraire monté qu’un mutant insensible a I’éthyléne de Solanum lycopersicum (Tomate) présentait

une mycorhization réduite (Zsogon et al., 2008).

3.2.d. L’acide abscissique

Des applications d’acide abscissique (ABA) provoquent une inhibition de I’infection et de la
formation de la nodosité (Ding et al., 2008). L’ ABA régule la réponse aux facteurs Nod inhibant le signal
calcique induit par ces derniers. Par ailleurs, un variant dominant négatif du géne ABI1 (ABSCISSIC
ACID INSENSITIVE 1) chez M. truncatula, impliqué dans la sensibilité a I’ABA, entraine un phénotype
hyper-nodulant. Il semble également que 1’effet de I’ABA sur I’inhibition de la nodulation soit
dépendante de I’action des CK sur les divisions corticales lors de la formation de la nodosité (Ding et
al., 2008).

L’ABA semble également avoir un role sur la symbiose MA, car des mutants de S. lycopersicum
(Tomate) affectés dans la sensibilité a I’ABA présentent une réduction de I’intensité de la colonisation par
le champignon MA, ainsi qu’un moins bon développement des arbuscules (Herrera-Medina et al., 2007).
Les auteurs suggérent toutefois que I’ABA régule les taux d’éthylene, ce qui pourrait étre a I’origine de
son inhibition de la symbiose MA, du moins pour ce qui est de la colonisation. La formation des
arbuscules pourrait en effet étre directement régulée par I’ABA, car I’éthyléne ne I’affecte pas (Martin-

Rodriguez et al., 2011).

3.2.e. Les strigolactones

Il est tres bien décrit que les strigolactones (SL) jouent le r6le de signaux inducteurs lors de la phase
pré-symbiotique MA, en stimulant la ramification et la croissance des champignons MA (Akiyama et al.,
2005; Besserer et al., 2008; Besserer et al., 2006). Cependant, il est également possible que les SL

interviennent dans la régulation de cette symbiose en tant que phytohormone, c’est-a-dire en tant que
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régulateur endogéne. Des études récentes ont montré que des mutants de Pisum sativum (Pois) et d’Oryza
sativa (Riz) affectés dans la sensibilité aux SL, présentaient un taux de mycorhization réduit (Foo, 2013;
Yoshida et al., 2012). Les SL semblent donc également influencer la symbiose MA, mais il n’est pas
encore déterminé par quel mécanisme se déroule cette régulation. En outre, le phénotype de
mycorhization réduite observé chez les mutants affectés dans la sensibilité a I’auxine semblent indiquer
que I’auxine joue sur la biosynthese des SL afin de réguler la symbiose MA (Foo, 2013). Par ailleurs, il a
été récemment démontré que les génes NSP1 et NSP2, appartenant a la voie commune CSSP, sont requis

pour la biosynthese des SL (Liu et al., 2011), ce qui pourrait expliquer leur réle sur la symbiose MA.

3.2.f. L’acide gibbérellique

Les gibbérellines ou acide gibbérellique (GA) sont également importantes dans la régulation des
symbioses. La mutant na-1 de P. sativum (Pois), déficient dans la biosynthése des GA, présente des
nodosités malformées et une réduction globale du nombre de nodules (Ferguson et al., 2011), montrant
que cette hormone joue un rdle dans la formation de la nodosité. En outre, chez Lotus japonicus (Lotier),
il a été démontré que I’application de GA entraine une inhibition de la voie de signalisation symbiotique
en réponse aux facteurs Nod, en aval de I’action des CK (Maekawa et al., 2009).

De récents travaux ont mis en évidence I’'implication de I’acide gibbérellique (GA) dans la régulation
de la symbiose MA : le mutant na-1 présente un développement des arbuscules plus important, et ce
phénotype disparait en réponse a une application exogéne de GA bioactifs (Foo et al., 2013). Par ailleurs,
chez M. truncatula, plusieurs génes liés a la biosynthése des GA sont induits aprées le contact avec le
champignon MA (Ortu et al., 2012). Ceci suggére que les GA jouent un rdle dans les étapes tardives de la

symbiose MA.

4. Conclusions

Les associations symbiotiques jouent un réle tres important dans I’amélioration des rendements chez
les plantes cultivées. Medicago truncatula, établissant les symbioses mycorhizienne a arbuscules (MA) et
Légumineuses-Rhizobium (LR), est un parfait modele d’étude des endosymbioses racinaires. Ces
symbioses sont contrélés par des mécanismes internes a la plante (phytohormones, génes DMI, etc), suite
au dialogue moléculaire impliquant la perception par la plante de molécules de type lipo-
chitooligosaccharidiques (LCOs) et peut-étre chitooligosaccharidiques (COs), produits par les symbiontes
fongiques et rhizobiens.

De facon intéressante, ces LCOs ont un effet sur le développement de la racine latérale chez M.
truncatula, ce qui sera développé dans la partie C de I’introduction. En amont, nous allons d’abord
résumer les connaissances disponibles sur le développement de la racine latérale, en particulier chez la

plante modéle Arabidopsis thaliana (Introduction, partie B).
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Partie B - LA RACINE LATERALE

1. La ramification racinaire

Dans un contexte de changement climatique et de dégradation progressive des sols due a I’activité
humaine, les plantes se retrouvent face a de nouveaux stress abiotiques auxquels elles doivent faire face
(Den Herder et al., 2010). Or, selon plusieurs modéles, les productions agricoles doivent doubler afin de
faire face a I’augmentation des populations (Source : OECD?®), ce qui implique d’améliorer leurs
rendements tout en s’adaptant aux changements environnementaux.

Gréace a la plasticité de leur systéme racinaire, les plantes possédent la capacité de s’adapter a leur
environnement. L’architecture racinaire détermine leur ancrage dans le sol ainsi que leur accés a I’eau et
aux nutriments, donc est un des principaux leviers du rendement des cultures. Les genes et les voies
impliquées dans la détermination de I’architecture racinaire en réponse a des signaux intrinséques et
extrinséques (environnementaux) ont été récemment passés en revue chez plusieurs plantes (Jung and
McCouch, 2013).

L architecture racinaire des plantes peut se décomposer en plusieurs notions : la croissance racinaire,
la ramification (formation de racines latérales), et I’angle des racines. Elle est également déterminée par la
capacité a mettre en place des symbioses racinaires avec des microorganismes du sol, qui ont été abordée
en partie A de cette introduction. Parmi ces facteurs, la formation de racines latérales (RL) a été bien
documentée chez la plante modéle Arabidopsis thaliana (Malamy and Benfey, 1997), et consiste en la
formation de novo d’un organe, c'est-a-dire que la RL n’est pas préformée lors de la formation de

I’embryon. La RL est formée a partir de cellules racinaires qui se sont dédifférenciées.

2. Etapes cellulaires du développement de la racine latérale chez Arabidopsis

thaliana

La plupart des études descriptives et mécanistiques du développement de la RL on été réalisées sur la
plante modéle Arabidopsis thaliana, compte tenu de sa facilité de culture, de la simplicité de son systéme
racinaire et des nombreux outils disponibles. Au début de la these, il n’existait que trés peu
d’informations au sujet du développement de la RL chez les légumineuses et particulierement M.
truncatula. Nous allons donc passer en revue le développement de la RL a I’aide de ce qui est bien décrit

chez A. thaliana.

® www.oecd.org/site/oecd-faoagriculturaloutlook/
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Figure 1.12 « Morphologie de la racine principale d’Arabidopsis thaliana

La racine principale est constituée de la stele, entourée du péricycle, de I’endoderme, du cortex, et
de I’épiderme (A). L’apex de la racine contient le méristeme apical, ou les différentes lignées
cellulaires sont déterminées. Les cellules du centre quiescent se divisent en produisant des initiales
(précurseurs) des différents tissus. L’apex est protégé par la coiffe racinaire et la columelle. La stéle
comprend les vaisseaux conducteurs xyléme et phloéme, dont les poles sont situés de part et
d’autre de la stéle en contact avec le péricycle (B).

Adapté de Péret et al., 2009 et d’Overvoorde et al., 2010.

Figure 1.13 « Divisions anticlines asymétriques dans le péricycle chez A. thaliana
L’initiation de la racine latérale correspond & deux divisions anticlines (perpendiculaires a I’axe de
la racine) et asymétriques permettant la formation de deux petites cellules filles centrales entourées
de deux plus grandes. Pe: péricycle, En: endoderme, Co: cortex, Ep: épiderme. Adapté de Marhavy
etal., 2013. 51
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2.1. Compétence des cellules du péricycle

Chez A. thaliana, la RL trouve son origine dans la réactivation et les divisions d’une couche interne
de la racine principale, le péricycle (en violet, Figure 1.12), qui entoure la stele ou se trouvent les
vaisseaux conducteurs (phloéme et xyléme). Le péricycle est lui-méme entouré de I’endoderme, du
cortex, et de I’épiderme (Figure 1.12).

La réactivation du péricycle chez A.thaliana passe par un état particulier de la cellule, permettant que
son cycle cellulaire se remette en route. Il a été démontré que le péricycle est composé de deux types
cellulaires, déterminés par leur position autour du cylindre central : les lignées cellulaires de péricycle
localisées aux poles de phloéme (Figure 1.12 B) sont complétement différentiées et demeurent au stade
G1 du cycle cellulaire, tandis que les lignées cellulaires localisées aux pbles de protoxyléme présentent un
cytoplasme dense et une vacuole fragmentée, et avancent au stade G2 du cycle cellulaire (Beeckman et
al., 2001; Parizot et al., 2008). Les cellules du péricycle sont donc maintenues dans un état pré-mitotique,
leur permettant de se diviser rapidement. Ce maintien de la compétence mitotique des cellules de
péricycle pour la formation des RL est dépendant de la protéine nucléaire ALF4 (ABERRANT
LATERAL ROOT FORMATION4), ainsi que du régulateur E2Fa (Berckmans et al., 2011; DiDonato et
al., 2004). La réactivation des divisions est activée par I’auxine, qui semble promouvoir ou réprimer
certaines protéines liées au cycle cellulaire, notamment des cyclines de type D, ou le répresseur de la
transition G1 a S du cycle cellulaire INHIBITOR-INTERACTOR OF CDK (CYCLIN-DEPENDENT
KINASE)/KIP-RELATED PROTEIN2 (ICK/KRP2) (Himanen et al., 2002; Nieuwland et al., 2009; Sanz
etal., 2011).

Cette fine régulation du cycle cellulaire permet a un petit groupe de cellules du péricycle de se

différencier et de se diviser pour former un organe.

2.2. Stades cellulaires successifs de la formation des racines latérales

Les premiéres divisions cellulaires de la formation de la RL, généralement appelée « initiation de la
RL » (LRI) concernent deux cellules du péricycle longitudinalement adjacentes (les cellules fondatrices),
qui subissent chacune une division asymétrique. Ainsi, les deux cellules-filles issues de ces divisions
n’ont pas la méme taille, les deux plus petites étant cbte a cote (Figure 1.13). Les divisions asymétriques
supposent que les cellules fondatrices soient polarisées, et que leur noyau ait migré en direction de leur
paroi commune (De Rybel et al., 2010; De Smet et al., 2007).

En se servant de la plante modéle A. thaliana, et de plusieurs marqueurs de lignées cellulaires,
Malamy et Benfey ont procédé a une analyse cellulaire fine du développement de la RL (Malamy and
Benfey, 1997), en tenant compte du nombre de cellules divisées, du nombre de couches cellulaires et du
type de divisions. Ces derniéres peuvent étre anticlines (I’axe de division est perpendiculaire a I’axe de la

racine principale) ou périclines (I’axe de division est paralléle a I’axe de la racine principale).
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Figure 1.14 « Etapes successives de formation du primordium de racine latérale chez
A. thaliana

La formation du primordium de racine latérale chez A. thaliana est décomposé en 7 stades
successifs : Aprés les premieres divisions anticlines de péricycle (1), celui-ci se divise de fagon
péricline pour former deux couches (1), puis trois (l11) puis quatre (IV). Le primordium a alors
traversé I’endoderme. Les stades V et VI correspondent a des proliférations cellulaires
supplémentaire donnant une forme bombée au primordium qui a traversé le cortex. Enfin au Stade
VII, le primodium traverse I’épiderme et émerge par élongation cellulaire. A ce stade, les tissus du
primordium sont différentiés pour former les couches cellulaires de la future racine. Le stade VIII
correspond au primorium émerge.

(Source : Péret et al., 2012).

Figure 1.15 « Forme tridimensionnelle du primordium de racine latérale chez A.
thaliana
A I’aide d’outils de microscopie confocale et de modélisation, la forme du primorium de la racine
latérale a été analysee. Il forme un déme ovoide allongé dans la direction de la racine principale
(Source : Lucas et al., 2013).
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Les stades successifs décrits par cette étude sont schématisés dans la Figure 1.14. Les auteurs ont
défini le stade | comme les premiers cycles de divisions anticlines se produisant dans le péricycle, depuis
les premiéres divisions asymétriques jusqu’a ce qu’environ dix cellules de taille égales soient visibles
longitudinalement. Le stade Il correspond aux divisions périclines permettant au péricycle de se séparer
en deux sous-couches. Cette initiation en deux temps (divisions anticlines, puis périclines) avait déja été
décrit auparavant (Laskowski et al., 1995). Ensuite, d’autres divisions périclines dans la sous-couche
externe de péricycle, puis dans la sous-couche interne, ont pour effet de former une troisieme couche, puis
une quatrieme (respectivement Stades III et IV). L’ensemble de ces cellules divisées, constituant le
primordium de RL (LRP) commence & prendre un aspect bombé, et a traverser la premiére couche
cellulaire qui I’entoure (I’endoderme). Au stade V, les cellules des quatre couches de pericycle continuent
a proliférer et le LRP se situe a la moitié de la racine principale. Au stade VI, le LRP prend une forme
plus arrondie en traversant le cortex de la racine principale. Le stade VII est caractérisé par la formation
des traces vasculaires (repérables par I’apparition de cellules allongées au centre du LRP), et le début de
la différentiation des tissus de la future racine. Un petit groupe de cellules indifférenciées est observable,
correspondant au futur méristéme apical, mais on ne sait pas encore si celui-ci est déja actif a ce stade. La
face externe du LRP est a présent au niveau de I’épiderme de la racine principale. Enfin, par un processus

d’allongement cellulaire, le LRP traverse I’épiderme et émerge de la racine principale (Figure 1.14).

2.3. Forme du primordium de racine latérale

A I’aide d’outils de modélisation et d’observations au microscope confocal, Lucas et coll. ont montré
que les LRP n’avaient pas une forme semi-sphérique, mais ovoide (Figure 1.15), allongée dans la
direction de la racine principale (Lucas et al., 2013). 1l a également été montré que cette forme ne dépend
par forcément des évenements de division internes au LRP, mais surtout des propriétés des tissus qui

recouvrent ce LRP (endoderme, cortex, épiderme).

2.4. Accumulation d’auxine dans le primordium de racine latérale

Depuis I’apparition de marqueurs précoces de I’accumulation de I’auxine, tels que DR5:GUS
(Ulmasov et al., 1997), il a été constaté qu’une caractéristique de la formation des RL est I’accumulation
de I’auxine. Cette accumulation a lieu dans le péricycle dés les stades précoces de formation de la RL,
avant méme les premiéres divisions anticlines, et se poursuit lors des étapes cellulaires successives,
pendant le développement du LRP (Figure 1.16 A) (Benkova et al., 2003). Au cours des stades tardifs de
la formation de la RL, I"accumulation d’auxine se concentre en direction de I’extrémité du LRP, au
niveau des cellules qui donneront le méristeme de la future LR, ce en quoi I’accumulation d’auxine dans

le LRP commence a ressembler au profil de distribution de 1’auxine de la racine mature (Figure 1.16 B).



Figure 1.16 * Accumulation d’auxine lors de la formation de la racine latérale

(A) Dés le premier stade de formation de la racine latérale chez A. thaliana, le péricycle
accumule de I’auxine, mise en évidence par I’activité du promoteur DR5 conduisant
I’expression du gene GUS (en bleu). Cette accumulation d’auxine se poursuit au cours des
étapes de développement du primordium, dans les deux sous-couches du péricycle (Outer
Layer, OL et Inner Layer, IL), jusqu’a I’émergence (e) du primorium. A ce stade
I’accumulation d’auxine est située a I’extrémité du primordium, montrant un profil similaire a
celui de la racine principale (B).

(Source : Benkova et al., 2003).

Catabolisme Conjugation
Synthése Transport
Perception
(récepteur)
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facteurs de transcription

v
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Fonctions biologiques

Figure 1.17 « Métabolisme général de I’auxine

La concentration d’auxine (AlA) est régulée par sa synthése, sa conjugaison, sa dégradation
(catabolisme) et son transport. La signalisation de I’auxine implique sa perception et sa
régulation de génes cibles via I’activation on I’inactivation de facteurs de transcription.
(Adapté de Kieffer, etal., 2010).
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Il a également été constaté que le transport de I’auxine ainsi que I’accumulation locale de celle-ci
dans les cellules de péricycle étaient indispensable a I’initiation, le développement et I’émergence du

LRP, et ceci grace a un réseau de génes transporteurs (Blilou et al., 2005).

3. L’auxine : le régulateur clé du développement de la racine latérale

L auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Le terme d’auxine a
été étendu a un ensemble de substances naturelles aux propriétés analogues ainsi qu’a des hormones de
synthése. La molécule d’auxine naturelle, I’AIA ou Acide Indole Acétique, fut découverte en 1926 par
Went, en déposant des bouts de coléoptiles sur des blocs de gélose afin que I'auxine migre dans ceux-ci. Il
dépose ensuite ces cubes sur des tiges préalablement décapitées et les place a I’obscurité. Ces tiges se
courbent en direction de I’endroit ou le bloc a été déposé. La structure chimique de lI'auxine est identifiée
en 1931 par Kogl et Haagen-Smit. Trois autres formes d’auxine ont également été détectées dans les
plantes : I’acide chloroindole acétique, I’acide phényle acétique, et I’acide indole butyrique, avec
cependant des réles de moindre importance (Simon and Petrasek, 2011). L’auxine de synthése la plus
utilisée est I’acide naphtaléne acétique (ANA).

L’auxine agit sur 1’¢élongation et les divisions cellulaires. Ses réles sont nombreux, sur la dominance
apicale, la formation des fruits, la floraison, la réponse a I’environnement (lumiere, blessures), le
développement des organes, et particulierement des racines et les racines latérales (RL). De nombreuses
revues récapitulent les divers réles de I’auxine sur les plantes (Kieffer et al., 2010). Au vu des multiples
roles et de la complexité de I’action de I’auxine sur le développement des plantes, cette introduction se

focalisera surtout sur son role lors du développement des RL.

3.1. Homéostasie et signalisation de I'auxine

L’action de I’auxine dépend a la fois de sa concentration et du tissu sur lequel elle agit. Selon les
plantes, une méme concentration sur un méme organe peut entrainer des conséquences différentes. Ceci
impligue une régulation trés fine en amont et en aval de I’auxine. L’action de I’auxine est dépendante de
sa présence et sa concentration dans la cellule, son transport, sa perception, et la régulation de genes
cibles (Figure 1.17).

3.1.a. Synthese et conjugaison dans les racines

L’AlA ou Acide Indole Acétique (Figure 1.18 A) est synthétisé a partir d’indole, selon plusieurs
voies de biosynthése impliquant ou non le tryptophane (Figure1.18 B) (Quittenden et al., 2009).
Chez Arabidopsis thaliana, I’auxine se présente souvent sous forme conjuguée, en association avec

des sucres, des acides aminés ou des protéines, grace a des liaisons de type ester ou amide (Ljung et al.,
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Figure 1.18 « Biosynthése de I’auxine

L’auxine (AlA) est synthétisée en majeure partie a partir du tryptophane, via trois voies de biosynthese
différentes. Il existe également une voie de biosynthése a partir du précurseur indole, sans passer par
I’étape du tryptophane.

Sources : Wikipedia Commons (A) et Quittenden et al., 2009 (B).

A B C

Figure 1.19 ¢ Le transport d’auxine au niveau de la racine principale d’A. thaliana
(A) L’auxine est transportée dans la cellule via des transporteurs d’influx AUX1 et PGP (appelés aussi
transporteurs ABC), ou directement par dé-protonisation, car le pH extracellulaire (pH5,5) est plus
acide que le pH interne (pH7). L’auxine est transportée hors de la cellule par des transporteurs PIN ou
PGP/ABC.
(B) Schéma représentant les flux d’auxine contrdlés par différents transporteurs PIN (1, 2, 3, 4 et 7).
Ces protéines régulent le gradient d’auxine au niveau de I’apex de la racine principale, grace a leur
domaine d’expression et leur localisation subcellulaire, coordonnant le sens du transport d’auxine.
(C) Schéma représentant le flux général d’auxine, dit en « fontaine inversée » dans la racine principale,
permettant I’accumulation d’auxine dans des cellules du protoxyléme (violettes), précédant I’initiation
de racines latérales.
Sources : Adapté de Mathesius , 2008 (A), Krec¢ek et al., 2009 (B) et Péret et al., 2009 (C).
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2005). Sous cette forme, I’auxine est inactive : la conjugaison est donc un mécanisme d’appoint
permettant de réguler la concentration I’auxine active dans la cellule.

En particulier, I’action de I’auxine sur le développement des RL est dépendante du taux de conjugués
AlA-Glutamate, qui est dépendant du géne 1AR4, codant pour une enzyme probablement impliquée dans
la dé-conjugaison de I’AlIA (Quint et al., 2009). L’une des autres formes de I’auxine présente dans les
plantes, I’acide indole butyrique (AIB), peut également é&tre converti en AlA, et il a été montré que le pool
d’auxine issu de I’AIB contribue a la régulation de I’architecture racinaire (Zolman et al., 2008). La
conversion de I’AIB ainsi que la formation ou I’hydrolyse des conjugués d’AlA, font partie d’un
meécanisme permettant de contréler indirectement la concentration d’auxine dans la cellule (Woodward
and Bartel, 2005).

3.1.b. Transport

De fagcon générale, le transport d’auxine est indispensable a la formation des RL, car il conditionne
son accumulation locale dans les cellules. En effet, I’application sur la racine d’un inhibiteur du transport
de I’auxine, I’acide naphtylphthalamique (NPA) affecte le développement des RL (Casimiro et al., 2001;
Himanen et al., 2002). Il est généralement connu que I’auxine est synthétisée dans les parties aériennes,
particuliérement au niveau des méristémes apicaux, et qu’elle migre en direction des racines. Toutefois, il
a été découvert que de I’auxine était également produite au niveau du méristéme racinaire. Or, il a été
démontré que le développement des RL est dépendant de pools d’auxine produits dans ces deux sources
(parties aériennes et racines). Il semble que le flux d’auxine allant des feuilles aux racines soit essentiel
pour I’émergence de la RL, mais pas pour I'initiation, alors que les flux d’auxine a partir de I’apex
racinaire sont requis pour I’initiation des RL (Casimiro et al., 2001; Wu et al., 2007).

Le transport de I’auxine peut se dérouler de facon active ou passive. Dans le cas du transport passif,
I"auxine voyage via le xyleme et le phloéme, passant par les pores présents dans les parois des cellules
allongées, mais également a travers les parois cellulaires par acidification : I’AlA sous forme protonée
(AIAH) peut entrer dans la cellule (Figure 1.19 A) car I’environnement extracellulaire est plus acide
(pH5,5) que I’environnement intracellulaire (pH7).

Au contraire, le transport actif nécessite I’action de transporteurs d’auxine qui sont des protéines
membranaires contrélant le passage de I’auxine d’une cellule & l’autre, ou entre les différents
compartiments cellulaires. Le mode de fonctionnement des transporteurs d’auxine dépend de leur
localisation subcellulaire : leur position au pourtour ou dans la cellule coordonne le déplacement de
I’auxine dans une direction ou dans une autre. Il existe deux types de transporteurs d’auxine : les
transporteurs d’influx, qui régulent I’entrée de I’auxine dans la cellule, et les transporteurs d’efflux, qui
contrélent sa sortie (Figure 1.19 A). Ces deux types de transporteurs sont nécessaires a la génération des
maximums d’auxines permettant la formation des RL. Les acteurs les plus importants du transport
d’efflux sont les protéines PIN-FORMED (PIN) et les transporteurs ATP-BINDING CASSETTE
TRANSPORTER-LIKE/PHOSPHOGLYCOPROTEIN (ABCB/PGP-like) (Benkova et al., 2003;
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Figure 1.20 « Schéma général de la perception et la signalisation de I’auxine

(A) Le complexe SCFTIRIAFB est composé des protéines SKP1, CULL et du récepteur a I’auxine de type F-
box, TIR1 ou AFB (1-5). A faible dose d’auxine, les répresseurs transcriptionnels Aux/IAA forment un
complexe stable avec les facteurs de transcription ARF, inhibant leur action sur la transcription.

(B) A forte dose d’auxine, celle-ci est percue par le récepteur a F-box, et permet I’interaction entre le
complexe SCFTIRIAFE et |3 protéine Aux/IAA, via son domaine Il de cette derniére. Cette interaction va
conduire a I’ubiquitination de la protéine Aux/IAA grace a I’activité ubiquitine-ligase du complexe.

(C) La protéine Aux/IAA ubiquitinée est ciblée vers le protéasome 26S qui provoque sa dégradation.

(D) Les facteurs de transcription ARF sont libérés, se fixent sur I’ADN au niveau des éléments de réponse
a I’auxine AuxRE, et activent la transcription de genes de réponse a I’auxine.

Source : The story of auxin, Teaching Tools in Plant Biology © 2011 The American Society of Plant
Biologists.
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Wisniewska et al., 2006). Le transport d’influx est quant a lui dépendant de la protéine AUXIN
RESISTANT 1 (AUX1) et des protéines semblables LIKE-AUX1 (LAX) (Marchant et al., 2002; Swarup
et al., 2008). Chez A. thaliana, la famille des PINs contient 8 membres dont 6 ont bien été caractérisés
(Krecek et al., 2009). 1l existe trois protéines LAX (1-3) apparentées a AUXI.

L’initiation des racines latérales dépend de I’action de ces transporteurs, indispensables pour générer
un gradient d’auxine. Celui-ci met en jeu plusieurs transporteurs, particulierement PIN1, mais aussi PIN2,
PIN3, PIN4 et PIN7. Leurs localisations tissulaires et subcellulaires spécifiques permettent d’établir un
reflux d’auxine, descendant par la stéle et le péricycle grace a PIN1, PIN3 et PIN7, puis remontant par la
coiffe racinaire, I’épiderme et le cortex grace a PIN2 (Figure 1.19 B) (Krecek et al., 2009). Ce reflux
d’auxine, appelé aussi « fontaine inversée » (Figure 1.19 C) est indispensable aux événements préalables
a I’initiation des RL (De Smet et al., 2007). La protéine AUXI1 est quant a elle requise pour conduire
I’auxine depuis les tissus vasculaires jusqu’au péricycle au niveau des initiations de RL, ce qui contribue

a générer un maximum d’auxine local indispensable a la formation des RL (Swarup et al., 2008).

3.1.c. Signalisation

Dans la cellule, I’auxine est percue par deux types de récepteurs, la famille de récepteurs a F-box
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1) auquel s’ajoutent cinq protéines AUXIN SIGNALING
F-BOX (AFB1-5), ainsi que la protéine de liaison AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1). La perception
par ABPI1 est encore assez peu décrite, mais il semble qu’ABP1 soit une molécule membranaire, et
posséderait un role dans I’élongation cellulaire et I’assouplissement de la paroi cellulaire (Jones et al.,
1998; Tromas et al., 2010).

Les récepteurs TIR1 et AFB font partie d’un complexe E3-ubiquitine ligase SCF composé d’une
protéine SKP, d’une protéine CULLIN, et du récepteur a F-box, appelé SCE™VA™® (Figure 1.20 A).

La signalisation de I’auxine dépend de protéines de la famille des Aux/IAA (AUXINE/INDOLE
ACETIC ACID) qui sont des regulateurs négatifs de la transcription de genes de réponse a I’auxine, et de
facteurs de transcription positifs ou négatifs de type ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR). Le role des
ARFs est d’activer, ou de réprimer, des genes cibles de réponse a I’auxine en se liant a I’ADN,
particulierement sur des séquences de réponse a I’auxine appelées AuxRE (Auxin Response Elements)
(Ulmasov et al., 1997).

L’interaction des Aux/IAA et des ARF réprime la transcription des génes de réponse a I’auxine
(Figure 1.20 A). Chez A. thaliana, il existe 29 différentes protéines Aux/IAAs, et la famille des proteines
ARFs réunit 23 membres. De plus, il y a 6 protéines réceptrices de 1’auxine (TIR1 et 5 AFBs), sans
compter ABP1. Cette grande diversité permet plusieurs niveaux de spécificités de la réponse a I’auxine,
qui permet de comprendre comment cette seule hormone peut étre impliguée dans une telle diversité de
mécanismes dans les plantes. Par exemple, la concentration d’auxine joue sur le type de protéine
Aux/IAA qui sera dégradée, en raison des différences d’affinité des couples TIR1/AFB-AuxIAA pour

I"auxine (Villalobos et al., 2012). Il a été suggéré que des interactions préférentielles existent entre
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Figure 1.21 « Spécification des cellules fondatrices de la racine latérale chez A. thaliana
Avant toute division, la racine principale d’A. thaliana subit des oscillations d’auxine au niveau des
pbles de protoxyleme (« priming »), dans la zone du méristeme basal (bleu). Les cellules du
péricycle adjacentes aux cellules du protoxyleme ayant accumulé de I’auxine (grises), sont spécifiées
pour se diviser lors des étapes suivantes.

Source : Péret et al., 20009.
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certaines protéines Aux/IAA et ARFs. Ces couples Aux/IAA-ARF d’interaction préférentielle sont
appelés modules de réponse a I’auxine, et régulent un ensemble spécifique de genes de réponses (De Smet
et al., 2010; Weijers et al., 2005). Ils sont généralement associés a une spécificité tissulaire, ce qui
conditionne également leur spécificité d’action (Vernoux et al., 2011).

La présence d’auxine permet 1’interaction stable entre le complexe SCF™A™® et les Aux/IAAs
(Figure 1.20 B). Cette interaction conduit & I’ubiquitination des Aux/IAA puis leur dégradation par le
protéasome 26S (Figure 1.20 C) (Maraschin et al., 2009). En conséquence, ceci entraine la libération des
protéines ARFs, qui se trouvent en général sous forme d’hétérodimeres avec les Aux/IAA.

Dans le contexte de la formation des racines latérales, les ARFs qui jouent un réle sur les différentes

étapes de développement de la RL sont ARF5, 6, 7, 8 et 19 (Lavenus et al., 2013).

3.2. Action de I'auxine au cours de la formation de la RL

3.2.a. Spécification des cellules fondatrices

Les premiéres étapes de la formation d’une RL sont appelées le priming et se déroulent au niveau du
méristéme basal (Figure 1.21), appelé aussi zone de transition. Le priming est caractérisé par une activité
pulsatile du promoteur de réponse a I’auxine DR5 dans les cellules du xyléme au niveau du méristeme
basal, suggérant une oscillation locale d’auxine dans ces tissus (De Smet et al., 2007; Laskowski, 2013;
Moreno-Risueno et al., 2010). Par ailleurs, des études transcriptomiques ont montré que de nombreux
génes oscillent dans le méristéme basal, en phase ou en opposition de phase avec les oscillations de DR5
(Moreno-Risueno et al., 2010).

Ces oscillations contribuent a la spécification des cellules du péricycle adjacentes au pbéle de
protoxyléme, c’est-a-dire leur devenir pour pouvoir se diviser lors de I’initiation de la RL. Les cellules de
péricycle qui ont été spécifiées sont nommées cellules fondatrices (CF) de la RL, et sont localisées dans
ce que I’on appelle le site de pré-ramification.

La régulation de la spécification des CF par les oscillations d’auxine dans le protoxyléme n’est pas
encore trés bien décrite. On sait que la spécification des CF se déroule dans une zone particuliére de la
racine principale ou la concentration d’auxine est plus faible, entre le gradient distal et le gradient
proximal d’auxine, appelée « fenétre développementale » (Dubrovsky et al., 2011) (Figure 1.21). Il est
également observé que les CF se mettent a accumuler de I’auxine, mis en évidence par une forte activité
du promoteur DR5 dans les CF (Benkova et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008). Enfin, il a été décrit que la
spécification des CF dépend de GATAZ23, activé par le module IAA28-ARF7-ARF19 de réponse a
I"auxine (De Rybel et al., 2010). GATA23 est un facteur de transcription impliqué dans la spécification

du devenir cellulaire au cours du développement.
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Figure 1.22 « Effet de I’auxine sur I’émergence du primordium de racine latérale chez
A. thaliana

(A) Suite aux premiéres divisions anticlines asymétriques des cellules spécifiées du péricycle, celles-
ci accumulent de I'auxine (IAA). Celle-ci stimule dans I’endoderme la production d’enzymes de
remodelage de la paroi cellulaire (CWR), via une voie de signalisation impliquant IAA3. Ces
enzymes préparent I’endoderme a étre traversé par le primordium.

(B) Tandis que les divisions se poursuivent dans le péricycle, I’auxine stimule dans le cortex la
production du transporteur d’influx LAX3, via le module de signalisation IAA14-ARF7/19.

(C) Dans le cortex, LAX3 présente un r6le double : il stimule a son tour la production des enzymes
CWR permettant le passage du primordium, et favorise I’entrée de I’auxine dans le tissu.

(D) Alors que le primordia est bien formé et poursuit son émergence, le méme mécanisme,
impligquant LAX3, a lieu dans I’épiderme. Il est suggéré que I’auxine favorisant ce mécanisme puisse
provenir directement du primordium.

Source : Péret et al., 2009.
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3.2.b. Initiation de la racine latérale

Les cellules du péricycle en face des pbles de protoxyléme possédent la capacité de relancer leur
cycle cellulaire afin de se mettre a se diviser. Les CF ayant été spécifices dans la fenétre
développementale sont donc prétes a entamer leurs divisions asymétriques. Cette étape est appelée
initiation de la RL et a lieu dans la zone de différentiation de la racine primaire.

Il a été démontré que le module SLR(SOLITARY ROOT)/IAA14-ARF7-ARF19 de réponse a
I’auxine est requis a la fois pour la polarisation des CF et la migration de leur noyau, mais également pour
leur division asymétrique (Vanneste et al., 2005). Toutefois, celui-ci n’est pas suffisant pour activer le
cycle cellulaire permettant Ila division. Un autre module de réponse a [D’auxine,
BDL(BODENLOS)/IAA12-ARFS, a été récemment démontré comme également nécessaire a ’initiation
de la RL (De Smet et al., 2010).

Les cellules filles les plus petites (centrales) issues des divisions asymétriques continuent a
accumuler de I’auxine et expriment spécifiquement un géne de type RECEPTOR-LIKE KINASE (RLK),
ARABIDOPSIS CRINKLY 4 (ACR4) en réponse a SLR/IAA14 et donc a I’auxine. La protéine ACR4,
semble étre responsable du maintien de la compétence des cellules a se diviser, tandis qu’elle inhiberait
les cellules adjacentes du péricycle (De Smet et al., 2008).

En théorie, les oscillations d’auxine dans le protoxyléme et la compétence des cellules du péricycle
pour la division ont lieu en parallele aux deux pdles de protoxyleme de la RL (Figure 1.21). Pourtant,
chez A. thaliana, les RL n’émergent pas face a face au méme niveau de la racine principale, mais présente
préférentiellement un profil d’apparition alternatif droite-gauche (De Smet et al., 2007), bien que ce profil
semble dépendre en grande partie des conditions de culture. Ceci suggére qu’il existe aussi un mécanisme
d’inhibition latérale empéchant la formation concomitante de RL a deux pbles de protoxyléme. Le gene
ACR4 semble également étre impliqué dans cette inhibition latérale au niveau du péle de protoxyléme (De
Smet et al., 2008).

Enfin, le géne PUCHI, exprimé en réponse a I’auxine au niveau des flancs du LRP, code pour un
facteur de transcription de type AP2 (APETALA 2) qui régule le devenir cellulaire autour du LRP pour
éviter que les divisions s’étendent (Hirota et al., 2007). Les genes ACR4 et PUCHI sont donc requis pour
la restriction spatiale de la zone d’initiation de la RL.

3.2.c. Prolifération cellulaire du primordium

Au cours des stades cellulaires de développement du primordium, celui-ci continue & accumuler de
I’auxine (Figure 1.22). Lors des stades tardifs (stades VI-VII) de formation du LRP, celui-ci commence a
former son propre gradient d’auxine, avec une forte accumulation au niveau du futur méristéme de RL,
dépendant du transport actif de I’auxine, dont le transporteur PIN2. Comme dans la racine principale, ce
gradient semble indispensable a I’acquisition de I’identité cellulaire des différents tissus du primordium

(Benkova et al., 2003), bien que les mécanismes qui gouvernent cela ne sont pas encore bien décrits.
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3.2.d. Emergence du primordium

L’émergence est un processus continu qui commence lorsque les divisions du péricycle pénétrent la
premiere couche qui I’entoure (dés les premiers stades de formation de la RL), et s’achéve lorsque le LRP
sort de la racine principale. Chez A. thaliana, le LRP doit donc traverser trois couches : I’endoderme, le
cortex, puis I’épiderme. L’émergence est un processus bien régulé qui doit combiner la sortie du LRP, et
empécher de trop grandes blessures dans la racine principale, source d’infection par des organismes
pathogénes. Ce processus est également dépendant du gradient d’auxine dans la racine principale
(Bhalerao et al., 2002).

La séparation des tissus cellulaires entourant le LRP est prise en charge par des enzymes de
remodelage de la paroi (CWR, Cell Wall Remodelling enzyme), notamment une pectate lysase (PLA2), et
des polygalacturonases (PG) et des expansines (Cosgrove, 2000; Marin-Rodriguez et al., 2002). Une
approche transcriptomique a montré que certaines de ces enzymes dégradent spécifiquement des pectines
dé-méthylées, qui sont particulierement présentes dans les cellules recouvrant le LRP, et non dans le LRP,
ce qui protege le LRP de la dégradation (Laskowski et al., 2006).

La spécificité d’action de ces enzymes est aussi due a leur régulation trés fine. En effet, I’auxine
provenant du LRP induit le module SHORT-HYPOCOTYL 2 (SHY2)/IAA3-ARF7 dans 1’endoderme,
puis I’auxine présente dans I’endoderme induit le module SLR/IAA14-ARF7-ARF19 dans le cortex
(Figure 1.22). LAX3 est également exprimé dans I’épiderme. Dans le cortex, la signalisation en réponse a
I’auxine régule la transcription du géne LAX3 (LIKE-AUX1 3). Grace a son activité de transport d’influx,
la protéine LAX3 joue un role double : d’une part, il coordonne I’accumulation d’auxine nécessaire a
I’expression des CWR et favorise donc la séparation des cellules dans le cortex puis I’épiderme, et d’autre
part, il coordonne une accumulation locale d’auxine dans ces tissus, renforcant le mécanisme (Swarup et
al., 2008).

D’autres mécanismes ont également été décrits comme régulant I’émergence de la RL, montrant que
ce processus est complexe et dépend de plusieurs voies de signalisation. Il a notamment été démontré
récemment que I’auxine modifie la turgescence des cellules, en réprimant I’expression d’aquaporines
dans le LRP et les tissus ’entourant, via le module ARF7 (Peret et al., 2012). Ceci induit un
ramollissement des tissus qui améliore les conditions d’émergence du LRP.

4. Autres facteurs influencant la formation des racines latérales

Dans les paragraphes précédents, nous avons pu constater que I’auxine, de par son transport et sa
signalisation, est le principal régulateur des étapes successives du développement de la RL. Nous allons
voir que l'auxine est également un levier permettant d’intégrer de nombreux signaux, endogeénes et
exogenes, afin de réguler la formation de la RL. Nous ne décrivons ici que les principaux facteurs

hormonaux et environnementaux influencant la formation des RL, qui sont résumés dans la figure 1.23.
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Figure 1.23 « Influence de facteurs biotiques et abiotiques sur le métabolisme de
I’auxine permettant la formation des racines latérales

Le développement des racines latérales (« priming », initiation, structuration et croissance)
dépend du métabolisme de I’auxine (indiqué en bleu). Celui-ci comprend I’accumulation de
I’auxine permettant le spécification des cellules fondatrices, sa perception par les récepteurs
TIR/AFB, puis sa signalisation via les répresseurs Aux/IAA et les ARFs. L’accumulation
d’auxine dépend de son transport via AUX1, PIN1, 3 et 7, ainsi que de sa biosynthése, sa
dégradation ou sa conjugaison.

Les facteurs biotiques agissant sur ce métabolisme sont indiqués en vert (SL: strigolactone,
ABA: acide abscissique, éthyléne, CK: cytokinines), les facteurs abiotiques en rouge ou
turquoise (déficit en potassium, phosphate inorganique (Pi), en eau, et présence d’azote
(nitrate) et stress mécanique), et les acteurs moléculaires sont en jaune or.

Source : Lavenus etal., 2013.
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4.1. Facteurs endogénes

4.1.a. Les cytokinines

Les cytokinines (CK) sont une famille d’hormones végeétales dérivées de bases puriques, dont les
principaux représentants sont la zéatine et I’isopentényladénine. Ces molécules sont regroupées dans la
famille des CK de par leurs effets similaires sur les plantes. Synthétisées au niveau de 1’apex racinaire,
elles interviennent dans de nombreux processus développementaux, majoritairement au niveau de la
partie aérienne, sur la photosynthése, la formation des jeunes pousses, les feuilles, etc. Les CK et I’auxine
ont une action antagoniste : I’application d’auxine régule négativement la biosynthése des CK (Nordstrom
et al., 2004), et ces derniéres agissent négativement sur I’accumulation d’auxine. L’équilibre entre auxine
et CK contribue a la régulation des divisions cellulaires et de I’organogénése.

En particulier, les CK ont été décrites comme régulateurs endogenes négatifs de la formation des RL.
En effet, il a été observé que les RL étaient plus nombreuses en cas de mutations affectant un récepteur
aux CK, ou en favorisant la dégradation des CK (Lohar et al., 2004; Mason et al., 2005). Par ailleurs, la
modification de la concentration locale de CK inhibe la formation des RL (Laplaze et al., 2007).

Le mécanisme de cette régulation négative de la formation des RL a été étudiée plus en détail, et il
est apparu que les CK agissent directement au niveau des cellules fondatrices, en bloguant le cycle
cellulaire avant la mitose (phase G2 a M), et en agissant sur les gradient d’auxine (Laplaze et al., 2007; Li
et al., 2006). Cette régulation est dépendante des récepteurs aux cytokinines, notamment CYTOKININ
RESPONSE 1/ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE (CRE1/AHK) (Li et al., 2006).

Dans les cellules fondatrices, il a été montré que les CK agissent sur la localisation spatiale de
certains transporteurs PIN, modifiant leur action sur le transport de I’auxine, et particuliérement sur
I’accumulation d’auxine nécessaire a I’initiation des RL (Laplaze et al., 2007). De plus, les CK semblent
responsables d’une réduction de la concentration d’auxine libre, induisant une inhibition de la formation
des RL, gréace a I’intervention du géne MIZU-KUSSEI 1 (MIZ1) (Moriwaki et al., 2011).

Toujours dans les cellules fondatrices, la réponse aux CK est réprimée, tandis qu’elle est induite dans
les cellules du péricycle aux pdles de protoxyleme situées entre les LRP (Bielach et al., 2012). Cela
suggere que les CK sont impliquées dans la restriction spatiale du LRP, en évitant que d’autres initiations
se produisent entre deux LRP en développement. Une étude récente a mis en évidence que le géne AHP6
(ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6) agit comme un répresseur de I’action
des CK au cours des stades précoces de la formation de la RL. AHP6 agit sur I’orientation des divisions
cellulaires lors de ces stades, en influengant la localisation des transporteurs d’auxine PIN (Moreira et al.,
2013).

Les mécanismes de régulation de la RL par les CK sont donc trés liés a I’auxine, et se déroulent lors

des étapes précoces de formation des RL.
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4.1.b. L’acide abscissique

L’acide abscissique ou ABA (Abscissic Acid) est une hormone végétale possédant des réles dans la
dormance des graines, la sénescence et I’abscission des feuilles. Elle est également impliquée dans la
réponse a de nombreux stress, notamment la réponse au stress hydrique via la fermeture des stomates,
I’adaptation aux carences en minéraux, ou encore la défense contre les agents pathogénes. 1l a également
été découvert un role de I’ABA en tant que régulateur de la formation de la RL (De Smet et al., 2006).

L’implication de ’ABA dans la régulation de la formation de la RL peut se séparer en deux actions :
I’une sur Iinitiation et I’autre sur I’émergence de la RL. L’ABA est décrite pour interagir avec I’auxine,
via le géne ABA INSENSITIVE 3 (ABI3), dont I’expression est localisée dans les LRP, et induite par
I’auxine (Brady et al., 2003). Le mutant abi3 est affecté dans la sensibilité a I’auxine pour la formation
des RL. La signalisation de I’ABA via ABI3 est donc requise pour la formation des RL. Il est également
connu que la signalisation de I’auxine via les Aux/IAA peut modifier ’activité de I’ABA dans les racines,
car des mutants affectés dans certains Aux/IAA occasionnent une modification de la sensibilité a ’ABA
(Fukaki et al., 2002). En paralléle, des applications exogénes d’ABA ont montré une inhibition de
I’émergence des LRP, indépendante de la voie de signalisation de I’auxine (De Smet et al., 2003). La
réponse & I’ABA exogene pourrait passer par une voie de signalisation différente que celle menant a
I’initiation de la formation de la RL.

Le role de ’ABA est donc assez complexe, et d’autres études seront nécessaires afin de bien

comprendre son réle lors de la formation de la RL.

4.1.c. L’éthyléne

L’éthyléne est un gaz volatil produit par la plante, considéré comme une hormone végétale. Tout
comme I’ABA, I’¢thyléne joue un réle dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Il est également
impliqué dans les étapes de floraison, I’abscission des feuilles et la maturation de nombreux fruits.
L’éthyléne et I’auxine agissent en interaction pour de nombreux mécanismes, notamment pour la
formation de la RL. Stepanova et coll. ont décrit cette interaction, en mettant en évidence que I'éthylene et
l'auxine peuvent réguler réciproquement leur biosynthese, influencer leurs voies de réponse, et/ou agir
indépendamment sur les mémes genes cibles (Stepanova et al., 2007).

Au niveau de la racine latérale, I’application d’ACC (Acide AminoCyclopropane Carboxilique), qui
est le principal précurseur de I’éthyléne dans la cellule, inhibe fortement I’initiation des RL, mais stimule
I’émergence de LRP déja formés. Au contraire, il semble que de faibles doses d’ACC aient un effet
positif sur la formation de la RL (Negi et al., 2008). L’éthylene régule la formation des RL en interférant
avec le transport d’auxine, particuliérement avec le transporteur d’influx AUX1 (lvanchenko et al., 2008;
Negi et al., 2008). Une étude récente démontre que I’éthylene est également responsable de la répression
de I’accumulation locale d’auxine nécessaire a I’initiation de la RL, en stimulant I’expression des
transporteurs d’efflux PIN3 et PIN7 (Lewis et al., 2011).
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Cela démontre une régulation complexe et fine de la formation de la RL par I’éthyléne, étroitement

liée a I’auxine.
4.1.d. Les strigolactones

Les strigolactones (SL) sont décrites depuis longtemps comme stimulants de la germination des
graines de plantes parasites de la famille des Orobanchacées (Cook et al., 1966). Les SL jouent également
un réle dans la symbiose mycorhizienne a arbuscule en stimulant le métabolisme, la ramification et la
germination des spores chez les champignons arbusculaires (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006).
Plus récemment, les SL ont été classées en tant qu’hormones végétales en raison de leurs divers effets sur
le développement des plantes (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008). En effet, les SL jouent
le role de facteur diffusif permettant la réponse a I’auxine lors de la ramification aérienne, mais sont
également impliquées dans beaucoup d’autres processus développementaux, comme la ramification
racinaire (Kohlen et al., 2011). Une hypothése de fonctionnement des SL pour la ramification aérienne est
une modification de la dominance apicale via une interaction avec I’auxine et peut-étre les CK (Ferguson
and Beveridge, 2009).

Les SL semblent avoir une action sur I’initiation des RL, en agissant sur le gradient d’auxine dans la
racine, nécessaire a la formation des RL (Kapulnik et al., 2011; Ruyter-Spira et al., 2011). Toutefois, ce
mécanisme des SL manque encore de clarté, car il est trés dépendant de la concentration en SL et en
auxine, mais également de la disponibilité en phosphate (Perez-Torres et al., 2008). Il a été montré que les
racines de max4, un mutant affecté dans la biosynthése des SL, ne montrent pas de changements dans la
formation des RL en condition limitantes en phosphate, tandis que les plantes sauvages présentent une
stimulation de la formation des RL (Ruyter-Spira et al., 2011). Il semble donc que la régulation de la

formation des RL dans les conditions limitantes en phosphate requiere la production de SL.

4.2. Facteurs exogénes

4.2.a. Le stress mécanique

Dés la germination, et tout le long de sa croissance, la racine principale se réoriente en fonction de la
texture du sol, en direction du centre de gravité de la Terre. Ce mécanisme est appelé le gravi-tropisme.
Chez A. thaliana, il a été constaté que les RL apparaissaient préférentiellement sur la face convexe de la
courbe de la racine principale, induite par le gravi-tropisme (De Smet et al., 2007). Ce mécanisme est
régulé par la redirection des flux d’auxine par le transporteur AUX1 (Bennett et al., 1996; Laskowski et
al., 2008).

De facon intéressante, il a également été observé qu’une courbure artificielle permettait d’obtenir des
RL. La réponse a ce stimulus mécanique induit lui aussi une modification des flux d’auxine (Ditengou et

al., 2008; Richter et al., 2009). Cette propriété de la RL ont donné naissance a de nouvelles techniques de
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synchronisation du développement de la RL, basés sur des stimuli gravi-tropiques (gravi-stimulation)
(Lucas et al., 2008).

4.2.b. La disponibilité en nutriments

L’environnement et particulierement I’état nutritionnel du sol conditionne beaucoup la ramification
racinaire, ce qui fait de celle-ci une variable d’adaptation aux conditions environnementales.

En particulier, la disponibilité en phosphate inorganique (Pi) influence la capacité de la plante a
former des RL. En effet, il a été montré que le gene codant pour le récepteur a I’auxine TIR1 était induit
dans les cellules du péricycle en condition limitantes en Pi, ce qui suggeére que la disponibilité en Pi agit
sur la sensibilité a I’auxine dans ces cellules, et conduit a la stimulation de la formation des RL (Perez-
Torres et al., 2008). De plus, comme indiqué précédemment, la disponibilité en Pi détermine également
I’effet des strigolactones sur la formation des RL.

Par ailleurs, on sait que la disponibilité en nitrates influence le développement des RL. L’application
de fortes doses de nitrates sur la plante occasionne une réduction du nombre de RL, en bloquant les LRP
au cours de I’émergence. Cette action est notamment régulée par I’ABA (Signora et al., 2001; Zhang et
al., 1999). Au contraire, des conditions limitantes en nitrates induisent une stimulation du développement
des RL, qui semble étre liée au géne ARF8 dont I’expression est induite dans les cellules du péricycle en
réponse aux nitrates (Gifford et al., 2008). Il a également été montré qu’un micro-ARN, miR393 régule la
réponse a I’azote, via le récepteur a I’auxine AFB3 (Vidal et al., 2010). En outre, le transporteur de nitrate
NRT1.1 (NITRATE TRANSPORTER 1.1) a été démonté comme étant également capable de transporter
I’auxine, ce qui suggére un éventuel lien entre transport des nitrates et de I’auxine pour le contrble du
développement des RL (Krouk et al., 2010).

5. Conclusions

Au cours des derniéres années, de grands progres ont été réalisés dans la compréhension des
mécanismes régulant la formation des RL, a I’aide des nombreux outils disponibles chez la plante modéle
A. thaliana. La racine latérale est un organe adaptatif, régulé par de nombreux signaux, dont le
développement est finement régulé par I’auxine (Figure 1.23).

Chez M. truncatula, tres peu de ces outils sont disponibles, et le développement des organes
racinaires présente une plus grande complexité liée aux capacités symbiotiques de cette plante. Les étapes
précoces du développement de la RL sont peu décrites, limitées par I’épaisseur de la racine principale. Il
est cependant trés probable que beaucoup des mécanismes de développement de la RL soient conservés
entre ces deux plantes, permettant de procéder a leur comparaison par analogie.

La prochaine partie s’attachera a résumer les spécificités de M. truncatula, et expliquera le contexte

et la problématique de la these.
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Partie C - DEVELOPPEMENT DE LA RACINE LATERALE DANS UN CONTEXTE

SYMBIOTIQUE

L’organogénése racinaire chez Medicago truncatula est particulierement intéressante du fait des
capacités de cette plante d’établir les symbioses Légumineuse-Rhizobium (LR) et Mycorhizienne a
Arbuscules (MA). Les symbiontes de M. truncatula semblent étre capables d’influencer le programme
développemental de formation des racines latérales de la plante. Cette observation, ainsi que d’autres
particularités permettront d’élaborer des hypothéses quant aux mécanismes requis pour la stimulation du

développement racinaire par les signaux symbiotiques.

1. Origine et avantages évolutifs de la ramification pour les symbioses

La présence d’un nombre plus important de RL peut représenter un avantage pour la mise en place
des symbioses chez M. truncatula. En effet, les RL sont des zones préférentielles d’infection par les
symbiontes rhizobiens et fongiques : une meilleure ramification suppose un plus grand nombre de sites
possibles d’infection. C’est le cas pour les plantes mycorhizées pour lesquelles les racines latérales
représentent de nouveaux sites d’infection par le champignon.

Concernant la symbiose rhizobienne, il a été proposé depuis longtemps que le programme
développemental pré-existant destiné aux racines latérales a pu étre coopté au cours de I’évolution, afin
de former des nodules (Mathesius et al., 2000; Nutman, 1948). De plus, la symbiose rhizobienne elle-
méme semble issue de I’exploitation des voies de signalisation permettant la mise en place de la symbiose
mycorhizienne, qui est bien plus ancienne (Geurts et al., 2012). Enfin, dans le cas de certaines
endosymbioses, les rhizobia infectent la plante au niveau du site d’émergence des RL (Goormachtig et al.,
2004).

En résumé, la symbiose LR a probablement recruté une voie exploitée par la symbiose MA, afin
d’interférer avec le programme de développement racinaire, pour pouvoir réactiver les divisions du

péricycle, a I’origine de I’organogénése de la nodosité.
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Figure 1.24 « Structure de la racine chez A. thaliana et M. truncatula

Schéma de coupes longitudinales de racine présentant la morphologie de la racine chez
Arabidopsis thaliana (A) et Medicago truncatula (B), comprenant un plus grand nombre de
couches cellulaires corticales.

Adapté de Péret et al., 20009.

Arab|Fjop5|s Medicago truncatula
thaliana
Hormone Racine latérale Racine latérale Nodosité
Auxine + + +
Cytokinines - - +
2 + a fai + 3
Fithyléne a falple dose a dose moyenne i
puis - puis -
Acide + (initiation) N i
abscissique - (émergence)

Figure 1.25 » Régulation hormonale différentielle des organes racinaires chez A.
thaliana et M. truncatula

Régulation des organes racinaires chez Arabidopsis thaliana et Medicago truncatula par
certaines phytohormones ; (+) effet positif ; (-) effet négatif.

Selon Lohar et al., 2009 ; Negi et al., 2008 ; Gonzalez-Rizzo et al., 2006 ; Liang & Harris,

2005 ; Mathesius, 2008.
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2. Particularités du développement des racines latérales chez Medicago

truncatula

2.1. Une racine plus épaisse

La simplicité de la racine d’A. thaliana a été particulierement exploitée afin de décrire et comprendre
les mécanismes cellulaires de I’organogénése racinaire. La finesse de la racine et le petit nombre de
couches cellulaires (une seule lignée cellulaire de cortex, Figure 1.24 A) permet de I’observer par
transparence, apres un simple éclaircissement, ou en fluorescence au microscope confocal.

En revanche, chez M. truncatula, la racine présente une épaisseur plus importante, due a la présence
de 3 & 5 couches de cortex (Figure 1.24 B). Ceci empéche d’utiliser des outils microscopiques sur la
racine entiere, tels que le microscope confocal, en raison du trop grand nombre de parois cellulaires qu’il
est nécessaire de traverser, et des problemes de diffraction de la lumiére. Par ailleurs, I’observation de
plantes de M. truncatula en culture indique que le systéme racinaire est plus complexe que chez le modéle
A. thaliana, il semble moins prédictible, et il arrive que des racines émergent au méme niveau de la racine
principale.

La racine de M. truncatula est donc moins facile a étudier que celle d’A. thaliana.

2.2. Une autre compétence racinaire : la nodosité

Contrairement a A. thaliana, la légumineuse M. truncatula peut former un second type d’organe
racinaire, la nodosité, de par son association symbiotique avec les rhizobia. Si I’on ne se base que sur les
connaissances de la RL chez A. thaliana et de la nodosité chez M. truncatula, il apparait que ces deux
organes ont une origine commune dans le péricycle, mais une ontogénie différente par la suite : en effet,
la RL chez A. thaliana se forme a partir du péricycle, et de péricycle seulement ; tandis que la nodosité
trouve son origine dans des divisions corticales, bien que le péricycle et I’endoderme soient eux aussi
sollicités (Complainville et al., 2003; Malamy and Benfey, 1997; Timmers et al., 1999).

En effet, la prolifération cellulaire corticale se déroulant lors de I’organogénése de la nodosité laisse
penser que les légumineuses possédent une sensibilité particuliere aux hormones. En effet, plusieurs
hormones, parmi lesquelles I’auxine et les cytokinines, sont impliquées dans les divisions corticales (Plet
et al., 2011; Suzaki et al., 2012).

2.3. Une réponse différentielle aux hormones pour la formation de la racine latérale

La régulation de la formation de la nodosité implique le méme type d’hormones que la formation de
RL, mais leurs effets sont différents, voire opposés entre les deux organes racinaires (Figure 1.25).
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Il a notamment été suggéré que la balance auxine/cytokinines est un levier important permettant la
bifurcation vers la formation d’une racine ou d’une nodosité (Desbrosses and Stougaard, 2011;
Mathesius, 2008). L’auxine joue un réle prépondérant lors de la formation de la racine et semble
impliquée dans le développement de la nodosité, méme si nos connaissances a ce niveau sont limitées
(Mathesius, 2008). Son effet est globalement positif sur ces deux organes racinaires. En revanche, ce n’est
pas le cas pour les cytokinines qui sont stimulatrices sur la nodosité, mais on un réle inhibiteur sur la RL
(Gonzalez-Rizzo et al., 2006).

Il est également décrit que la formation de RL chez les lIégumineuses est stimulée par une faible
concentration d’acide abscissique (ABA), alors qu’elle est inhibée par cette hormone chez les non-
Iégumineuses (Liang and Harris, 2005). La sensibilité a I’éthyléne est elle aussi différente chez les plantes
a nodosités pour ce qui est de la formation de la RL (Lohar et al., 2009; Negi et al., 2008) (Figure 1.25).

La régulation des organes racinaires chez M. truncatula semble donc liée a un équilibre hormonal

tres finement régulé.

2.4. Une ontogénie différente pour la formation de la racine latérale entre A. thaliana et M.
truncatula ?

Il a été généralement admis que la RL de M. truncatula se développe comme celle d’A. thaliana
(Ariel et al., 2010; Desbrosses and Stougaard, 2011), ce qui constitue une imprécision due au manque de
descriptions disponibles. En effet, certaines observations suggerent que I’ontogénie de la RL chez M.
truncatula ainsi que chez certaines autres plantes, particulierement d’autres légumineuses et des
monocotylédones, puisse différer du paradigme admis chez A. thaliana. Quelques travaux suggéerent une
formation des RL substantiellement différente d’A. thaliana, chez les légumineuses Arachis hypogaea
(Mallory et al., 1970), Glycine max (Byrne et al., 1977), et plus récemment Lotus japonicus (Op den
Camp et al., 2011), ainsi que chez des monocotylédones (Orman-Ligeza et al., 2013; Smith and De Smet,
2012).

Toutefois, il n’existe pas d’études descriptives complétes des étapes de formation des RL chez M.

truncatula.

2.5. Des mécanismes de régulation de la racine latérale encore peu décrits

La régulation de la RL chez M. truncatula n’est pas encore bien documentée. L’auxine est
évidemment le principal régulateur, mais les effets d’autres hormones sont différents entre A. thaliana et
M. truncatula (Figure 1.25), ce qui suggére une sensibilité différente aux hormones et probablement une
régulation en partie différente.

Tout comme chez A. thaliana, la RL chez M. truncatula est régulée par I’environnement. Le géne

HB1, régulé par le stress salin, ainsi que par I’acide abscissique, code pour un facteur de transcription de
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Figure 1.26 « Influence des LCOs sur le développement des racines latérales chez
Medicago truncatula

(A) Les Myc-LCO sulfatés (S) ou non-sulfatés (NS), ainsi que les facteurs Nod de S. meliloti
(Nod Sm), stimulent la formation des racines latérales, chez M. truncatula. Leur effet est
dépendant de la dose de traitement (108, 10 ou 101° M). Les Myc-LCOs sont globalement
moins actifs que les facteurs Nod, et les Myc-LCOs sulfatés sont plus actifs que les non-
sulfates.

(B et C) La stimulation de la formation des RL par les facteurs Nod dépend de NFP, DMI1, 2
et 3 et NSP1, mais pas de RAML.

(D et E) La stimulation de la formation des RL par les Myc-LCOs dépend de NFP, DMI1, 2
et 3 et NSP2, mais pas de NSP1 (partiellement). RAM1 est requis pour cette stimulation en
réponse aux Myc-LCOs non-sulfatés.

Sources : Mailletet al., 2011 (A et D), Olah et al., 2005 (B), Gobbato et al., 2010 (C et E).
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type HD-Zip 1 (class I HomeoDomain-leucine Zipper), qui est impliqué dans la régulation négative de
I’émergence des RL, de part son action inhibitrice sur le géne LBD1 (LOB BINDING DOMAIN 1) de la
famille des LOB (Lateral Organ Boundary). Ce facteur de transcription est impliqué dans la transition
des LRP vers I’émergence (Ariel et al., 2010). 1l a également été montré qu’un facteur de transcription de
type NAC (NAM/ATAF/CUC?®), MtNAC969 est important pour la régulation de I’organogénése et la
sénescence des nodosités chez M. truncatula. Il est lui aussi induit par le stress salin et par I’azote, et
semble réguler négativement la formation des RL chez M. truncatula (de Zelicourt et al., 2012). Par
ailleurs, la régulation post-transcriptionnelle par des micro-ARN (miR) est de plus en plus étudiée. Il a été
remarqué gue miR166, impliqué dans la formation de la vascularisation des organes racinaires, inhibait la

formation des RL et des nodosités en agissant sur certains facteurs de transcription (Boualem et al., 2008).

3. Influence des symbiontes sur la racine latérale chez Medicago truncatula

3.1. Les facteurs Nod stimulent la formation des racines latérales

Olah et coll. ont analysé chez M. truncatula les réponses racinaires aux facteurs Nod, et ont mis en
évidence que ces derniers stimulaient la formation des RL (Figure 1.26 A) (Olah et al., 2005). En
présence des rhizobia, les racines de M. truncatula établissent la symbiose fixatrice d’azote, et la
production de facteurs Nod est essentielle pour I’organogénése de la nodosité, mais la seule présence des
facteurs Nod (par exemple par application artificielle sur la racine) ne permet pas la formation de la
nodosité chez M. truncatula, ce qui implique I’existence d’une autre signalisation activée par les
Rhizobia. Cela n’est pas le cas chez Medicago sativa (la luzerne cultivée), chez laquelle il est possible
d’obtenir des nodosités non-infectées en réponse aux facteurs Nod produits pas son symbionte rhizobien
(Truchet et al., 1991).

Ces éléments laissent penser que les facteurs Nod jouent un réle prépondérant dans la formation des
organes racinaires, et que les mécanismes mis en place pour I’organogénése du nodule mettent en jeu des
programmes développementaux liés a la formation de la RL, comme il a été suggéré depuis longtemps
(Nutman, 1948).

3.2. Les Myc-LCOs stimulent la formation des racines latérales

En paralléle, les auteurs des travaux sur la stimulation de la ramification racinaire par les facteurs
Nod ont également suggéré que des facteurs diffusibles émis par des champignons mycorhyziens ont

également cet effet, en constatant une augmentation du nombre de RL chez des plantes cultivées avec des

% D’aprés le nom des trois premiers génes identifiés dans cette famille de facteurs de transcription chez Arabidopsis
thaliana : NO APICAL MERISTEM (NAM), ARABIDOPSIS THALIANA TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR
1et2 (ATAF1/2) et CUP-SHAPED COTYLEDON 2 (CUC2)
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Figure 1.27 « \oie de signalisation commune menant & la stimulation de la
ramification racinaire

La stimulation de la formation des racines latérales par les Myc-LCOs et les facteurs Nod
dépend d’acteurs présents dans la voie de signalisation symbiotique (cf. Figure 1.11). Elle
présente des acteurs moléculaires communs, mais bifurque via les facteurs de transcription
RAML1 et NSP1.
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spores de champignon MA séparées des racines par une membrane (Olah et al., 2005). Il est également
décrit que I’application d’exsudats de spores de champignon MA Rhizophagus irregularis entraine une
stimulation de la formation des RL chez M. truncatula, mais également chez Oryza sativa (Riz) et Zea
mais (Mais) (Mukherjee and Ane, 2011). De plus, de facon intéressante, il a été montré que des
champignons ectomycorhiziens (dont les hyphes colonisent les espaces intercellulaires de la plante) du
genre Laccaria, induisaient une stimulation de la formation des RL chez le Peuplier ainsi que chez A.
thaliana (Felten et al., 2009). La conservation chez des dicotylédones et des monocotylédones de cette
action positive des molécules produites par les champignons symbiotiques suggerent qu’il s’agit d’un
mécanisme commun et ancien.

Récemment, il a été montré dans I’équipe que des LCOs similaires aux facteurs Nod, produits par
Rhizophagus irregularis, les Myc-LCOs, favorisent la ramification racinaire chez M. truncatula (Figure
1.26 A). Il a donc été proposé que ces Myc-LCOs correspondent aux facteurs diffusibles fongiques décrits
pour stimuler la formation des RL (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005). En effet, la ramification
racinaire est augmentée de 35% par un traitement avec un mélange de Myc-LCOs a une concentration de
10° M (Figure 1.26 A). En comparaison, un traitement de jeunes plantules par des facteurs Nod (Nod
Sm) a une concentration de 10° M entraine une augmentation du nombre de RL de 50% (Figure 1.26 A)
(Maillet et al., 2011). Les Myc-LCOs sulfatés (S) semblent plus actifs que les non-sulfatés (NS) sur la
ramification racinaire chez M. truncatula : & faible concentration (10" M), les Myc-LCOs sulfatés
améliorent la ramification racinaire de 15%, tandis que pour les Myc-LCOs non sulfatés, la stimulation

n’est pas significative (Figure 1.26 A).

3.3. La stimulation de la formation des racines latérales par les LCOs dépend de la voie de
signalisation symbiotique commune

De facon trés intéressante, il apparait que cette stimulation de la ramification racinaire est
dépendante de la CSSP, la voie de signalisation menant aux symbioses LR et MA (Figure 1.26 B, C, D,
E). Les genes symbiotiques DMI1, DMI2 et DMI3, absolument requis pour la mise en place des deux
symbioses, sont aussi nécessaires pour la stimulation de la ramification racinaire par les facteurs Nod et
les Myc-LCOs (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005). Le géne NSP1, décrit récemment comme requis
dans la symbiose LR et MA, est nécessaire pour la stimulation des RL par les facteurs Nod, mais
seulement partiellement nécessaire en réponse aux Myc-LCOs (Figure 1.26 D). Le géne RAML,
récemment montré comme étant indispensable a la mycorhization, est aussi requis pour la réponse aux
Myc-LCOs non-sulfatés menant a la stimulation de la ramification racinaire, mais n’est pas requis pour
cette stimulation par les facteurs Nod (Gobbato et al., 2012) (Figure 1.26 C et E).

La voie permettant la stimulation de la ramification racinaire par les facteurs symbiotiques est donc

associée aux processus symbiotiques induits par ces molécules (Figure 1.27)



85



Introduction

4. Objectifs du projet de thése

Si le fait que les facteurs symbiotiques Nod et Myc-LCOs stimulent la formation des RL est bien
connu, il n’y a aucune documentation décrivant a quel stade du développement des RL ils agissent, ni s’il
existe une zone préférentielle d’action de ces molécules le long de la racine primaire. Les acteurs
moléculaires impligqués dans cette stimulation sont également inconnus, tout comme les éventuelles
interactions des LCOs avec les voies hormonales de la plante. Afin de comprendre les mécanismes de
cette stimulation, des pré-requis sont nécessaires : Les étapes cellulaires de développement de la RL chez
M. truncatula sont insuffisamment décrits, et peu d’outils histologiques sont disponibles chez cette plante
pour établir cette caractérisation.

Par conséquent, I’objectif de ce projet de thése est, dans un premier temps, d’aboutir a une meilleure
compréhension des étapes de formation de la RL chez M. truncatula a I’aide d’outils histologiques, puis,
dans un deuxieéme temps, de documenter le stade et la zone d’action des LCOs pour la stimulation du
développement de la RL, et troisiemement, en raison de I’implication des hormones dans le
développement des organes racinaires, de mieux comprendre les éventuelles interactions des LCOs avec

les voies hormonales, et de trouver de nouveaux acteurs moléculaires dans ce mécanisme.

4.1. Qutils de suivi du développement des racines latérales

L’auxine étant le principal régulateur de la RL, le marquage précoce des RL est souvent effectué en
étudiant la localisation de I’accumulation d’auxine. En effet, c’est une caractéristique précoce et constante
des étapes successives de formation de la RL (Benkova et al., 2003). Toutefois, I’accumulation de
I’auxine chez les plantes est difficile a mesurer avec précision. La communauté scientifique est donc
passée par des méthodes indirectes afin d’estimer la présence d’auxine, et particuliérement par le biais de
génes rapporteurs. Le premier objectif de la these a donc été de développer des outils permettant de
localiser les primordia de RL chez M. truncatula avant émergence, en se basant sur I’accumulation
d’auxine. Nous avons donc généré des plantes transgéniques stables portant des marqueurs DR5:GUS et

DR5:VENUS-N7, qui n’étaient pas disponibles chez M. truncatula jusqu’alors.

4.2. Description cellulaire de la racine latérale chez Medicago truncatula

Un autre objectif au début de la thése était d’aboutir a une description cellulaire et tissulaire des
étapes successives de la formation des RL chez M. truncatula, étant donné que celle-ci n’avait pas encore
été réalisée, et que plusieurs travaux suggeérent un développement de la RL quelque peu différent des
descriptions généralement admises. L’objectif de cette description était de se donner un cadre
développemental sur lequel se baser pour ensuite analyser de fagon spatio-temporelle les effets des LCOs
sur la RL de M. truncatula, en cherchant sur quel(s) stade(s) et quel(s) tissu(s) agissent ces molécules.
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Nous avons réalisé ce travail a I’aide d’outils cytologiques, tels que des marqueurs de type
pSCR:GUS, afin de localiser rapidement les primordia de RL, et de coupes longitudinales et

transversales ultrafines de racines analysées au microscope.

4.3. Analyse spatio-temporelle de I'effet des LCOs sur la racine latérale

Aprés avoir précisément décrit les stades successifs de la RL chez M. truncatula, I’objectif a été
de déterminer si un ou plusieurs de ces stades, ou un ou plusieurs tissus ou zones de la racine, étaient
particulierement sensibles & I’action des LCOs. Pour cela, nous nous sommes servis des marqueurs
DR5:GUS et DR5:VENUS-N7, et nous avons développé des outils de traitements locaux par des
LCOs.

4.4. Recherche d’interactions avec des phytohormones

Apres ces travaux d’analyse spatio-temporelle, nous avons cherché a identifier des interactions
entre LCOs et phytohormones. Nous avons choisi de nous baser sur trois stratégies paralléles, de
maniére a pouvoir ensuite intégrer les résultats. Une approche pharmacologique a été mise en place
afin de mettre en évidence des effets additifs ou synergiques entre LCOs et hormones. Ensuite, une
approche génétique a eu pour objectif de déterminer si certains génes de M. truncatula, affectés dans
les voies de signalisation hormonales, conservaient la réponse de stimulation de la formation des RL
par les LCOs. Enfin, une approche transcriptomique sans a priori a été mise en place afin de trouver
quel type de mécanisme pouvait étre impliqué en réponse aux hormones (particulierement a I’auxine),
et aux LCOs (facteurs Nod).

4.5. Perspectives : I'agriculture de demain

L’ objectif appliqué de cette thése est de mieux comprendre le mode d’action des LCOs pour des
objectifs agronomiques. En effet, des LCOs, soumis a brevet, sont d’ores et déja utilisés en champs par
I’entreprise Novozymes, en tant que biostimulants, afin d’augmenter les rendements agricoles dans un
contexte d’appauvrissement des sols, d’augmentation des besoins alimentaires de la population
humaine, et de nécessité de préserver I’environnement en limitant les intrants chimiques. Par ailleurs,
Novozymes™ a investi beaucoup dans le domaine des stratégies naturelles d’amélioration des
rendements. Cette entreprise a cofinancé cette these avec I’objectif d’enrichir les connaissances sur les

réponses racinaires des plantes aux LCOs.

19 plys d’informations sur www.bioag.novozymes.com/en/products/Pages/default.aspx
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Ainsi, si les résultats a court terme de ce projet de these ne peuvent étre qu’a visee fondamentale,
ils peuvent a long terme se réveler importants dans les recherches futures d’amélioration des

rendements agricoles.
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Matériel et méthodes

1. Préparation des molécules

Les facteurs Nod, produits par la souche 2011 de Sinorhizobium meliloti, et les Myc-LCOs sulfatés
et non-sulfatés, synthétisés par le CERMAV de Grenoble, nous ont été aimablement procurés par
Fabienne Maillet (LIPM Toulouse). Les facteurs Nod et les Myc-LCOs lyophylisés sont solubilisés dans
un mélange 50/50 (v/v) d’eau et d’acétonitryle pour obtenir une solution stock a 10° M. L’analogue
d’auxine ANA (Acide Naphtaléne Acétique, Sigma) a été préparé dans de I’éthanol 50% et quelques
gouttes de KOH 0.1 M, puis diluée dans de I’eau stérile & une concentration de 102 M. Le stock a été
stérilisé par filtration avec un filtre de 22 um. Le NPA (Acide Naphtylphtalamique, Duchefa Biochemie)
est dissout dans du DMSO (Diméthyle Sulfoxide) 4 une concentration de 10% M. Le précurseur de
I’éthyléne, I’ACC (Acide 1-AminoCyclopropane-1-Carboxilique, Sigma) est conservé a une
concentration de 10% M dans de I’eau.

Les solutions stock de ces molécules sont aliquotées et conservées a -20°C. Des dilutions dans de

I’eau stérile sont effectuées afin d’aboutir a la concentration souhaitée dans les milieux de culture.

2. Matériel végétal

2.1. Génotypes

La plupart des expeériences ont été conduites sur les lignées de M. truncatula Jemalong A17 et 2HA.
Les transformations par Agrobacterium rhizogenes sont effectuées dans le fond ALl7, tandis que
les transformations stables sont obtenues dans le génotype 2HA. Les graines du mutant Mtcrel-/
(fond A17) nous ont été fournies par Florian Frugier (ISV, Gif-sur-Yvette) ainsi que le sauvage back-
crossé correspondant. Le mutant ccd7, ainsi que son équivalent sauvage back-crossé (fond R108)

nous ont aimablement été procurés par Soizic Rochange (LRSV, Toulouse).

2.2. Conditions de germination des graines

Apres récolte, les graines de M. truncatula doivent étre mises & sécher une semaine a 28°C. Les
graines sont extraites des gousses a I’aide d’une taloche et d’un support en caoutchouc, puis placées dans
un erlenmeyer. La scarification est réalisée dans un bain d’acide sulfurique 95% de 5 min, puis les graines

sont rincées 5 fois a I’eau osmosée. La suite du travail se déroule stérilement. Les graines sont baignées 2
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Boite de Petri

Plantules
M. truncatula

Milieu M

Caches (intérieur
papier kraft,
extérieur papier alu)

Figure 2.1 « Systeme de culture en boite de Petri
Les plantules sont disposées sur boites de milieu M apres germination, la radicule en contact
avec le milieu. Les boites sont couvertes aux 3/4 par des caches.
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min précises dans de la javel & 3,2% conservée a 4°C, puis un premier rincage est réalisé avec de I’eau
stérile, tout en transférant I’ensemble dans un nouvel erlenmeyer stérile. Enfin, 5 ringages sont effectués
avec de I’eau stérile. Les graines sont laissées 15 min dans la derniére eau de ringage pour imbibition.

Les graines ainsi traitées sont déposées sur des boites de Pétri contenant de la gélose 0,5X (a
température ambiante), et étalées a I’aide d’une spatule stérilisée a I’éthanol 95%. Ces boites sont fermées
par du parafilm, entourées de papier aluminium, et déposées a 4°C a I’envers (gélose en haut) pendant 3
jours pour lever la dormance des graines. Les boites sont ensuite placées a 25°C, toujours dans de I’alu et
a I’envers, pendant environ 15 heures, pour stimuler leur germination de fagon synchronisée.

Le taux de germination, ainsi que la qualité de la synchronisation, dépendent de la lignée utilisée. Au
besoin, pour des lignées difficiles de M. truncatula, on pourra allonger le temps de scarification a 10

minutes maximum, ou prolonger I’incubation a 4°C.

2.3. Traitements en milieu solide

La méthode de traitement de plantes la plus souvent utilisée dans ce manuscrit, et qui a servi a mettre
en évidence les effets racinaires des LCOs (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005), est réalisée en
incorporant les molécules (LCOs, hormones, etc.) dans le milieu de culture.

Pour cela, des plantules germées de M. truncatula sont déposée selon le schéma (Figure 2.1) a la
surface d’un milieu de culture minimal appelé milieu M (composition en Annexe A). Ce milieu est
solidifi¢ par du Phytagel (Sigma-Aldrich) a 4 g/L. Les LCOs ou hormones sont ajoutées au milieu apres
autoclave, lorsque la température du milieu a baissé mais avant polymérisation. Les milieux sont coulés
dans des boites de Pétri carrées de 12 x 12 cm légérement inclinées, a raison de 75 ml par boite, puis
séchés 20 min sous une hotte a flux laminaire.

Aprés y avoir déposé les plantules bien en contact avec le milieu, les boites de Pétri sont fermées par
du parafilm en laissant ouvert le c6té haut, ou par deux morceaux de scotch. Les boites sont entourées de
poches en papier alu et papier kraft, comme sur le schéma (Figure 2.1), puis placées en chambre de
culture a 21°C, avec 16h de jour et 8h de nuit. Ces conditions de culture (milieu M, Phytagel,
température, etc.) seront utilisées dans d’autres cas, sans y incorporer de LCOs, et on s’y référera en tant

que « conditions classiques ».

2.4. Traitements de plantules en milieu liquide

Apreés germination, les plantules de M. truncatula sont transférées sur un milieu M ne contenant
aucun LCO, selon les conditions classiques (cf. paragraphe précédent). Les plantes sont placées 3 jours a
21°C en chambre de culture.

Aprés cette période de 3 jours, les plantes sont rapidement sorties de boites de Pétri, regroupées par

25-30 sur I’une des boites, puis placées dans des pots plastiques stériles (H =5 cm ; | = 2 cm) contenant
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Figure 2.2 « Méthode de traitement en milieu liquide

Les plantules sont récoltées avec 3 jours passees sur milieu M, et transférées dans des pots
entourés de papier aluminium (A) placés dans une enceinte semi-stérile en chambre de
culture. Aprés 4h ou 24h de traitement, les plantules sont transférées a nouveau sur milieu M

et la ramification racinaire est mesurée (B).
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15 ml de milieu M liquide, et entouré de papier aluminium (Figure 2.2). Les plantules ne doivent pas
passer trop de temps sous le flux de la hotte, car elles desséchent rapidement. Elles ne doivent ni étre
entierement plongées dans le milieu, ni toucher le fond du pot en plastique : elles doivent se maintenir les
unes les autres. Enfin, il faut veiller a les conserver stériles (travailler avec 2 pinces stériles). Une fois
toutes les plantules disposées en pot, le milieu M est remplacé, a I’aide d’une pipette fine, par 15 ml de
milieu M additionné de LCOs a la concentration souhaitée. Les pots sont déposés dans une enceinte semi-
stérile (boite cristal lavée a I’alcool), a 21°C pendant 4 heures ou 24 heures, selon la durée du traitement
souhaitée.

A la fin du traitement, les pots sont récupérés et le milieu évacué. Les plantules sont rincées au
milieu M liquide, puis disposées dans de nouvelles boites de milieu M, a raison de 6 a 10 plantules par
boite.

Les boites sont ensuite fermées et placées a 21°C selon les conditions classiques.

2.5. Traitements de graines en milieu liquide

Trois protocoles distincts de traitement de graines ont été testés. Le premier consiste a imbiber les
graines d’une solution de LCOs, en remplagant les 15 min d’imbibition apres la stérilisation par 1h dans
de I’eau stérile additionnée de facteurs Nod a 10° M. Les graines sont ensuite mises a germer
normalement. Pour le second protocole, les LCOs ont été incorporés & une concentration de 10® M dans
la gélose 0,5X contenue dans les boites de germination. Les étapes suivantes sont réalisées normalement.
Pour finir, le troisieme traitement a consisté & baigner les graines, tout de suite aprés germination, dans
une solution de facteurs Nod & 10® M. Dans les trois cas, les graines germées ont ensuite été cultivées

dans les conditions classiques.

2.6. Applications locales de facteurs Nod

Les applications locales sont pratiquées sur des plantules de M. truncatula agées de 1 ou 3 jours,
ayant poussé sur milieu M (conditions classiques).

Les LCOs sont incorpores dans 5 ml d’agarose 2% rapidement coulé dans des petites boites de Pétri
rondes (5,2 cm de diamétre), afin de former une épaisseur d’agarose d’environ 2 mm. Cette couche
d’agarose est découpée a I’aide d’un scalpel stérile refroidi (I’agarose fond facilement) pour former des
cubes de 2 mm de c6té. Les cubes sont ensuite déposés au contact de la racine primaire des plantules,
laissées sur leur milieu, en veillant a ne pas abimer la racine. L’endroit ou est appliqué le cube est

auparavant marqué au charbon mélangé a un peu d’eau stérile, a I’aide d’un cure-dent stérile.
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2.7. Synchronisation de la formation des RL

Afin d’obtenir une formation synchronisée de RL, nous avons adapté pour M. truncatula une
technique de synchronisation utilisée par Himanen et coll. (Himanen et al., 2002). Cette technique se
déroule en trois étapes. En premier lieu, des plantules A17 germées sont cultivées 2 ou 3 jours (selon
I’expérience, cf. Résultats, partie C) dans les conditions classiques. Elles sont ensuite transférées 2 ou 3
jours (idem) sur un milieu M dans lequel du NPA a été incorporé a 10° M. Enfin, elles sont transférées
sur un milieu M contenant de I’ANA & 10° M qui permet de restaurer leur capacité de formation des RL.
Afin d’étudier les étapes précoces de formation de la RL, les plantes sont prélevées aprés un temps

relativement court passé sur milieu additionné d’ANA.

3. Analyse de la ramification racinaire

3.1. Suivi cinétique des racines émergées

Afin de mesurer la ramification racinaire, les plantes sont observées a I’eil nu, en regardant a travers
le milieu M face a une lampe. Le nombre de RL émergées par plante est compté quotidiennement sur 40 a
60 plantes par condition, durant une période de 4-5 jours consécutifs. La période idéale pour mettre en
évidence une différence dépend de la molécule et du génotype a tester, il faut donc d’abord tester une
cinétique compléte (de 0 a 15 jours) afin de trouver la meilleure fenétre. Les plantes ne doivent pas
toucher le fond de la boite, car cela entraine la courbure de la racine, ce qui risque de modifier leur taux

de ramification. De plus, le comptage est beaucoup plus compliqué.

3.2. Calcul du pourcentage de stimulation

Pour présenter les données obtenues aprés un comptage de RL, il est possible de réaliser un
graphique cinétique pour voir I’évolution de la ramification en fonction du temps, ou de calculer le
pourcentage de stimulation a partir de ces données pour faciliter les comparaisons. Pour cela, pour
chaque plante, le nombre de RL est divisé par la moyenne du nombre de RL chez les plantes en condition
controle, et transformé en pourcentage. Cela est réalisé pour les plantes traitées et contrdle pour chaque
jour mesuré (ou chaque jour du GLM s’il y a lieu, cf. 3.4). Ensuite, une moyenne générale est calculée sur
I’ensemble de la cinétique (elle doit retomber sur 100% chez les plantes controle), qui correspond au

pourcentage de stimulation sur la cinétique.
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3.3. Calcul de la densité racinaire

Lorsque I’on effectue un test de ramification racinaire avec des molécules qui modifient la
croissance de la racine primaire (ex.: ANA), il est nécessaire de présenter les données sous forme de
densité racinaire. La position de I’apex de la racine primaire est marquée au feutre fin chaque jour sur la
boite de Pétri, et ces dernieres sont scannées a la fin de la cinétique. Les images sont traitées a I’aide du
logiciel ImageJ afin de mesurer la longueur de la racine primaire de chaque plante. Ensuite, pour chaque
plante, le nombre de RL est divisé par la longueur de sa racine primaire afin d’obtenir un nombre de RL

par centimetre, appelé densité racinaire.

3.4. Analyses statistiques

Avant de comparer deux séries de donnée de nombre de RL, la premiére étape est de vérifier leur
conformité a la loi normale ; ceci est réalisé par un test de Kolmogorov-Smirnov. L homogénéité des
variances des différentes séries a comparer est vérifiée par un test de Levene.

Si ces deux conditions sont réunies, et que les séries sont au moins de 30 échantillons, il est possible
d’utiliser des tests statistiques paramétriques. Pour des analyses simples, comme la comparaison du
nombre de RL & un jour donné, les données peuvent étre analysées par un test de Student ou une
ANOVA. Les données de comptage quotidien sont analysées a I’aide du modéle général linéaire (GLM)
qui permet de tenir compte des mesures répétées, et de mettre en évidence des différences plus ténues. Le
modele utilisé prend en compte 1’interaction entre le jour de mesure et le traitement. Une analyse de
groupes homogenes a été ajoutée si plus de deux traitements étaient comparés. Pour valider les résultats
des GLM, différents parametres ont été vérifiés : le pourcentage de variabilité expliquée, appelé R-carré
ajusté (de préférence entre 85 et 100%), la conformité a la loi normale de la distribution des résidus
extraits du modéle (testée avec un test de Kolmogorov-Smirnov ou de Shapiro-Wilks), et la significativité
du traitement (p-value < 0,05 pour la variable traitement)

En revanche, si les variances des séries ne sont pas homogenes, et/ou que les données n’obéissent
pas a une loi normale, un test non-paramétrique est utilisé. Les données ont été comparées par un test de
Kruskall-Wallis, qui est basé sur une comparaison des médianes. Ce test ne tient pas compte des mesures
répétées, et il est toujours préférable de faire un GLM. Si seule la conformité a la normalité pose un
probléme, il est possible de transformer les données de nombre de RL par la formule log;o(1+nombre de
RL).

La comparaison entre deux répartitions est réalisée a I’aide d’un test de Khi?.

Les analyses statistiques ont été réalisées sous Statgraphics (Sigma) ou Excel (Microsoft). Pour
I’ensemble des tests, nous avons choisi le seuil de significativité de 0,05. Une étoile correspond a une p-
value comprise entre 0,05 et 0,01, deux étoiles & une p-value comprise entre 0,01 et 0,001, et trois étoiles

a une p-value inférieure & 0,001.
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4. Développement de marqueurs histochimiques

4.1. Origine des constructions

Le marqueur DR5:GUS, dans un vecteur binaire pBI, nous a été procuré par Laurent Laplaze de
I’IRD a Montpellier (Perrine-Walker et al., 2010). Les génes rapporteurs pPSCR1:GUS et pSCR2:GUS
(Sbabou et al., 2010), issues de Lupinus albus (Lupin blanc), ont pu étre obtenus grace a C. Vance
(University of Minnesota, U.S). M. Heisler (EMBL, Heidelberg, Germany) nous a fourni la construction
DR5:VENUS-N7 (Heisler et al., 2005). Ces constructions sont dotées d’un géne de résistance a la
Kanamycine (pour DR5:GUS, pSCR1:GUS et pSCR2:GUS) ou a la phosphinothricine (PPT, pour
DR5:VENUS-N7) comme marqueur de sélection pour la plante. Pour les bactéries, le sélection se fait

grace a la kanamycine.

4.2. Racines chimériques

4.2.a. Protocole de transformation

Les constructions ont en premier lieu été introduites dans des racines de M. truncatula A17 par une
transformation a I’aide d’Agrobacterium rhizogenes (Boisson-Dernier et al., 2001). Les plantules germées
de M. truncatula ont été sectionnées a 3 mm de I’apex, puis trempées dans une culture épaisse d’A.
rhizogenes développée sur milieu L supplémenté de 50 pug/ml de Kanamycine. Elles sont déposées sur des
boites de Pétri carrées 12 x 12 cm contenant du milieu F&hracus (composition en Annexe B) incliné
additionné d’1 mM d’NH;NO; et 20 pg/ml de Kanamycine ou 2,5 ng/l de PPT. Ces boites sont placées
verticalement en chambre de culture a 21°C pour une semaine, afin de régénérer des cellules
dédifférenciées au niveau de la blessure, de part I’action des bactéries. Elles sont ensuite transférées a
25°C pendant environ 2 semaines au cours desquelles des racines chimeriques vont se développer a partir
de cet amas de cellules. Les racines qui ont intégré la construction pourront se développer sur le milieu,
grace au marqueur de sélection de résistance a la Kanamycine ou au PPT, tandis que les racines qui ne

I’ont pas resteront petites.

4.2.b. Traitements de stimulation des RL

Pour le marqueur DR5:GUS, les racines supposées transformées (bien allongées) ont été placées sur
un milieu M additionné d’auxine & 10° M (Acide Indole Acétique, AIA, Sigma) pendant 10h, 24h et 26h.
Pour le marqueur DR5:VENUS-N7, les racines transformées ont éte plongées 1h dans une solution
d’ANA & 107 M. Pour les marqueurs pSCR1:GUS et pSCR2:GUS, les racines transformées sont prélevées

du milieu Féahraeus et rincées dans une solution d’eau stérile avec 400 mg/l d’Augmentin
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(GlaxoSmithKline) afin d’¢éliminer les bactéries, puis délicatement séchées et transférées 4 jours sur un
milieu M supplémenté de saccharose & 3%, afin de stimuler la formation de primordia de RL (Gonzalez-

Rizzo et al., 2006) et d’ Augmentin & 200 mg/l. Des racines sont prélevées apreés 4 jours sur ce milieu.

4.3. Lignées transgéniques stables

4.3.a. Transformation et régénération de plantes stables

Une fois 1’expression des marqueurs DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 vérifiée par la production de
racines chimériques, des plantes stables exprimant ces constructions ont été générées. Les étapes de
transformation stables sont en grande partie réalisées par Céline Rembliere (plateforme Transformation
des plantes du LIPM), selon le protocole décrit dans The Medicago Truncatula Handbook™ (Chabaud et
al., 2003). Toutefois, pour la construction DR5:VENUS-N7, nous avons pris en charge les étapes de
régénération des plantes.

Des explants de feuilles (découpés) de plantules de M. truncatula du génotype facilement
transformable 2HA (Rose et al., 1999) sont mises en contact avec la bactérie Agrobacterium tumefaciens
(souche AGL1) dans laquelle a été préalablement insérée la construction dans un vecteur binaire.
Transférés sur un milieu régénératif (CIM™), ces morceaux de feuilles produisent des amas de cellules
indifférenciées (cals) qui sont ensuite repiquées successivement sur deux types de milieu embryogénes
(EIM™, puis EDM™). Les embryons ainsi générés sont progressivement transférés sur un nouveau milieu,
appelé PDM™ qui permet aux embryons de reformer une plante entiére. Celle-ci, qui correspond & la

génération T1, peut étre bouturée in vitro sur un milieu SHb10' afin de la multiplier.

4.3.b. Sélection des lignées transformées

Chaque cal correspond a un événement de transformation indépendant ; on considere donc que les
embryons issus d’un méme cal donnent une lignée transgénique T1 indépendante. Les différentes lignées
T1 de M. truncatula portant les constructions DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 ont été sélectionnées en
fonction de leur expression et de leur réponse a I’auxine. Pour cela, des racines sont prélevées sur les
boutures des plantes régénérées. Une partie de ces racines est incubée 1h, 12h ou 24h dans une solution
d’ANA 4107 M & température ambiante.

4.3.c. Test des descendants et production de graines

Pour les lignées qui ont été sélectionnées, les plantules sont bouturées et repiquées. Des boutures
sont acclimatées en les transférant en chambre de culture dans un substrat (sépiolite) rincé et stérilisé, en

conservant une atmosphére humide le premier jour. Au bout de 2-3 semaines, les plantes sont rempotées

1 pour le protocole précis et la composition des milieux CIM, EIM, EDM, PDM et SHb10, se référer a The
Medicago Truncatula Handbook
(https://www.noble.org/Global/medicagohandbook/pdf/AgrobacteriumTumefaciens.pdf)
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Solution Pour 100 ml
Na,HPO, 0,2 M 31ml
NaH,PO, 0.2 M 19 ml

K4(Fe(CN)) 0,1 M 0.5ml
K,(Fe(CN)) 0,1 M 0.5ml
EDTA 05M 2ml
X-Gluc 2.5 % dans du DMF 2ml
H,O gsp 100 ml 45 ml

Tableau 2.3 « Composition du tampon de révélation GUS
Les tissus sont incubés dans ce tampon, passés a la pompe a vide 10 min puis placés 2 a 12h

a 37°C a I’obscurité.
D’aprés Journet et al. 2001.
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dans un mélange 3/1 de terreau/sable, puis menées a graines pendant 3-6 mois dans une chambre de
culture a 21°C avec 16h de jour et 8h de nuit. Une cinquantaine de ces graines, de la génération T2, sont
mises a germer, puis les plantules obtenues sont criblées in vitro sur la base de leur expression GUS ou
VENUS, afin de vérifier si I’insertion de la construction est unique et héritable.

Les plantes T2 exprimant correctement la construction sont sélectionnées et acclimatées en chambre
de culture. Dans la mesure du possible, I’intensit¢ de 1’expression GUS ou VENUS est un critére
supplémentaire afin de sélectionner des plantes T2 exprimant de facon homozygote la construction. Ces
plantes sont menées a graine pour obtenir la génération T3, qui sera a son tour criblée afin de déterminer
si les plantes T2 dont elles sont issues sont hétérozygotes ou homozygotes. Les plantes T3 homozygotes
sont utilisées au cours des expériences. Pour certaines lignées, des graines T4 et T5 ont été générées et
utilisées lors des expériences. A chaque nouvelle génération, un nouveau criblage est réalisé pour vérifier

la bonne expression et I’héritabilité de la construction.

5. Observations de la racine latérale

5.1. Observations histochimiques

Les plantes portant les constructions associées au gene rapporteur GUS sous le contrble de
promoteurs produisent, lorsque ceux-ci sont activés, ’enzyme B-glucuronidase. Afin de mettre en
évidence I’activation du promoteur, il faut mettre en contact les plantes avec le substrat de cette enzyme,
le X-gluc (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-Dglucuronique, Biosynth).

Pour révéler I’activité de la B-glucuronidase, les racines sont incubées a 37°C dans un tampon GUS
(composition en tableau 2.3) aprés les avoir passées 10 min dans une chambre a vide afin de faire pénétrer
le tampon dans les tissus (Journet et al., 2001). On peut aussi éliminer I’étape sous vide, et ajouter 0,05%
de Triton X-100 au tampon GUS. Selon le marqueur, la durée d’incubation varie ; pour DR5:GUS, les
racines sont incubées avec le tampon pendant 2 a 5 heures, selon I’intensité de coloration souhaitée. Pour
les marqueurs pSCR1:GUS et pSCR2:GUS, la coloration est de 4h30. Les racines sont ensuite rincées a
Iaide d’un tampon phosphate (pH 7), et conservées a 4°C dans I’eau avec quelques gouttes d’EDTA (0,5
M, pH 8).

L’observation des racines est réalisée au microscope photonique a fond clair (Axioplan 2, Zeiss),
apres avoir traité les racines a la javel 3,2% pendant 2 min afin de les éclaircir. Les primordia de RL sont

localisés en utilisant la coloration GUS.

5.2. Observations de la RL en fluorescence

Pour le marqueur DR5:VENUS-N7, qui permet I’observation en temps réel du marquage, les racines

sont observées dans leur boites de Pétri a la loupe binoculaire (Leica MZFLIII, Leica Microsystems) avec
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un filtre d’excitation 470/40 nm et d’émission 515 nm. Pour détailler le profil d’expression du marqueur,
des racines ont été observées au microscope a fluorescence (Axioplan 2, Zeiss) en utilisant le filtre
d’excitation 470/40 nm et le filtre d’émission 515 nm. A la loupe binoculaire, la facon dont les RL
apparaissent le long de la racine primaire a été analysée. Le niveau de précision du microscope a permis

de voir dans quel tissu s’exprime le marqueur.

5.3. Coupes histologiques

5.3.a. Inclusion dans I'agarose

De maniére a fixer la coloration GUS, les tissus sont placés dans un tampon phosphate avec 2,5 % de
glutaraldéhyde. Aprés infiltration 10 min sous vide (sauf en cas d’usage de Triton X-100), les tissus sont
incubés 2h a température ambiante a I’obscurité, puis rincées plusieurs fois. Les zones d’intérét
(primordia de RL) sont sélectionnées sur la base de 1’expression GUS et prélevées. Ces trongons de
racines sont ensuite disposés dans des moules en caoutchouc, en veillant a ne pas les laisser se
déshydrater. L’eau est absorbée et remplacée pas une goutte d’agarose 5% (dans de I’eau) en ayant pris
soin de le laisser refroidir un peu pour ne pas briler la racine.

Les blocs se conservent & 4°C dans une enceinte humide. Les blocs ainsi formés sont démoulés et
des coupes sériées de 80 um sont reéalisées au vibratome (LEICA VT 1000S). Les coupes sont déposées
dans de I’eau entre lame et lamelle, et observés au microscope photonique a fond clair. Les lames peuvent

étre conserveées quelques jours a 4°C dans une enceinte humide.

5.3.b. Inclusion dans la résine Technovit 7100

En premier lieu, les tissus sont fixés dans une solution contenant 2,5% de glutaraldéhyde et 2,5% de
paraformaldéhyde pendant 2h. Ils sont ensuite progressivement déshydratés dans de I’éthanol par des
bains successifs de 30 min, puis I’éthanol est progressivement remplacé par du liquide de préparation,
selon les préconisations du fournisseur (Technovit 7100, Heraeus Kulzer). Apres incubation a 4°C
pendant 2-3 jours dans ce liquide de préparation, les échantillons sont inclus dans des moules, en prenant
garde de bien les orienter en fonction du sens de sortie de la RL afin d’étre dans le bon axe lors de la
coupe. Le démoulage des blocs de résine est réalisé avec le kit Technovit 3040 (Heraeus Kulzer). Pour les
coupes transversales, les blocs doivent étre retirés de leur support et collés dans le sens souhaité. Les
blocs peuvent étre conservés a long terme a températue ambiante

Les coupes sériées de 8-10 um sont effectuées a l'aide d'un microtome (2040 Reichert Jung), placées
sur lame et séchées, puis contre-colorées au rouge de ruthénium (0,05% dans de I’eau, incubation de la

lame 5 a 10 min) qui marque les parois cellulaires.
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Les lamelles sont montées sur les lames a I’aide d’une résine possédant le méme indice de diffraction
que le verre et le Technovit. Les coupes sont observées au microscope photonique a fond clair (Axioplan

2, Zeiss). Les lames peuvent étre conservées a long terme a température ambiante.

6. Analyse transcriptomique

6.1. Production du matériel biologique

Des plantules M. truncatula A17 de 2 jours, poussées sur milieu M, sont traitées selon la méthode de
synchronisation décrite en point 2.6, avec 2 jours sur milieu NPA, puis transférés sur quatre milieux de
restauration de la formation de RL pendant 10h (cf. Résultats, partie C). Pour chacune des quatre
conditions, 30 a 50 plantes sont traitées.

Le travail avec les ARN impose certaines mesures afin de les préserver de la dégradation. La
paillasse est préalablement décontaminée, et il est nécessaire de porter des gants. Les tissus prélevés
doivent toujours rester congelés afin d’inhiber les RNAses (enzymes dégradant I’ARN). Le matériel
utilisé au laboratoire doit étre « RNAse-free », ou bien lavé avec une solution de décontamination des
RNAses, RNAse Zap (Ambion).

Apres les 10h de traitement, les plantules sont prélevées délicatement a I’aide d’une pince, et sont
coupées entre I’hypocotyle et la zone ou commencent les poils racinaires. L’apex est lui aussi retiré au
scalpel. Les racines sont récoltées dans des enveloppes en papier alu préalablement annotées, puis

plongées dans de I’azote liquide. Les enveloppes sont stockées dans une boite a -80°C.

6.2. Extraction d’ARN

Les racines congelées sont placées dans un mortier, et broyées avec un pilon dans de I’azote liquide
en veillant a ce qu’elles ne décongélent pas. Chaque échantillon est broyé avec un nouveau mortier/pilon.
A I’aide d’une spatule trempée dans I’azote, la poudre obtenue est répartie dans 3 tubes Eppendorf 2 ml
« RNAse-free » percés sur le dessus avec une aiguille, et baignant en partie dans I’azote liquide. Pour un
rendement optimal d’extraction, ces tubes ne doivent pas contenir plus de 100 mg de poudre de matériel
végétal, ce qui correspond a peu pres a la marque 100 pl du tube.

L’extraction des ARN totaux des tissus est réalisée a I’aide du kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Selon les recommandations du fournisseur, les tissus sont mélangés a un tampon d’extraction contenant
un inhibiteur enzymatique (le B-mercaptoéthanol), le mélange est filtré pour éliminer les débris végétaux,
puis les ARN sont liés & une colonne d’affinité. A cette étape, un traitement a la DNAse | (Qiagen) est
réalisé pour dégrader les éventuels ADN qui resteraient aprés I’extraction. Les derniéres étapes sont des
lavages afin d’éliminer les derniers débris (sels, résidus de tampon, etc.). Les ARN sont ensuite €lués
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Figure 2.4 « Exemple de résultat d’une analyse d’ARN Agilent

(A) Electrophérogramme du ladder (échelle) permettent de détecter les éventuelles
contaminations dans les préparation du gel Agilent, et de donner une échelle nucléotidique aux
échantillons.

(B) Electrophérogramme d’un échantillon d’ARN. Les deux pics principaux d’ARN
ribosomiques 18S et 28S sont visibles. Les mesures d’aires délimitées par les lignées roses et
vertes donnent une idée du taux de dégradation de I’échantaillon. Le pic de marqueur permet de
caler le ladder et les échantillons entre eux.

113



Matériel et méthodes

deux fois dans 35-45 ul d’eau RNAse-free et conservés dans de la glace pour une utilisation immédiate,

ou & -20°C a moyen terme (-80°C pour une conservation a long terme).

6.3. Vérification des ARN

Les ARN doivent toujours étre manipulés dans de la glace pour limiter leur dégradation. La bonne
qualité des ARN est un critere indispensable a la réussite de I’analyse transcriptomique. Par conséquent,
avant d’étre expédiés pour analyse, la concentration, la pureté et I’intégrité des ARNSs sont vérifiés.

Les ARN sont dosés par spectrophotométrie a 1’aide d’un NanoDrop (Thermo Scientific) permettant
de mesurer I’absorbance a différentes longueur d’ondes. Les paramétres vérifiés sont la concentration de
I’ARN qui doit étre supérieure a 200 ng/ul (selon les recommandations de la plateforme d’Evry), et le
rapport d’absorbance (densité optique, DO). Cette derniére mesure permet de vérifier la pureté des ARN :
les acides nucléiques absorbent a 260 nm, les protéines majoritairement a 280 nm et les molécules
organiques (tampons, sels) majoritairement a 230 nm. Un extrait d’ARN pur présentera des rapports
D0260/D0280 et DO260/D0O230 de 1,8 a 2,1. Les extractions réalisées ont permis d’obtenir un
rendement compris entre 8 et 18 ug d’ARNSs totaux, avec dans tous les cas des rapports d’absorbance
conformes.

Les ARN sont ensuite passés sur puce Agilent (RNA6000 LabChip Nano série Il, Agilent
Technologies) afin de procéder a une analyse de la qualité des échantillons. Les puces Agilent permettent
d’obtenir une bien meilleure précision de résultats que I’analyse classique sur gel d’agarose, et ceci a
partir de faibles quantité d’échantillon (1 ul). La puce est analysée sur un BioAnalyseur 2100 (Agilent
Technologies) et produit les résultats d’analyse sous la forme de courbes de migration
(électrophérogrammes). Les vérifications préalables incluent le contr6le de la courbe du ladder ou échelle
(exemple en Figure 2.4 A), permettant d’attester de I’absence de contaminations (RNAses) dans la
préparation. L’électrophérogramme permet aussi de controler I’absence d’ADN génomique. Il faut
également vérifier la présence du pic du marqueur, ajouté dans 1’ensemble les puits. Une fois les courbes
des échantillons alignées en fonction ce pic, les courbes peuvent étre visualisées (exemple en figure 2.4
B).

Une bonne intensité et la présence des deux populations principales d’ARN ribosomiques, 18S et
288, démontrent un ARN de bonne qualité. Afin d’évaluer cette qualité, il faut observer la mesure du
ratio 28S/18S, qui doit se situer autour de 2 pour des ARN integres, et la valeur du RIN (RNA Integrity
Number) qui correspond & une note de dégradation, un RIN de 10 indiquant des ARN parfaitement
conservées, et un RIN de 1 des ARN totalement dégradés.

En fonction de touts ces contrbles, les meilleurs échantillons sont sélectionnés et envoyés a la
plateforme transcriptomique d’Evry (http://www-urgv.versailles.inra.fr/microarray/index.htm), dans de la

carboglace par le transporteur Chronopost.
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6.4. Puces NimbleGen

L’analyse transcriptomique conduite par I’équipe de la plateforme transcriptome d’Evry est réalisée
a I’aide de puces NimbleGen basées sur le génome complet de M. truncatula (Gouzy, Gamas, Debellé,
LIPM). Ces puces comportent 249087 sondes d’environ 60 nucléotides de long correspondant & 83029
séquences cibles (genes) de Medicago truncatula. Chaque sonde est donc représentée environ 3 fois.

A la plateforme d’Evry, les ARN sont amplifiés, de leur ADN complémentaire (ADNCc) est produit.
Ces ADNCc sont marqués (oligo dT) a I’aide de deux types de florophores. L’hybridation est compétitive,
ce qui signifie que deux populations d’ADNc (correspondant a deux conditions) sont marqués avec deux
types de fluorophores différents (Cy3 et Cy5) et hybridés simultanément sur une méme puce. Ainsi, la
quantité d’une population d’ARN donné par rapport a I’autre sera proportionnelle a la mesure du
fluorophore avec lequel il a été marqué. Deux répétitions techniques sont réalisées : chaque couple
d’ADNCc est présenté deux fois sur la lame, en échangeant leur fluorophores (dye-swap), afin de
minimiser les éventuels artefacts liés au marquage.

Les analyses statistiques sont effectuées par M.-L. Martin Magniette (UMR518 AgroParisTech /
INRA).
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Partie A Etude du développement de la racine
latérale chez Medicago truncatula

Avant de nous intéresser a I’effet des LCOs sur la racine latérale chez Medicago truncatula, il nous
fallait générer des outils d’analyse permettant d’étudier la formation de la racine latérale chez cette plante.
En effet, si la littérature concernant M. truncatula est bien documentée sur la formation du nodule, il n’en
va pas de méme pour la racine latérale, et les outils pour appuyer I’analyse de la RL étaient rares lorsque
le projet de thése a débuté.

Nous nous sommes d’abord concentrés sur la génération de plantes exprimant des marqueurs
précoces de la RL, et particuliérement des plantes transgéniques « stables » exprimant les constructions
de réponse a I’auxine DR5:GUS et DR5:VENUS-N7, qui n’avaient jamais été décrits chez M. truncatula.
L’obtention de ces marqueurs est présentée en point 1.

Avec I’aide de ce matériel et de techniques d’histologie fine, j’ai procédé a une description précise
des étapes de formation de la RL, depuis les premiéres divisions jusqu’a I’émergence du primordium de la
RL. J’ai par ailleurs caractérisé le profil d’apparition des RL sur la racine primaire. Ces résultats sont
réunis en un article publié dans Journal of Plant Physiology, et qui est présenté en point 2 de cette partie.
La visée de cet article est de proposer une référence descriptive de la RL a la communauté scientifique
travaillant sur de développement de la racine de M. truncatula, mais également sur les interactions
plantes-microorganismes (symbioses, pathogénes, etc) chez cette plante.

En complément de cet article sera présentée une analyse plus avancée de I’organisation spatio-

temporelle des RL chez M. truncatula (point 3).

1. Développement de lignées marqueurs de la racine latérale

1.1. Choix des marqueurs

Chez M. truncatula, la racine est trés opaque et plus épaisse que celle de la plante modele
Arabidopsis thaliana ; il est donc trés difficile de repérer les RL lorsqu’elles n’ont pas encore émergé de
la racine primaire. Afin de suivre ces étapes précoces de formation des RL, nous avons choisi de nous
servir de marqueurs s’exprimant tres tét au cours du développement des primordia de RL, en se servant
d’une propriéte des RL : leur accumulation d’auxine (Benkova et al., 2003).

Notre choix s’est porté en premier lieu sur la construction DR5:GUS décrite chez A. thaliana par

(Ulmasov et al., 1997). Celle-ci est constituée du promoteur DR5 associé au géne rapporteur GUS. DR5
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est un promoteur synthétique composé d’éléments de réponse a I’auxine AuxRE (Auxin Response
Element) répétés en tandem, issus du gene GH3 de Glycine max (Soja), qui est également une
légumineuse. Ce promoteur se comporte comme un senseur de la présence d’auxine, et permet d’activer
la transcription du géne responsable de la production d’une enzyme, la B-glucuronidase (GUS), dont
I’activité, en présence de son substrat, donne lieu & une réaction colorée dans les cellules ou elle se
produit. Par conséquent, la construction DR5:GUS permet un marquage coloré des zones accumulant de
I’auxine. Or, il est connu que I’auxine s’accumule lors des premiéres étapes de la formation de la RL chez
A. thaliana (Benkova et al., 2003), dans les cellules fondatrices, dans les cellules en division, puis dans
I’apex de la RL et de la racine primaire. En supposant que cette accumulation soit similaire chez M
trunactula, DR5:GUS peut donc étre utilisé comme un marqueur précoce de la formation de la RL.

Le promoteur du géne GH3 de réponse a I'auxine a depuis longtemps été associé aux genes
rapporteurs S-glucuronidase (GUS) ou Green Fluorescent Protein (GFP), afin de décrire les profils de
I’auxine chez les légumineuses Trifolius repens et Lotus japonicus (Larkin et al., 1996; Mathesius et al.,
1998; Pacios-Bras et al., 2003), ainsi que chez Oryza sativa (Sreevidya et al., 2010) et d’autres plantes.
Par la suite, le promoteur DR5 a été développé afin d’obtenir un meilleur signal de réponse a I’auxine que
le promoteur GH3, car il posséde plusieurs répétitions des AuxRE. 1l est beaucoup utilisé chez A. thaliana
(Benkova et al., 2003) et a été développé chez de nombreuses autres plantes, en tant qu’outil pour évaluer
la réponse a I’auxine, par exemple chez le peuplier (Chen et al., 2013). Chez les légumineuses, le
marqueur DR5:GUS a été étudié chez Pisum sativum (DeMason and Polowick, 2009) et son expression a
été en partie décrite chez M. truncatula (Guan et al., 2013; Huo et al., 2006), sans entrer néanmoins dans
un grand détail cellulaire.

En complément de DR5:GUS, nous avons également choisi d’utiliser le marqueur DR5:VENUS-N7
(Heisler et al., 2005), composé du promoteur DR5, du gene rapporteur fluorescent VENUS (dériveé de la
YFP) en trois copies, et d’un signal de localisation nucléaire. Il permet donc d’associer I’accumulation
d’auxine a un signal de fluorescence localisé au noyau. L’intérét de localiser la fluorescence VENUS au
noyau est de limiter la réfraction de la fluorescence au niveau des parois. Le marqueur DR5:VENUS-N7
est complémentaire & DR5:GUS car il permet de suivre le développement de la RL en temps réel sur une
plante vivante, ce qui n’est pas le cas de DR5:GUS qui nécessite, pour étre observé, une coloration
destructrice de la plante. Des marqueurs de ce type sont disponibles chez d’autres plantes, par exemple
DR5:GFP ou DR5:VENUS-N7 utilisées chez A. thaliana (Heisler et al., 2005; Marhavy et al., 2013). En
ce qui concerne les légumineuses, une construction DR5:GFP-NLS a été décrite pour L. japonicus
(Suzaki et al., 2012), mais aucune n’était disponible pour M. truncatula.

En parallele de ces marqueurs, nous nous sommes servi d’autres marqueurs, pSCR1:GUS et
pSCR2:GUS (Sbabou et al., 2010), que nous avons choisi en raison de leur potentielle expression au
niveau de I’endoderme, un tissu interne de la racine entourant le péricycle et la stele. L’objectif initial
était de s’en servir comme marqueurs de I’endoderme chez M. truncatula, étant donnée leur spécificité

endodermique chez Lupinus albus (Sbabou et al., 2010). En effet, I’épaisseur et le nombre de couches
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Niveau

A ) L , . Réponsea Ségrégation du marqueur en Seconde generation
Construction Lignée d’expression ) . L. R
I'auxine premiere génération (T2) homogene (T3)
du marqueur
DR5:GUS H20 + + 57 / 71 plantes (80 %) Disponible
DR5:GUS B4 ++ + 39 /55 plantes (70 %) Disponible
DR5:GUS H3(111) ++ + Non testée -
DR5:VENUS-N7 H3 ++ + 132/ 173 plantes (76 %) Disponible
DR5:VENUS-N7 ES + 23 /50 plantes (46 %) En production
DR5:VENUS-N7 F8 + 0/ 50 plantes (non-héritable) -
DR5:VENUS-N7 A5 ++ + Non testée -

B DR5:GUS

Figure 3.1 » Lignées transgéniques DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 et leur réponse a
I’auxine (ANA)
(A) Tableau représentant la liste des lignées transgéniques exploitables générées avec les marqueurs
DR5:GUS et DR5:VENUS-N7. Le niveau d’expression du marqueur est représenté par + pour une
bonne expression, ou ++ pour une expression forte (les lignées exprimant peu le marqueur n’ont
pas été considérées comme exploitables). La ségrégation et premiere génération (T2) et la
disponibilité des graines de 2"% génération est indiquée.
Toutes ces lignées répondaient correctement a I’auxine, notamment la lignée DR5:GUS H20 (B)
aprés un traitement dose-réponse a I’ANA (de gauche a droite, 0 M, 10® M, 107 M, 10% M) de
48h, et la lignée DR5:VENUS-N7 E8 (C) aprés un traitement a I’ANA a 106 M pendant 1h.
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cellulaires présentes chez la racine de M. truncatula rendent parfois difficile I’identification des couches

internes.

1.2. Marqueurs DR5:GUS et DR5:VENUS-N7

Au début du projet de these, les études utilisant le marqueur DR5:GUS chez M. truncatula étaient
rares (Huo et al., 2006) et celui-ci n’avait pas €té décrit avec précision chez M. truncatula, et le marqueur
DR5:VENUS-N7 n’avait pas été testé chez cette plante. Afin de vérifier si ces constructions pouvait
s’exprimer chez cette plante, nous avons genéré des plantes chimériques a I’aide d’Agrobacterium
rhizogenes (Boisson-Dernier et al., 2001). Le profil observé dans les racines générées, semblable aux
descriptions disponibles chez A. thaliana (Benkova et al., 2003; Marhavy et al., 2013) nous ont permis de
valider I’utilisation de ces deux marqueurs. Les racines chimériques ont comme avantage d’étre obtenues
assez rapidement (au bout de 3-4 semaines) ; toutefois, ces racines sont issues de la transformation par A.
rhizogenes, occasionnant des changements dans la production hormonale. Or, notre projet inclus I’étude
de I’effet des hormones. Par conséquent, nous nous sommes lancés dans la transformation stable de
plantes de M. truncatula, qui prend plus de temps (6 mois a 1 an) mais permet d’obtenir des individus
transformés homogeénes.

Les constructions DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 ont été intégrées de fagon stable dans les plantes de
M. truncatula (lignée 2HA), grace a une transformation par Agrobacterium tumefaciens (Chabaud et al.,
2003). En partenariat avec Céline Rembliére de la plateforme de transformation de plantes du LIPM, nous
avons ainsi généré huit lignées indépendantes de M. truncatula exprimant le marqueur DR5:GUS, et

quatre exprimant le marqueur DR5:VENUS-N7 (Figure 3.1 A).

1.2.a. Tests d’expression et de sensibilité a I'auxine

Afin de déterminer le profil d’expression de lignées DR5:GUS, j’ai observé des racines issues de
plantes de chaque lignée a la loupe binoculaire et au microscope a fond clair, aprés coloration GUS. Pour
les lignées DR5:VENUS-N7, les racines ont été observées a la loupe binoculaire et au microscope a
fluorescence (cf. Matériel et méthodes). Ainsi, I’intensité et I’homogénéité de I’expression des marqueurs
pour chaque lignée a pu étre déterminée (Figure 3.1 A).

Lors de la sélection des lignées, les plantes ont été soumises a un test de sensibilité & I’auxine, pour
vérifier que la construction DR5:GUS ou DR5:VENUS-N7 répondait bien & I’auxine chez M. truncatula.
Pour cela, des jeunes racines, prélevées sur les boutures issues des cals régénérés, ont été incubées 1h ou
sur la nuit dans une solution d’ANA (Acide Naphtaléne Acétique, analogue perméant de I’auxine) a 107
ou 10" M, puis ont été observées, aprés coloration GUS ou en fluorescence, en les comparant a d’autres
racines non traitées incubées dans des conditions similaires (Figure 3.1 B et C). Le profil de réponse a

I’auxine attendu est une intensification du signal et un élargissement de la zone d’expression du gene
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Figure 3.2 « Profil d’expression de DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 chez M. truncatula

Les marqueurs DR5:GUS (A) et DR5:VENUS-N7 (B) s’exprime dans le cylindre central et I’apex de la
racine principale. Leur expression suit un gradient distal (téte de fléche) et un autre gradient proximal
(fleche bleue pour A). L’expression de DR5:GUS (C) et DR5:VENUS-N7 (D) est trés concentrée au
niveau de I’apex de la racine principale.

DR5:GUS s’exprime au cours du développement du primordium de RL dés les stades précoces (E), puis
s’intensifie lors des stades intermédiaires (F) et tardifs avant émergence (G). De méme, DR5:VENUS-N7
s’exprime lors de la formation de la RL, de fagon précoce (H), avant émergence (1), et dans I’apex de la
RL émergée (J).

Barres : 1 mm (A-B), 100 um (C-G), 500 pum (H-J)
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marqueur. Les lignées H20, B4, H3-11l et H3, et les 4 autres que nous avons générées ont montré une

bonne sensibilité a I’auxine.

1.2.b. Tests de ségrégation

Des plantes de plusieurs lignées ont été menées & graines afin de déterminer si I’insertion du
transgéne était unique et bien héritable, en veérifiant chez leur descendance I’expression de la construction
a la loupe et au microscope. Les lignées H20, B4 et H3 ont présenté dans leur descendance une répartition
approximativement égale a 75 % de plantes exprimant la construction (respectivement 80, 70 et 72%)
(Figure 3.1 A), ce qui correspond a la répartition attendue pour une insertion unique. Nous avons donc
considéré ces lignées comme utilisables. En revanche, la descendance de la lignée E8 a présenté 46% de
plantes positives, ce qui parait surprenant. Il est possible que I’expression du marqueur soit trop faible
pour étre repérée chez les plantes hétérozygotes (ce qui peut avoir amené des erreurs de criblage), ou
encore que I’insertion soit située dans une zone génomique peu propice a I’expression du marqueur dans

certaines conditions. En conséquence, nous n’avons utilisé la lignée E8 qu’avec précaution.

1.2.c. Profil d’expression au cours de la formation de la racine latérale

L’ expression de nos marqueurs est cohérente avec la description chez A. thaliana (Benkova et al.,
2003; Marhavy et al., 2013). Chez les lignées H20 et B4, le marqueur DR5:GUS est exprimé au niveau de
I’apex des racines sur une zone allant du méristéme racinaire jusqu’a I’extrémité de la coiffe racinaire, et
au centre de la racine au niveau des tissus vasculaires (Figure 3.2 A et C). Comme attendu, le marqueur
s’exprimait bien lors des étapes de formation de la RL. L’intensité de I’expression du marqueur s’est
montrée plus importante chez H20 que chez B4. L’observation microscopique de racines de ces deux
lignées a montré une grande finesse d’expression du marqueur DR5:GUS, permettant de différencier trois
stades distincts de formation de la RL, que nous avons nommé « précoce » ou stade 1, « intermédiaire »
ou stade 2, et « pré-émergent » ou stade 3 (Figure 3.2 E-G). Ces informations seront utiles par la suite
pour évaluer les stades de développement des RL. Un gradient d’expression de DR5:GUS, et une zone de
moindre expression étaient visibles dans la zone jeune au dessus de I’apex (Figure 3.2 A et 3.3),
correspondant bien avec la présence d’auxine décrite dans la racine chez A. thaliana (Dubrovsky et al.,
2011).

La lignée H3 exprimant DR5:VENUS-N7 a présenté un profil similaire : la fluorescence a pu étre
observée dans les tissus vasculaires et dans I’apex racinaire (Figure 3.2 B et D). Comme attendu, la
fluorescence était restreinte aux noyaux contrairement & DR5:GUS, en raison de I’action du signal de
localisation nucléaire associ¢ a la protéine VENUS. Dans certaines lignées (notamment H3), nous avons
également noté une expression, beaucoup plus faible, du marqueur dans d’autres tissus tels I’épiderme ou
le cortex. Chez A. thaliana, I’auxine est connue pour influencer le développement des poils racinaires
(Pitts et al., 1998) ce qui parait donc cohérent. Sa présence dans le cortex n’est pas non plus anormale.

Cela montre que le marqueur DR5:VENUS-N7 est plus sensible que DR5:GUS. Au niveau de la RL, le
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Figure 3.3 « Expression du marqueur DR5:GUS dans la zone jeune de la racine de M.

truncatula

Observation au microscope a fond clair d’une racine de M. truncatula exprimant DR5:GUS. Les
deux gradients d’auxine, proximal et distal, sont visibles, ainsi qu’une zone ou | "auxine est moins
concentrée.
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marqueur était correctement exprimé, dés les stades précoces, et cette expression visualisable sur des
plantes vivantes (Figure 3.2 H-J). DR5:VENUS-N7 est donc un marqueur efficace du développement des
primordia de RL, méme s’il ne permet pas une différentiation des stades de formation des RL aussi fine
gue DR5:GUS, du moins pas sur une plante vivante.

Ces deux marqueurs peuvent donc étre utilisés de fagon complémentaire. Les lignées H20, B4 et H3

ont ensuite été menées a la génération T3 afin d’obtenir un stock de graines homozygotes.

1.3. Marqueurs pSCR1:GUS et pSCR2:GUS

Chez A. thaliana, le gene SCARECROW (AtSCR) code pour un facteur de transcription impliqué
dans la structuration radiale de la racine, et est spécifiquement exprimé dans I'endoderme (Di Laurenzio et
al., 1996). LaSCR1 et LaSCR2, les orthologues du géne AtSCR chez le lupin (Lupinus albus), qui
appartient a la famille de légumineuses, semblent également s’exprimer dans I’endoderme chez le lupin
(Sbabou et al., 2010). Ces deux marqueurs semblent également s’exprimer chez M. truncatula, mais leur
profil n’a pas été décrit avec précision (Sbabou, 2009).

Des racines portant les constructions pPSCR1:GUS ou pSCR2:GUS (géne rapporteur GUS sous le
contrle des promoteurs des génes LaSCR1 ou LaSCR2, respectivement) ont été générées a I’aide
d’Agrobacterium rhizogenes (Boisson-Dernier et al., 2001). Pour chacun des marqueurs, une dizaine de

racines transformées indépendamment ont été obtenues.

1.3.a. Profil d’expression de LaSCR1 et LaSCRZ chez Medicago truncatula

Afin de vérifier I’expression de ces marqueurs chez M. truncatula, j’ai d’abord observé les racines a
la loupe binoculaire apres coloration GUS, puis j’ai effectué des coupes histologiques longitudinales dans
des zones d’expression.

Comme le montre la figure 3.4 A, la coloration GUS dans pSCR1:GUS est visible a la loupe dans les
tissus internes de la racine (vaisseaux conducteurs), dans les zones jeunes (proches de I’apex), et au
niveau de I’apex racinaire (fleche). Les racines exprimant pSCR2:GUS présentaient également une
coloration située dans les tissus internes, mais généralement moins forte et plus diffuse (pas montré).

Si I’on observe des coupes histologiques des racines transformées avec pSCR1:GUS, la coloration
dans la racine est bien localisée dans I'endoderme, mais aussi dans le cortex interne et dans le péricycle,
dans une moindre mesure (Figure 3.4 B). Sur les coupes de racines portant pPSCR2:GUS, la coloration
était beaucoup plus faible, et souvent non visible, méme sur des tissus jeunes. Aux endroits ou j’ai pu
I’observer, j’ai constaté que la coloration était également présente dans les couches moyennes et externes
du cortex (Figure 3.4 C), ce qui corréle avec I’observation a la loupe montrant une coloration plus diffuse.
Ces profils ont été observés sur 15 coupes racinaires, sur des préléevements effectués parmi 45 plantes

transformées, pour chaque marqueur.
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pSCR1:GUS

pSCR2:GUS

pSCR1:GUS

pSCR2:GUS

Figure 3.4 « Expression des marqueurs pSCR1:GUS et pSCR2:GUS dans la racine de
M. truncatula

(A, B, D) Expression de pSCR1:GUS, et (C, E) expression de pSCR2:GUS.
SCR1 est exprimé dans les tissus internes de la racine jeune, ainsi que des primordia de RL dans les
racines jeunes et plus anciennes, et dans I’apex de la racine principale (A, fléche). Dans la racine
principale, SCR1 est exprimé dans le péricycle, I’endoderme et le cortex interne (B), tandis que
I’expression de SCR2 n’est pas visible (C). Dans la racine latérale, SCR1 et SCR2 sont tous deux
exprimés dans le péricycle et I’endoderme, et beaucoup plus faiblement dans le cortex interne (D et

(B-E) p: péricycle, e: endoderme, ic: cortex interne. L’activité GUS est colorée en bleu, les parois
cellulaires sont colorées au rouge de ruthénium. Barres d’échelle : 100 pum.
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La spécificité de ces deux genes rapporteurs pour I’endoderme n’a donc pas pu étre observée chez M.
truncatula. Ce résultat suggére que chez M. truncatula, les domaines d’expression de SCR1 et SCR2 ne se
limitent pas a I'endoderme, comme décrit dans d'autres espéces, mais s’étendent également au péricycle et
aux cellules corticales. Toutefois, il n’est pas sir que les génes SCR1 et SCR2 du lupin soient bien les
orthologues de ceux (ou celui) de M. truncatula ; et méme dans le cas de vrais orthologues les séquences
promotrices peuvent varier, ce qui peut provoquer une régulation différente entre les deux plantes. Enfin,
il n’est pas impossible que le profil particulier de SCR1 et 2 s’expliquent par un artefact de transformation

liée a I’utilisation de plantes chimériques.

1.3.b. SCR1 et SCR2 s’expriment dans la racine latérale chez M. truncatula

En observant les racines transformées a la loupe, j’ai constaté que I’expression des marqueurs
pSCR1:GUS et pSCR2:GUS chez M. truncatula était fortement associée aux primordia de RL, et
particulierement aux stades précoces de développement des primordia de RL. Avec pSCR1:GUS, cette
expression était visible au niveau des zones jeunes, mais j’ai également observé une coloration nette des
primordia racinaire dans des zones vieilles, ou le marqueur n’était pas visible a I’ceil nu dans les tissus
internes (Figure 3.4 A). Bien que I’expression de pSCR2:GUS soit trés difficilement repérable dans les
tissus internes sur I’ensemble de la racine, elle était également forte dans les primordia de RL. Dans les
deux cas, I’expression de ces marqueurs permettait de voir la localisation des jeunes RL.

Des coupes longitudinales ont confirmé ces observations, et ont permis de montrer que leur
expression restait, au niveau des RL, plus forte dans I’endoderme que dans le cortex (Figure 3.4 D et E),
ce qui permet de désigner facilement I’endoderme dans les primordia.

Méme si les marqueurs SCR1 et SCR2 ne se sont pas révélés spécifiques a I’endoderme dans la
racine primaire, ils ont été trés utiles afin de mettre en évidence les primordia de RL, et pour différentier
I’endoderme du cortex a I’intérieur de ces primordia. Ce matériel a donc été utilisé pour procéder a la
description des étapes successives de formation de la racine latérale (point 2), mais nous n’avons pas
généré de plantes stables pour ces marqueurs.

2. Description de la formation et de I'organisation des racines latérales chez

Medicago truncatula (article)

Malgré les avantages agronomiques des légumineuses, et la taille de la communauté scientifique
travaillant sur la plante modéle Medicago truncatula, les caractéristiques de la racine latérale chez cette
plante et chez les légumineuses en général sont peu documentées.

Pourtant, au vu des nombreux travaux sur I’organogénese de la nodosité et ses liens avec la racine, et

du fait que le programme développemental des RL puisse étre utilisé par les LCOs symbiotiques, une
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description précise des étapes cellulaires et des caractéristiques de la RL parait indispensable chez le
modele M. truncatula.

Le travail que nous avons effectué, et que nous présentons dans le manuscrit qui suit, s’appuie sur
I’utilisation de génes marqueurs dont I’obtention a été détaillée en point 1 de cette partie. En premier lieu,
nous avons décrit les étapes successives de formation des RL & I’aide de coupes histologiques fines, et
caractérise le profil de réponse a I’auxine a I’aide du marqueur DR5:GUS au cours de ces étapes. Par la
suite, nous avons étudié comment apparaissent les RL le long de la racine principale, et particulierement
la zone préférentielle de formation de celles-ci.

La visée de cet article, publié dans Journal of Plant Physiology, est de fournir a la communauté
scientifique travaillant sur la plante modéle M. truncatula une référence histologique et développementale
de la formation des racines latérales chez cette plante. En cela, cette approche est originale et apporte de
nouvelles connaissances sur les spécificités de cette plante, en comparaison aux paradigmes démontrés
chez d’autres especes, notamment A. thaliana (Malamy and Benfey, 1997) ou les monocotylédones
(Jansen et al., 2012; Orman-Ligeza et al., 2013).
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ABSTRACT

The plant root system is crucial for anchorage and nutrition, and has a major role in plant adaptation,
as well as in interactions with soil micro-organisms. Despite the agronomical and ecological importance
of legume plants, whose roots can interact symbiotically with soil bacteria called rhizobia that fix atmo-
spheric dinitrogen, and the evidence that lateral root (LR) development programmes are intercepted and
influenced by symbiotic organisms, very little is known concerning the cellular and molecular events
governing LR development in legumes. To better understand the interconnections between LR formation
and symbiotic processes triggered by rhizobia or symbiotic molecules such as lipo-chitooligosaccharides
(LCOs), we first need a detailed description of LR development mechanisms in legumes. Using thin sec-
tions, we have described the cellular events leading to the formation of a new LR primordium (LRP) in
Medicago truncatula, and divided them into seven stages prior to LR emergence. To monitor auxin accu-
mulation we generated transgenic DR5:GUS and DR5:VENUS-N7 reporter lines of M. truncatula, and used
them to analyze early stages of LR development. Interesting differences were observed for LR ontogeny
compared to Arabidopsis thaliana. Notably, we observed endodermal and cortical contributions to LRP
formation, and the associated DR5:GUS expression profile indicated that endodermal and cortical cell
divisions were correlated with auxin accumulation. As described for A. thaliana, we observed a prefer-
ential zone for LR initiation at 4.45 mm from the root tip. Finally, we studied LR emergence and showed
that a significant proportion of new LRP do not emerge straight away and could thus be an additional
source of root plasticity. Our results shed new light on the patterning and early development of LRs in M.
truncatula.

© 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

to form initials that will give different cell layers. Then, the rate
of cell divisions slows and cells start to elongate in the elongation

The plant root system has a major impact on plant adaptation
to its environment and is crucial for its anchorage and nutrition, as
well as for interactions with soil micro-organisms. Plant root devel-
opment is therefore of great agronomical and ecological interest.
In higher plants, only the main root is determined embryonically
and new lateral roots are formed post-embryonically, making root
branching highly plastic and responsive to external cues. It is gener-
ally accepted that the primary root of Angiosperms can be divided
into different developmental zones along the proximo-distal axis.
Close to the root tip is the root apical meristem whose cells divide

Abbreviations: DAG, days after germination; ELR, emerged lateral roots;
LCO, lipo-chitooligosaccharide; LR, lateral root; LRF, lateral root formation; LRI,
lateral root initiation; LRP, lateral root primordium; Myc-LCO, mycorrhizal lipo-
chitooligosaccharide; NF, Nod factor.
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zone. Finally, the zone where epidermal root hair cells start to dif-
ferentiate is called the differentiation zone. On the radial axis, the
organization of root tissues is as follows: the most internal part of
the root is the vascular bundle (with xylem and phloem vessels),
surrounded by the endodermis, the cortex and the root epidermis.
Lateral roots (LR) originate by dedifferentiation of some cells of
the outermost root layer of the vascular bundle, called the pericy-
cle, which recapitulate divisions. In many species, the first signs of
LR formation are the anticlinal (i.e. perpendicular to the cell layer
axis) asymmetrical divisions of such pericycle cells opposite a pro-
toxylem pole (Casero et al., 1995; Malamy and Benfey, 1997). In the
model plant Arabidopsis thaliana, where extensive cellular descrip-
tions of LR ontogeny are available (Malamy and Benfey, 1997), both
anticlinal and periclinal (i.e. parallel to the cell layer axis) divi-
sions of pericycle cells contribute to the formation of a new lateral
root primordium (LRP) and 8 different anatomical stages have been
described. The primordium progressively organizes to resemble the
structure of a primary root meristem. Eventually, cell expansion
leads to the emergence of the LR (Malamy and Benfey, 1997) that
grows through the endodermal and cortical cell layers. The root
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apical meristem only becomes active after LR protrusion from the
main root (Malamy and Benfey, 1997).

While the cellular events leading to the formation of LRP are very
well described in the model plant A. thaliana, little is known about
the contributions of root layers to LRP formation in other species.
However, the case of A. thaliana, where the whole LRP originates
from pericycle cell divisions only, may not but be such a common
phenomenon since it has been reported in some other species that
the endodermis and the cortex may contribute to LRP formation
(Bell and McCully, 1970; Byrne et al., 1977; Casero et al., 1996;
Mallory et al., 1970). Among other plants, legumes are of special
interest (Byrne etal., 1977; Op den Camp et al., 2011) since they are
able to form new root organs called nodules, which will host sym-
biotic nitrogen fixing rhizobia (Jones et al., 2007). Strikingly, it has
been shown that nodules also originate from pericycle cell divisions
(Timmers et al.,, 1999) and that rhizobia can “hijack” LR devel-
opmental programmes (Mathesius et al., 2000), suggesting that
nodulation may have intercepted an endogenous LR developmen-
tal programme (Desbrosses and Stougaard, 2011). Mycorrhization
is also known to enhance root system development (Gutjahr and
Paszkowski, 2013). Moreover, it has been shown that the sym-
biotic molecules secreted by symbiotic rhizobia or an arbuscular
mycorrhizal (AM) fungus, respectively called Nod factors (NFs)
or mycorrhizal lipo-chitooligosaccharides (Myc-LCOs) are able to
stimulate, in the absence of the corresponding micro-organism, lat-
eral root formation (LRF) in the model legume Medicago truncatula.
This stimulation requires plant genes from the common symbiotic
signalling pathway (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005), suggest-
ing that nodulation and mycorrhization are able to interfere with
the plant root developmental programme.

The regulatory mechanisms that control the initiation and
development of new LRs have also mainly been described in A.
thaliana. It has been shown that pericycle founder cell specification
(i.e. fate determination of pericycle cells that will divide to give a
LR), called “priming”, occurs in a zone of the root just below the
elongation zone (towards the root tip) called the basal meristem
(De Smet et al., 2007). Subsequently, first asymmetrical divisions
of pericycle cells, called lateral root initiation (LRI), occur in the dif-
ferentiation zone of the root (Dubrovsky et al., 2011). In A. thaliana,
the time and spatial developmental window where LRI can occur
is very precise and no LRI occurs outside of the differentiation zone
(Dubrovsky et al., 2006). Extensive studies (Overvoorde et al.,2010)
have shown that the phytohormone auxin is the major regulator of
LRI and LR patterning along the main root.

Such a detailed description of LR formation and regulation was
possible in A. thaliana because of the simple organization of the pri-
mary root (only one cell per layer of every root tissue) and the fact
that the root is small and amenable to observation under a confo-
cal microscope. There is also a wealth of genetic tools and reporter
lines to address developmental and hormonal questions. Among
these, the DR5:GUS and DR5:GFP reporter lines have been helpful
to describe the different steps of LR development and patterning
(Benkova et al., 2003). DR5 is a synthetic promoter made from
auxin responsive regulatory elements from a soybean GH3 gene
(Ulmasov et al., 1997) that marks local auxin accumulation. Since
LRI is triggered by auxin accumulation (Dubrovsky et al., 2008), the
DR5 promoter is active from the very onset of LRI (Benkova et al.,
2003).

Our global aim is to describe how symbiotic molecules such
as NFs and Myc-LCOs intercept LR development. This will help us
understand the relationship between nodule development and LRF
in legumes. To achieve this goal, we first need a cellular descrip-
tion of LRF in M. truncatula, as well as a better understanding of LR
patterning and its regulation. Firstly, using DR5:GUS and the endo-
dermis marker SCARECROW (SCR):GUS, we have performed thin
sections to describe at the cellular level the different stages of LRF in

M. truncatula. We have determined 7 stages of LRF and specific root
cell layer contributions to LRP formation. Then, using newly gen-
erated DR5:GUS and DR5:VENUS-N7 M. truncatula reporter lines,
we performed time-lapse experiments to monitor LRP appearance
and emergence, as well as auxin accumulation in different cell lay-
ers during LRF. Based on these results, we propose a novel insight
into LR patterning in M. truncatula and discuss differences and sim-
ilarities compared to A. thaliana.

Materials and methods
Plant and plasmids material

To select early LRP stages for the cellular description of
LRF, DR5:GUS (kindly provided by L. Laplaze (IRD, Montpellier,
France) in a pBI binary vector containing the kanamycin resistance
gene (Perrine-Walker et al., 2010)) and the endodermis reporter
LaSCR1:GUS and LaSCR2:GUS genes (kindly provided by C. Vance,
University of Minnesota, U.S. (Sbabou et al., 2010)) were introduced
in Medicago truncatula A17 roots using Agrobacterium rhizogenes
transformation (Boisson-Dernier et al., 2001).

Stable, M. truncatula transgenic plants carrying the same
DR5:GUS construct or the fluorescent nuclear version DR5:VENUS-
N7 were obtained in the 2HA accession by transformation with the
Agrobacterium tumefaciens AGL1 strain, as described in Chabaud
etal. (2003) and http://www.noble.org/medicagohandbook. Selec-
tion was performed using kanamycin resistance for DR5:GUS
and phosphinotricine resistance for the DR5:VENUS-N7 lines. The
DR5:VENUS-N7 construct (in the pMLBART binary vector carry-
ing the BASTA resistance gene) was kindly provided by M. Heisler
(EMBL, Heidelberg, Germany, Heisler et al., 2005).

Eight independent DR5:GUS and 4 DR5:VENUS-N7 lines were
tested for B-glucuronidase (GUS) and VENUS activity, respectively,
and 2 of each line displaying good reporter expression and 3/1
transgene segregation in the T2 progeny were selected for further
studies.

Plant growth conditions

M. truncatula Jemalong seeds were scarified, surface-sterilized,
stratified at 4 °C for 3 days and germinated by incubating overnight
at 25 °C. After germination, seeds were aligned in square plates with
oblique modified M medium (Bécard and Fortin, 1988; Olah et al.,
2005) containing 4 g/l Phytagel (Sigma-Aldrich), and grown ver-
tically in a growth chamber at 21°C (16 h light/8 h dark cycles)
enveloped with kraft paper and aluminium foil covers to reduce
light exposure of roots.

To enrich for LRF events, LaSCR1:GUS and LaSCR2:GUS trans-
genic roots were grown on M medium containing 3% sucrose for 4
days (Gonzalez-Rizzo et al., 2006).

For auxin treatments, a 10 mM stock solution of naphthalene
acetic acid (NAA) was obtained first by solubilization of NAA pow-
der (Sigma) with a small volume of ethanol (500 wl) and 0.1 N KOH,
then by sterile dilutionin water (up to 10 ml). For NAA assays, plants
were grown for 48h on M medium containing 0.01, 0.1 or 1M
NAA. Control plants were treated with the corresponding solvent
amount. A 10 mM stock solution of naphtylphtalamic acid (NPA,
Duchefa Biochemie) was obtained in DMSO. For NPA assays, plants
were grown for 24 h on M medium containing 10 wM NPA.

Histochemical analysis

Histochemical staining for 3-glucuronidase (GUS) activity was
performed according to Journet et al. (2001), by incubating plant
tissues overnight at 37°C in a pH 7 phosphate buffer containing
2.5% X-gluc as substrate. Tissues were subsequently fixed in a 2.5%
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glutaraldehyde/2.5% paraformaldehyde solution buffered at pH 7,
for 2 h at room temperature.

Microscopic analysis

LRP were embedded in Technovit 7100 resin (Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Germany), according to the manufacturer’s recommen-
dations. Thin, 8-10 wm, sections were made using a microtome
(2040 Reichert Jung). The sections were counter-stained with
0.05% ruthenium red for 10 min and observed with an Axioplan 2
microscope (Zeiss). DR5:VENUS-N7 expression was followed using
a Leica MZFLIII stereomicroscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) or an Axioplan (Zeiss) microscope using the (470/40;
515) nm band pass (excitation; emission) filter.

Results
Cellular events of lateral root formation (LRF) in M. truncatula

Our first objective was to describe the cellular events lead-
ing to the formation of LRP in M. truncatula. To detect early LRP
developmental stages more easily, we used the DR5:GUS and LaS-
CARECROW:GUS (LaSCR:GUS) marker genes. SCARECROW (SCR) is
a transcription factor specifically expressed in the endodermis in
Arabidopsis (Di Laurenzio et al., 1996). In this study, we used
LaSCR1 and LaSCR2 from Lupinus albus, which are SCR orthologues
expressed at early LR development stages in both white lupin and
M. truncatula (Sbabou et al., 2010). The expression domains of
LaSCR1:GUS and LaSCR2:GUS we observed in M. truncatula were
similar and, although stronger in the endodermis, also extended
to the pericycle and, to a lesser extent, to the inner cortical layer.
DR5:GUS expression was also associated with early stages of LRF
(see later, Fig. 2F and Fig. 3). Although not very informative for cell
layer identity, these constructs were helpful to select root zones
showing divisions associated with early steps of LRF. Longitudi-
nal and transverse thin sections were performed and microscopic
observations allowed different cellular stages of LRF in M. truncat-
ula to be discriminated (Fig. 1). As shown in Fig. 1, we identified 7
developmental stages of LRP formation, prior to emergence.

The earliest stage of LRF that we observed consisted of anticli-
nal cell divisions in two or three pericycle cells (Stage Ia, Fig. 1A)
next to a protoxylem pole (see Fig. 3A). This was followed by per-
iclinal divisions of these pericycle cells and, approximately at the
same time, anticlinal divisions were observed in about two cells
of the endodermis overlying the divided pericycle cells (Stage Ib,
Fig. 1B, arrowheads). Subsequently, we observed more periclinal
divisions in the pericycle, generating a two-layer LRP of approxi-
mately 10 cells long (Stage II, Fig. 1C). In a few cases, one or two
of the inner cortical layer cells were seen to have divided anticli-
nally at this stage but, more frequently, inner cortical cell divisions
accompanied the next stage of LRP formation (Stage III, Fig. 1D,
black arrowheads). At Stage III, between three and six cell divi-
sions were typically observed in the innermost cortical layer (inner
cortex), and, in about 20% of studied LRP, either one or two cell
divisions could be seen in the second cortical cell layer (data not
shown). No cell divisions were ever seen in other cortical layers.
Stage III was also characterized by new periclinal divisions in the
two layers of the pericycle of the LRP, generating four pericycle
layers (Fig. 1D, white arrowheads). At approximately the same
time, periclinal divisions were seen in the endodermis (Fig. 1D,
grey arrowhead), and anticlinal divisions continued in the divid-
ing pericycle and endodermis cells. The next stage of LRF, which
we called Stage IV (Fig. 1E), was characterized by an extensive cell
proliferation in the pericycle and the endodermis, and further anti-
clinal divisions of inner cortical cells (Fig. 1E, arrowheads). Stage

IV LRP took up approximately half of the depth of the cortex of the
main root, and caused a bulge on the root surface. This bulge was
accompanied by the separation of surrounding cortical cells that
consequently showed relatively large intercellular spaces and often
became displaced (Fig. 1E). First divisions of vascular parenchyma
cells could be observed at this stage, suggesting initiation of the
new root vasculature (Fig. 1E, arrow). At Stage V (Fig. 1F), LRP were
larger, taking up more than half of the depth of the cortex of the
main root. New cell divisions were responsible for the increase in
size, but were increasingly difficult to characterize, except for peri-
clinal divisions clearly visible in inner cortical cells at the periphery
of the LRP (Fig. 1F, grey arrowheads). At this stage, surrounding cor-
tical cells became more separated as the LRP continued to expand
in size. In the next developmental stage, Stage VI (Fig. 1G), LRP con-
sisted of a compact mass of small cells that progressed through the
remaining cortical and epidermal cells of the main root. Finally, the
new LR emerged through the remaining cortical and epidermal cell
layers (Fig. 1H). Since cells of emerging LRs were larger in size than
at previous stages of LRP formation, we assume that newly formed
LR emerged, as in A. thaliana, primarily by expansion of pre-existing
cells rather than by cell division (Malamy and Benfey, 1997). Con-
comitantly, a vascular connection between the newly emerged LR
and inner vascular tissues was observed (Fig. 1H, arrow).

LR development and patterning in M. truncatula

To further characterize LR development and to study LR pat-
terning along the primary root of M. truncatula, as well as linking
it to auxin regulation as described for A. thaliana (Dubrovsky et al.,
2006), we generated stable DR5:GUS and DR5:VENUS-N7 trans-
genic lines of M. truncatula. First, patterns of DR5 activity in planta
and DR5 sensitivity to exogenous auxin application were studied
in these plants (Fig. 2 and Fig. S1). DR5:GUS (Fig. 2A and Fig. S1)
and DR5:VENUS-N7 (Fig. 2B) lines displayed good sensitivity to
exogenous synthetic auxin (1-naphthaleneacetic acid, NAA,) or to
an auxin transport inhibitor (N-1-naphthylphthalamic acid, NPA)
(Fig. 2C). Indeed, extension of the GUS or VENUS expression pat-
tern was observed upon treatment with 0.01 uM NAA for 48 h
(Fig. 2A and B), and loss of the DR5 activity gradient was observed
upon treatment with 10 wM NPA, resulting in DR5 activity being
restricted to the apical part of the root (Fig. 2C, arrowhead), as
expected for the impairment of polar auxin transport. In non treated
conditions, DR5 activity was observed in the root apical meristem
and root vascular tissues (Fig. 2D and E), and at different stages of
LRP formation (Fig. 2F-I) for both types of construct. Sections of this
material at early stages of LRF (Fig. 3 and Fig. S2, data not shown)
confirmed the tissular organization observed in the hairy root sys-
tem. DR5 activity started close to the vascular bundle of the main
root at early stages of LRP development (Fig. 2F) and was clearly
marking the LR apical meristem and new vasculature at later stages
(Fig. 2G and H). Thus, these lines were suitable for studies on LR
formation and auxin accumulation associated with developmental
processes such as LRF in M. truncatula.

Next, we exploited the DR5:GUS lines to further characterize
auxin accumulation during LRF in M. truncatula. As shown in Fig. 3A
(and Fig. 5C), we observed an early DR5:GUS activity in pericycle,
endodermal and cortical cells facing protoxylem poles, upon the
first pericycle periclinal divisions. DR5:GUS expression was then
clearly visible in dividing pericycle and endodermal cells during
subsequent early stages of LRF (Fig. 3B) and then progressively
moved towards the LR apical meristem and the developing LR
vasculature (Fig. 3C). Interestingly, DR5:GUS expression was also
observed in inner cortical cells of the LRP and in cortical cells sur-
rounding the growing LRP (Fig. 3B and C), suggesting that auxin
accumulation can accompany cortical cell divisions and cortical cell
“loosening” necessary for LRP growth and LR emergence. Similar
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Fig. 1. Developmental stages of lateral root formation in Medicago truncatula. Longitudinal thin sections (8-10 wm) of roots with ruthenium red counter staining. LaSCR1:GUS
(A,D,Eand H) or LaSCR2:GUS (B, C and F) expression, marking the endodermis but also pericycle cells,and DR5:GUS (G) expression is shown in blue. (A) Stage Ia. First anticlinal
divisions in the pericycle (black arrowheads). (B) Stage Ib. Anticlinal divisions in the endodermis (black arrowhead) while the pericycle continues dividing anticlinally. (C)
Stage II. Periclinal divisions in the pericycle (white arrowheads) forming a 2-layered pericycle, while the endodermis continues dividing anticlinally. (D) Stage III. Periclinal
divisions in the pericycle (4-layered, white arrowheads) and the endodermis (2-layered, grey arrowhead), and anticlinal divisions in the inner cortex (black arrowheads).
(E) Stage IV. Further divisions in the pericyle, endodermis and inner cortex. Note the anticlinal divisions in the inner cortex forming the external part of the LRP (black
arrowhead), suggesting a real contribution of this layer to the primordium, and the proliferation of the parenchyma (arrow), showing the formation of the future vasculature.
(F) Stage V. Cell proliferation in the pericycle, the endodermis and the inner cortex allows the primordium to extend, while adjacent cortical cells begin to collapse. Note
the periclinal divisions in the most external layer of the LRP (grey arrowheads). (G) Stage VI. The LRP reaches the epidermis and is just about to emerge from the main root.
DR5:GUS expression (in blue) localizes at the apical part of the primordium. (H) Emergence. The LRP crosses the epidermis. The central vasculature of the new root is visible
with many elongated cells (arrow). p: pericycle; e: endodermis; ic: inner cortex. Bars=100 pm.
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Fig. 2. Characterization of DR5:GUS and DR5:VENUS-N7 Medicago truncatula transgenic lines. (A, right) Root response of a DR5:GUS seedling after 48 h on M medium
containing 0.01 wM naphthalene acetic acid (NAA) compared to a mock-treated plant (A, left). (B, right) Root response of a DR5:VENUS-N7 seedling after 48 h on M medium
containing 0.01 wM NAA compared to a mock-treated plant (B, left). (C, right) Root response of a DR5:VENUS-N7 3 day-old plant after 24 h on M medium containing 10 uM of
the auxin transport inhibitor naphtylphtalamic acid (NPA), compared to the same 3 day-old plant before treatment (C, left). Note the restricted DR5:VENUS-N7 fluorescence
in a zone above the root tip (arrowhead), suggesting that auxin accumulates in this zone following inhibition of polar auxin transport by NPA. (D and E) Expression pattern of
DR5:GUS (D) and DR5:VENUS-N7 (E) M. truncatula transgenic lines in the apical part of the primary root. In both cases, expression is localized in the root apical meristem, the
root cap and the central vasculature. DR5:VENUS-N7 expression is also visible in the epidermis, particularly in young parts of the root (E). (F, G and H) DR5:GUS expression
in lateral root primordia at stage II-III (F), stage V (G) (with the GUS staining in the future vasculature of the LRP (arrow)) and stage VI (H). (I) DR5:VENUS-N7 expression in
a LRP at a late un-emerged stage. GUS staining is shown in blue. VENUS fluorescence is shown in green. 40 to 50 plants from two independent lines for each construct were
tested and gave similar results. Bar in A=1mm. Bars in B and C=500 pm. Bars in D-1=100 pm.

results were obtained at early stages of LRF with the DR5:VENUS-N7
transgenic lines (Fig. S2). Thus, auxin accumulation, as visualized
by the DR5:GUS profile, seemed to accompany LRP formation.

To further understand LRF and patterning, we used the trans-
genic M. truncatula plants carrying the fluorescent reporter
DR5:VENUS-N7 grown in vitro. We observed that among the local
high levels of DR5:VENUS-N7 fluorescence, there was always a flu-
orescent spot visible in the distal part of the primary root, close
to the root tip, in a zone corresponding to the root hair differ-
entiation zone (Fig. 4A, white arrowhead). This is similar to the
region that has been described for LRI (i.e. early stages of pericycle
founder cells divisions) in A. thaliana (De Smet, 2012; Dubrovsky
et al,, 2011) and we assumed that such fluorescent spots corre-
sponded to early stages of LRF. To confirm this and determine if
LRI was also occurring in this region in M. truncatula, we followed
both the developmental fate and the position of this fluorescent
spot (Fig. 4A). To assess the position, the location of the spot on
the main root was first marked at 3 days after germination (DAG)
and its position relative to the root apex and to the root crown was
followed daily for the next 4 days (until 7 DAG, Fig. 4B, green and
orange arrows). As shown in Fig. 4C we observed that the fluores-
cent spot remained at the same distance from the root crown over
time (orange bars), but became increasingly distant from the root

apex (green bars). The location of this fluorescent spot therefore
marked a limit of fast growing versus practically no growth region
(Fig. 4C), which supports an initiation of the spot in a zone that has
stopped dividing or enlarging. Concerning the developmental fate
of the fluorescent spot, we observed that LRs originated from this
spot and emerged in 43% of cases, at 13 DAG. The remaining cases
presumably corresponded to non emerged LRP, consistent with
subsequent observations that not all LRP give rise to emerged LRs
straight away (see later). Next, to further characterize the potential
LRI zone of M. truncatula, we measured the distance from the root
apex to the newly formed lowermost visible fluorescent spot every
day for 7 days (Fig. 4B, blue arrow). Measurement of this distance
over the first 7 DAG gave an average distance of 4.45 + 0.4 mm (95%
confidence interval), indicating that new spots always appeared
at the same distance from the root apex. Altogether, the correla-
tion of the appearance, positioning and fate of this first fluorescent
spot support the existence of a precise LRI zone in the distal region
of M. truncatula roots that can be followed by the DR5:VENUS-N7
fluorescence profile.

Next, we used the DR5:VENUS-N7 fluorescence not only to
detect LRP as they first appeared, but also to follow all LRP over
the first 7 days, in order to determine whether or not they would
form emerged LRs. We never observed emerged lateral roots (ELRs)
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Fig. 3. DR5:GUS expression pattern during lateral root formation in Medicago trun-
catula. Thin sections (8-10 wm) of roots with ruthenium red counter staining. GUS
expression is shown in blue. (A) Transverse section of an early stage of LRF. Upon
the first pericycle divisions (arrows), DR5:GUS activity, suggesting an accumulation
of auxin, is seen in the pericycle, the endodermis and the cortex. (B) Longitudinal
section of a stage IIl LRP. GUS staining is seen in dividing cells of the pericycle, endo-
dermis and inner cortex, indicating that auxin accumulation may support the active
proliferation of cells in the LRP. GUS staining is also seen in at least two adjacent
non-dividing cortical layers. (C) Longitudinal section of a stage VI LRP. DR5:GUS
activity is present in the upper part of the LRP, corresponding to the apex of the
future root (future meristem), and along the cells of the future central vasculature
(arrow). Staining is still visible in the adjacent layers of cortex that do not contribute
to the primordium suggesting auxin accumulation in these cells that could prepare
cell wall loosening for emergence. p: pericycle; e: endodermis; ic: inner cortex.
Bars=50 wmin A, 100 wm in B and C.

that were not marked at the LRP stage by the VENUS fluorescence.
Mean numbers of ELRs and remaining un-emerged LRP (LRP) were
assessed after 13 days (0-13 DAG interval) or for the 0-7 DAG and
7-13 DAG time intervals. As shown in Table 1, only 5.19 (£0.58) LRs
per plant had emerged at 13 DAG, compared to 14.09 (+1.73) un-
emerged LRP per plant (giving approximately 27% of ELRs). When
we compared, using a chi-squared test for independence, the pro-
portion of ELRs between the 0-7 DAG and the 7-13 DAG intervals,

no significant difference in the proportion of emerged LRs (along
the whole primary root) was observed. However, emergence speed
was dependent on the part of the primary root where the LRP were
located at 7 DAG, with a mean time of 6.3 days (4-0.61) for LR located
in the older half of the primary root and 3.31 days (& 0.44) for the
younger (closest to the root apex) half (Fig. 4D). This suggests that
if newly formed LRP do not emerge straight away while they are in
the younger part of the primary root, then they have a lower chance
to emerge once they are positioned in an older zone of the primary
root.

Finally, we also observed that two LRs could often arise next
to each other on the primary root (Fig. 5A). 14.3% (110/749) of
LRs or LRP present at 7 DAG were formed at the same position.
This was already visible at the LRP stage (Fig. 5B), and even at
very early stages indicating that two LRs can initiate next to neigh-
bouring protoxylem poles (Fig. 5C). However, those double LRs did
not often emerge simultaneously, since we mostly observed such
double events as a LRP next to an already emerged LR (Fig. 5D).

Discussion

Despite the apparent variations that exist in the cellular events
of LRP formation between different plant spp., a detailed descrip-
tion is only available for A. thaliana. Some data is now available
in monocots such as maize or barley (Jansen et al., 2012; Orman-
Ligeza et al,, 2013) and, among other plants, there are several
reasons to study the model legume M. truncatula. Firstly, M. truncat-
ula, like the majority of legume plants, is able to form root nodules
in the presence of nitrogen-fixing rhizobial bacteria, and nodules
share characteristics with LRs (Mathesius, 2008). Thus, both struc-
tures are new organs formed by dedifferentiation of root cells and
both originate from divisions in the pericycle (although most of
the nodule originates from cortical cell divisions) (Timmers et al.,
1999). Secondly, there are overlaps in the developmental pathways
involved in LR and nodule formation (Desbrosses and Stougaard,
2011). For example, plant mutants have been described that form
nodules with varying degrees of similarity to LRs (Couzigou et al.,
2012; Guan et al, 2013). The fact that rhizobial Nod factors
stimulate LRF (Olah et al., 2005) is also evidence that Rhizobia
have exploited the developmental pathway for LRF. Next, arbus-
cular mycorrhizal (AM) fungi and symbiotic molecules such as
Myc-LCOs also promote root branching in M. truncatula (Gutjahr
and Paszkowski, 2013; Maillet et al., 2011). Moreover, Rhizobia
and LCOs directly interfere with auxin transport in white clover
(Mathesius et al., 1998). Our long-term aim is to exploit molecular
genetic tools available in M. truncatula to understand the mech-
anisms by which Rhizobia and AM fungi exploit the endogenous
pathway for LRF and, for this, we first needed to describe the cel-
lular organization and cell divisions involved in LRF, as well as the
global LR patterning along the primary root in this model plant.

By detailed cellular studies combined with thin root sections,
we have described seven stages (Ia, Ib, II-VI) in LRF in M. truncat-
ula, with LR emergence following Stage VI. These stages differ from
the nomenclature used by Ariel et al. (2010) who did not take into
account tissue specific contributions, and notably that of the endo-
dermis, to LRF in M. truncatula. Our description has revealed some
similarities with the process of LRF in Arabidopsis, but also some
significant differences. As the novel features appear early in LRP
formation in M. truncatula, we have schematized early steps of LRF
for clarity of the discussion and for future studies (Fig. 6).

As in Arabidopsis, we have decided to include in Stage I the
stages of anticlinal divisions of main tissue contributors to the
future LRP. Thus, Stage la is anticlinal cell divisions in pericy-
cle cells adjacent to a protoxylem pole (Fig. 6A) and Stage Ib
(Fig. 6B) marks the anticlinal division of endodermal cells. This
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Fig. 4. Lateral root initiation and patterning in Medicago truncatula. (A) DR5:VENUS-N7 fluorescence in the young apical part of the root. The white arrowhead shows the
lowermost detectable spot of fluorescence formed towards the root apex. (B) M. truncatula seedling scheme showing the position of the lowermost fluorescent spot observed
at 3 DAG (coloured in green) and its position during the next 4 days. The distance between the root crown and this spot is shown by an orange arrow and the distance
between the root apex and this spot is shown by a green arrow. The newly formed fluorescent spot closest to the root apex for each day (3-7) is schematized in blue, and its
distance to the root apex by a blue arrow. (C) Mean distance from the fluorescent spot that was closest to the root apex at 3 DAG (coloured in green in B) to the root crown
(orange), or to the root apex (green) measured at 3, 4, 5, 6 and 7 DAG. Numbers show the average distance. Uppercase letters show statistically different categories (ANOVA
or Kruskall-Wallis test, p-value <0.05, NS: non-significant difference). Bars = standard error of the mean (n =68, two independent experiments). (D) Mean time between LRP
appearance and LR emergence (over the 13 days of the experiment) as a function of their position along the main root. Stars show a statistical difference of the means (ANOVA,
p-value <0.001). Bars = standard error of the mean (n=68, two independent experiments). DAG: days after germination; LRP: lateral root primordium. Bar in A=500 p.m.

endodermal contribution to LRP in M. truncatula marks a clear dif-
ference with Arabidopsis, where the endodermis does not divide
during LRP formation, but instead is penetrated at Stage IV by the
developing LRP (Malamy and Benfey, 1997). Furthermore, obser-
vations of subsequent stages in M. truncatula showed that newly
divided endodermal cells become an integral part of LRP. The
first periclinal cell divisions of the pericycle were observed at
Stage Il in M. truncatula, which was also characterized by further
anticlinal divisions of the endodermis (Fig. 6C). An endodermal con-
tribution to LRP formation has already been described for maize
and other monocots (Bell and McCully, 1970; Jansen et al., 2012;
Orman-Ligeza et al., 2013) and may thus be more widespread than
suggested by the Arabidopsis paradigm.

Stage Il in M. truncatula consisted of further anticlinal and per-
iclinal divisions of the pericycle, but was notably characterized by
the onset of periclinal divisions of the endodermis, as well as by
anticlinal divisions of inner cortical cells (Fig. 6D). This is another
significant difference with Arabidopsis, in which there are no cor-
tical cell divisions during LRF. As for the newly divided endodermal
cells, the divided inner cortical cells contributed to LRP in M. trun-
catula. Cortical cell contribution to LRP might be quite common in
legume plants, as it has been shown to occur in arachis, soybean
and lotus (Mallory et al., 1970; Op den Camp et al., 2011) but is
not a legume-specific feature since it has also been observed in the
non legumes Cucurbita maxima and Allium cepa (Casero et al., 1996;
Mallory et al., 1970). We observed further cortical cell divisions of
the second innermost cortical cell layer in subsequent stages of
LRP formation in M. truncatula and these always occurred uniquely
at the periphery of the developing LRP and not in the surround-
ing cells of the primary root cortex. From stage IV onwards we
observed the separation of surrounding undivided cortical cells
culminating in large intercellular spaces and loss of cells during
LR emergence. There is also separation of cortical cells during LR
emergence in Arabidopsis, and this is controlled by expression of
cell wall remodelling enzymes triggered by auxin (Swarup et al.,

2008). The presence of multiple cortical cell layers in the roots of
some plants, like M. truncatula, compared to the single cortical cell
layer in Arabidopsis roots, has led to the hypothesis that divisions
of the cortex during LRF could facilitate LR development and emer-
gence (Op den Camp et al., 2011; Péret et al., 2009). In rice, cortical
cell divisions around LRP are proposed to facilitate LR emergence
(Sreevidyaa et al., 2010). After emergence, M. truncatula and Ara-
bidopsis LRs also differ by having an open or a closed root meristem,
respectively (Hamamoto et al., 2006).

Despite the growing interest to understand the differences and
similarities between LRF and nodule development in legumes,
and the importance of auxin in these phenomena, very few auxin
reporter lines are available in legumes. A DR5:GFP-NLS line has
recently been described for Lotus japonicus (Suzaki et al., 2012), a
DR5:GUS line is available in pea (DeMason and Polowicky, 2009)
and GH3:GUS reporter lines are described for lotus and clover
(Larkin et al., 1996; Pacios-Bras et al., 2003). So far, very little
has been described for M. truncatula, although the DR5:GUS and
revDR5:mRFP expression pattern was partly assessed in nodules
and roots (Guan et al,, 2013; Huo et al., 2006; Couzigou et al.,
2013). We have generated stable DR5:GUS and DR5:VENUS-N7
reporter lines of M. truncatula that showed good auxin sensitivity
and expected DR5 activity in the root apical meristem, root vas-
culature and at different stages of LRF. These reporter lines should
be useful to the scientific community for both developmental and
plant-microbe interaction studies.

As in Arabidopsis, we observed early DR5:GUS expression
associated with pericycle cell divisions in M. truncatula. Unlike Ara-
bidopsis, however, DR5 activity also extended to the endodermis
and the cortex, and this pattern accompanied endodermal and cor-
tical cell divisions. From this, we can say that endodermal and
cortical cell divisions in LRP formation in M. truncatula might be
due to increased auxin levels, although we cannot exclude that
the division of these cell layers is due, at least partly, to differen-
tial auxin sensitivity. The observation that DR5:GUS activity can

E:;)éfglnce frequencies of lateral roots in M. truncatula DR5:VENUS-N7 plants.
Time interval 0-13 DAG 0-7 DAG 7-13 DAG
Type of LR LRP ELR LRP ELR LRP ELR
Mean number per plant (+95% confidence interval) 14.09 + 1.73 5.19 + 0.58 16.69 + 1.65 2.59 + 048 14.09 + 1.73 2.60 + 0.37

Mean numbers of emerged lateral roots (ELR) or lateral root primordia (LRP) per plant formed in the time intervals of 0-13 DAG, 0-7 DAG or 7-13 DAG were assessed on
68 plants from 2 independent experiments. The 95% confidence interval is shown. DAG: days after germination. Chi-squared test for independence showed no significant

difference in the LRP and ELR populations at 0-7 DAG and 7-13 DAG.
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Fig. 5. Medicago truncatula roots often show two LRs at the same location. (A) Brightfield observation of two LRs emerged at the same place along the main root. (B)
DR5:VENUS-N7 expression of the same root as in (A), but 3 days before, showing two adjacent fluorescent spots indicating two LRP developing close together (arrowheads).
(C)Transverse thin section (8-10 um) of a DR5:GUS root showing the concomitant formation of two LRP (dashed lines indicate pericycle divisions), in front of two neighbouring
protoxylem poles. Counter staining is ruthenium red and GUS activity is shown in blue. (D) DR5:VENUS-N7 expression in a M. truncatula root, showing a fluorescence spot
(arrowhead) near an already emerged root, indicating the presence of an adjacent LRP. Bars =500 wm in A, B, D and 50 wm in C. p: pericycle; e: endodermis; ic: inner cortex.

be observed in M. truncatula cortical cells in association with early
stages of LRF, as well as in later stages preceding LR emergence,
is reminiscent of observations made with another auxin sensitive
reporter, GH3:GUS, in white clover and rice (Larkin et al., 1996;
Mathesius et al., 1998; Sreevidyaa et al., 2010). Indeed, in these
two plant species where no cortical contribution to LRP forma-
tion was observed (but where cortical “disruption” is needed for
LR emergence), enhanced GUS expression indicating local auxin
accumulation was also seen in cortical cell layers surrounding LRP.
In Arabidopsis, auxin induces the expression of the LAX3 auxin
transporter, necessary for LR emergence, in the root cortex and
epidermis (Swarup et al., 2008). It is difficult to assess in vivo the
exact auxin content of those cells, however, a transient expression
of DR5:VENUS-N7 in Arabidopsis endodermal cells seems to be

associated with the induction of the PIN3 auxin transporter,
responsible for a feedback loop necessary for auxin canalization
and founder cell specification (Marhavy et al., 2013). To bet-
ter understand auxin dynamics during LRF in M. truncatula, it
would be interesting to assess the expression of auxin trans-
porters in different cell layers at different steps of LRF. Taken
together, auxin accumulation in M. truncatula seems to determine
the site of LRI and could be a key player in LR formation and
emergence.

Using our DR5:VENUS-N7 line, we gained insights into LR pat-
terning in M. truncatula. We have thus described a zone for LRI in
the differentiation zone of the main root, at an average distance
of 4.45 mm from the root tip, as shown for A. thaliana (Dubrovsky
etal.,2011). Also, LRI can occur at neighbouring protoxylem poles,
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Fig. 6. Schematic representation of the early developmental stages of lateral root formation in Medicago truncatula. Scheme of longitudinal sections in the main root of M.
truncatula during LRF, showing the main type of cell divisions but not the precise number of dividing cells. (A) Stage Ia. Anticlinal divisions in the pericycle. (B) Stage Ib.
Anticlinal divisions in the endodermis and the pericycle. (C) Stage II. Periclinal divisions in the pericycle and anticlinal divisions in the endodermis and the pericycle. (D)
Stage III. Periclinal divisions in the endodermis (2 cell layers) and the pericycle (4 cell layers), and anticlinal divisions in the inner cortex. p: pericycle; e: endodermis; ic:

inner cortex, ep: epidermis.

suggesting that there is no lateral inhibition of neighbouring
founder cells specification in that case. This could be explained
by a difference in auxin sensitivity between M. truncatula and A.
thaliana. Indeed, legumes could have different hormonal sensitiv-
ities that could predispose them to nodulate. For example, both
nodulating and non-nodulating legume plants show increased LRF
in response to low concentrations of abscissic acid (ABA), whereas
non legumes decrease LRF in response to ABA (Liang and Harris,
2005). The auxin/cytokinin balance in the pericycle or the cortex
could also control LR versus nodule development programmes in
legumes (Desbrosses and Stougaard, 2011; Mathesius, 2008). Un-
emerged, potentially “quiescent” LRP seem quite frequent in M.
truncatula since only 15.6% of the LRP formed at 7 DAG had emerged
at 13 DAG. Whole root observations of the DR5:VENUS-N7 fluores-
cence profile were not sufficient to provide a precise determination
of the stage(s) at which LRP could be blocked. The analysis at mul-
tiple time points of thin sections along the main root would be
needed for this. The description of blocked LRP is quite common
in different plant species, including legumes, maize and Arabidop-
sis (Dubrovsky et al., 2006; MacLeod and Thompson, 1979). Lucas
et al. have modelled alternating patterns of ELR/LRP and suggested
that emergence could depend on competition for an auxin pool
between neighbouring LRP (Lucas et al., 2008). This could also
explain why we frequently observed 2 LRP formed very close to
each other but one emerging faster than the other. The fact that
we observed a longer emergence time for LRP present in the older
part of the primary root is consistent with a “developmental win-
dow” for LRF already reported in Arabidopsis and correlated with
a threshold in auxin concentration (Dubrovsky et al., 2006; Lucas
et al., 2008). Quiescent LRP are probably an additional source of
developmental plasticity in plants, since their emergence can be
triggered rapidly by environmental factors. For example, an HD-
ZIP gene that controls LR emergence in response to salt-stress and
abscisic acid was identified recently in M. truncatula (Ariel et al.,
2010).

We are now interested in testing whether symbiotic factors such
as NFs and Myc-LCOs can stimulate the initiation, growth and/or
emergence of LRP, and if there is a zone of the main root that is more
responsive to LCO action. This would lead to a better understanding
of the intersections between developmental processes of LRF and
symbioses.
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Lateral root formation and patterning in Medicago truncatula - Supporting Informations

Figure S1. DR5:GUS response to a range of NAA concentrations.

Plants were in grown in M medium containing NAA (Naphtalene Acetic Acid) at 0, 0.01, 0.1 or
1 uM for 48h. Control plants were treated with the amount of solvent corresponding to 1 uM
of NAA. These treatments were performed on about 40 plants, a representative picture of the
typical response obtained is shown for each concentration.



Lateral root formation and patterning in Medicago truncatula - Supporting Informations

Supporting Information Methods

Confocal microscopy images of DR5:VENUS-N7 plants

Roots were fixed in 4% paraformaldehyde in 1 M phosphate buffer (pH 7) for 1 h, embedded
in 4 % agarose and 100 pm sections were performed using a LEICA VT 1000S Vibratome.
Images were acquired using a Leica TCS SP2 AOBS confocal microscope with laser
excitation at 514 nm for YFP/VENUS (emission window between 520 and 600 nm) and the
pinhole set at 1 AU. Bright field images were acquired simultaneously, using the transmission
detector of the microscope.
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Figure 3.5 « Développement macroscopique de la racine latérale chez M. truncatula

(A) Mode de culture des plantules de M. truncatula (lignée 2HA) en boite de Petri. Les plantules
présentent des RL jeunes et courtes dans des zones vieilles de la racine principale (fleches).

(B) Les LRP sont mis en évidence a I’aide des spots de fluorescence DR5:VENUS-N7 sont
numérotées de haut en bas (position relative des LRP).

(C) Pour chaque position relative de LRP (de 1 a 12), la répartition du jour d’apparition est indiquée
au cours d’une période de 7 jours (LRP apparus de 0 a 3 jours, ou a 4, 5, 6 ou 7 jours apres
germination). Les résultats présentés sont issus de deux expériences indépendantes, sur 50 plantes
chacune (lignée 2HA DR5:VENUS-N7 H3, génération T2).
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3. Organisation spatio-temporelle des RL sur la racine primaire
(complément a I'article)

Le marqueur DR5:VENUS-N7 nous a permis de recueillir de nombreuses observations sur
I’organisation spatio-temporelle des RL le long de la racine primaire, que nous n’avons pas tous utilisés
dans le manuscrit, en partie parce qu’il s’agit de travaux préliminaires. Cette partie a pour objectif de
compléter les résultats d’organisation spatio-temporelle (patterning) présentés dans le manuscrit « Lateral
Root Formation and Patterning in Medicago truncatula ».

Nous y avons démontré qu’il existait une zone préférentielle de formation des RL chez M.
truncatula. En effet, un spot de fluorescence VENUS aboutissant a la formation d’un primordium de RL
(LRP) est visible avec le marqueur DR5:VENUS-N7 en moyenne a 4,45 mm au dessus de I’apex de
la racine principale (Herrbach et al., 2014). Nous avons formulé I’hypothése que cette zone correspond
a la zone préférentielle des premiéres divisions de la formation d’une RL (cf. Introduction, partie A),
telle que décrite chez A. thaliana par (Dubrovsky et al., 2006).

Lorsque des plantules de M. truncatula sont placées sur un milieu M pendant quelques jours, on peut
observer I’émergence de RL dans des zones vieilles de la racine principale, en amont de RL déja formées
et émergées (Figure 3.5 A, fléche). Ceci suggére la formation de nouveaux primordia dans d’autres zones
que celle que nous avons décrite, ou la présence de primordia dormants.

A I’aide du marqueur DR5:VENUS-N7, j’ai suivi au cours du temps I’apparition des LRP le long de
la racine principale, de 3 & 7 jours. Pour pouvoir me référer a une localisation relative des LRP, je les ai
numérotés de haut en bas de la racine primaire (Figure 3.5 B). Ce numéro n’indique pas 1’ordre
d’apparition des LRP, mais leur position I’un par rapport a I’autre a la fin de la cinétique (7 jours).

La figure 3.5 C présente, pour chaque position de LRP, la répartition de son jour d’apparition au
cours des 7 jours. On peut y observer que les LRP apparus t6t (0-3 jours) sont globalement situés dans la
partie haute (donc plus ancienne) de la racine principale, ce qui parait tout-a-fait logique. En revanche, on
peut voir que les LRP apparus tardivement (5-7 jours) sont certes situés dans la partie basse (donc jeune),
mais sont aussi présents dans la partie la plus ancienne (figure 3.5 C). Cela suggére que des LRP sont
apparus dans des zones vieilles, en amont de LRP déja formés. Le profil d’apparition des LRP le long de
la racine chez M. truncatula différe en cela de celui d’A. thaliana, ou les LRP apparaissent de fagon
ordonnée et prédictible (Dubrovsky et al., 2006).

Ce résultat peut étre interprété de deux facons : soit ces RL sont néoformées dans les parties vieilles,
et dans ce cas, d’autres zones de la racines peuvent étre le lieu de I’initiation des RL, soit ces LRP se sont
développés a des stades trop précoces pour étre visibles avec le marqueur DR5:VENUS-N7, et ils sont
restés dormants jusqu’a ce qu’une stimulation, pour le moment inexpliquée, leur permette de poursuivre

leur croissance. Il est toutefois possible que cette observation découle en partie d’un artefact de culture in
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vitro ; d’autres expériences menées dans des conditions de culture différentes permettront de confirmer ou
non ce résultat.

Afin de déterminer s’il s’agit de primordia néoformés ou de primordia bloqués, des expériences
complémentaires seront nécessaires. En particulier, des coupes devront étre realisées dans les zones
vieilles de la racine primaire pour comprendre & quel stade de développement sont les primordia qui s’y

trouvent.

4. Conclusions

A I’aide des marqueurs DR5:GUS, DR5:VENUS-N7, pSCR1:GUS et pSCR2:GUS, nous avons
apporté de nouvelles connaissances sur la formation et le développement de la RL chez M. truncatula.
Gréce a des outils cellulaires, nous avons décrit précisément six stades de développement du primordium
de RL. Celui-ci met en jeu trois tissus internes : le pericycle, I’endoderme et le cortex interne, et se forme
en face d’un podle de protoxyléme. Nous avons mis en évidence la présence d’une zone préferentielle
d’initiation des RL a 4.45 mm de I’apex, qui est cohérente avec la zone décrite chez A. thaliana. Nous
avons également constaté que malgré la présence de cette zone, des RL semblent pouvoir également se
former dans des zones plus anciennes de la racine principale. Nous avons enfin observé que deux racines
peuvent étre initiées au niveau de deux pdles de protoxyléme voisins.

Globalement, ces résultats montrent que M. truncatula est une plante au systeme racinaire plus
complexe et moins prédictible qu’A. thaliana. Toutefois, nous avons réussi a mettre au point des outils
d’analyse trés utiles, et apportons un cadre scientifique pour I’étude de la RL chez M. truncatula.
L’ensemble de ces outils et connaissances seront utilisés dans I’objectif de comprendre comment agissent

les LCOs sur la formation des RL chez M. truncatula dans les parties suivantes.
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Partie B Effet des lipo-chitooligosaccharides sur la
formation des racines latérales

Les nouvelles connaissances sur le développement de la racine latérale que nous avons apportées
dans la premiére partie de la thése (Résultats, partie A) nous permettent & présent de nous intéresser a la
description des effets que peuvent avoir les lipo-chitooligosaccharides (LCOs) symbiotiques sur le
développement de la RL.

La premiére étape, résumée en point 1 de cette partie, a consisté a optimiser les techniques de
traitement qui permettent de favoriser le développement des RL en réponse aux LCOs. Nous y présentons
également d’autres mises au point utiles a I’étude de I’effet des LCOs.

A I’aide de ces techniques, nous avons procédé a une analyse de la stimulation des RL par les
facteurs Nod (LCOs issus du symbionte rhizobien de M. truncatula), présentée en point 2, avec I’objectif
de situer I’action de ces facteurs de facon spatio-temporelle. Ainsi, nous avons voulu savoir si une zone
précise, ou un tissu donné, de la racine primaire était sensible aux facteurs Nod, et si ces derniers
agissaient au cours d’un stade particulier de développement de la RL, en s’appuyant sur la description

précise des stades successifs que nous avons réalise.

1. Effets des lipo-chitooligosaccharides : mises au point préliminaires

1.1. Miniaturisation des traitements de plantes

En amont de la thése, les études ayant permis de mettre en évidence I’effet positif des LCOs sur la
formation des racines latérales (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005) ont été menées de la fagon
suivante : les LCOs sont incorporés dans un milieu de culture in vitro minimal appelé M, favorisant la
formation de racines latérales (cf. Matériel et Méthodes). Ce milieu a notamment la particularité d’étre
solidifié par du Phytagel peu concentré et non par de I’agar, ce qui permet de réduire les contraintes
mécaniques pour la formation des RL. Des plantules germées de M. truncatula (lignée A17) ont été
disposées sur des boites de Petri contenant ce milieu, et le nombre de RL émergées a été compté
guotidiennement sur 50 plantes, et pendant 5 jours successifs, afin de pouvoir utiliser un modéle
statistique.

Je me suis servi de cette méthode de traitement au cours de la thése étant donnée sa robustesse, afin
de caractériser les effets des LCOs, ou d’autres molécules (hormones, etc.), sur la formation des RL.
Toutefois, cette méthode a I’inconvénient de nécessiter de grandes quantités de molécules : le volume de
milieu nécessaire a une boite de Petri (contenant 6 a 10 plantules) est de 75 ml, et les plantes ne sont en

contact qu’avec la surface du milieu. Par exemple, un traitement & 107 M de LCOs revient a utiliser
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Figure 4.1 « Stimulation de la formation des racines latérales par un traitement court
de LCOs en milieu liquide

Effet des facteurs Nod (Nod) a une concentration de 10 M (rouge), des Myc-LCOs sulfatés a 10”7
M (vert) et des Myc-LCOs non-sulfatés a 10”7 M (violet) sur la formation des RL chez la lignée A17.
Les plantules ont été traitées a 3 jours par un trempage de 4 heures dans des solutions de milieu M
liquide + LCOs, puis suivies durant 5 jours d’affilée apres retransfert sur milieu M solide. Ces
résultats sont issus de 3 expériences indépendantes au moins. Les données répétées ont été compilées
afin d’obtenir le pourcentage de stimulation sur 5 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport
au contrble est indiqué sur les colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées
par GLM (* = p-value<0,05 ; ** = p-value<0,01 ; NS = non significatif).
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Figure 4.2 « Stimulation de la formation des racines latérales par un traitement des
graines aux facteurs Nod

Effet des facteurs Nod a une concentration de 10 M, appliqués sur des graines de M. truncatula
AL17 par imbibition d’une heure dans une solution d’eau + facteurs Nod (A), ou par germination sur
des boites de Petri contenant de la gélose dans laquelle les facteurs Nod ont été incorporés (B).

Ces résultats sont issus d’une expérience pour chaque test. Les RL ont été comptées 5 jours d’affilée.
Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le pourcentage de stimulation sur 5 jours. Le
pourcentage supplémentaire par rapport au contrdle est indiqué sur les colonnes. Les barres
représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (* = p-value<0,05).
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environ 7,5 ng de molécules pour 6 & 10 plantules, sans que I’ensemble soit effectivement percu par la
plante au cours de la cinétique. Ce probleme concernait particulierement les Myc-LCOs qui sont des
molécules de synthése, dont nous ne disposions qu’en quantité limitée.

Il était donc nécessaire de trouver une maniére de miniaturiser le traitement afin de réduire la

quantité de molécule par plante requise pour une bonne stimulation.

1.1.a. Traitements de plantules en milieu liquide

J’ai expérimenté des traitements courts en milieu liquide sur des plantules développées 3-4 jours sur
boite de Petri contenant du milieu M, qui ont été transférées pendant 4 ou 24 heures dans une solution
composée de milieu M liquide contenant des LCOs, puis transférées a nouveau sur milieu M solide pour
suivre la formation des RL. Cette méthode ne nécessite que 15 ml de milieu liquide pour 25 plantes soit
environ 1,5 ng de LCOs (pour un traitement & 107 M). J’ai testé cette méthode au cours de 8 expériences,
avec a chaque fois 50 plantes par traitement.

Les résultats que j’ai obtenus ont montré que les facteurs Nod & 10® M et les Myc-LCOs sulfatés &
une concentration de 10”7 M étaient capables de stimuler la formation des RL aprés un traitement en
milieu liquide de 4h, mais pas les Myc-LCOs non-sulfatés & 107 M (Figure 4.1). Toutefois, sur
I’ensemble des expériences, I’effet stimulateur des LCOs sur la formation des RL n'était pas toujours
clairement visible, et difficilement répétable. De plus, les données se sont averées beaucoup plus variables
que pour un traitement en milieu solide. En outre, le transfert des plantes des boites de Petri & la solution
liquide, puis leur transfert dans de nouvelles boites de Pétri, a tendance a perturber le développement des
plantes et & générer des problémes de contamination des milieux. Les traitement liquides longs (24h)
n’ont pas donné de meilleurs résultats, et ont encore augmenté la variabilité (pas montré).

Ces traitements en milieu liquide ont montré que les LCOs peuvent agir sur la formation des RL a la
suite d’un contact court (4h), conclusion limitée toutefois a I’assurance que les molécules n’étaient plus
présentes aprés le traitement (les plantules n’ont pas été rincées). En revanche, ils manquaient de
robustesse et introduisaient trop de variabilité, je ne m’en suis donc pas servi dans le cadre de mon projet.
Il a toutefois été utilisé par d’autres personnes dans I’équipe, sans transférer les plantes a nouveau sur un

milieu M, afin d’obtenir du matériel pour des analyses transcriptomiques.

1.1.b. Traitements de graines en milieu liquide

Par la suite, afin de voir si les LCOs pouvaient aussi agir au stade graine, j’ai testé trois méthodes de
traitement de graines, la premiere en imbibant les graines dans une solution de LCOs, la seconde en
ajoutant les LCOs dans le milieu de germination, et la troisieme en baignant des graines germées dans de
I’eau contenant des LCOs. Ces méthodes permettent également de réduire les volumes de milieu de
traitement dans notre objectif de miniaturisation.

J’ai pu observer une stimulation de la formation des RL sur les plantes aprés imbibition des graines

1h dans une solution de facteurs Nod & 10°® M, et en faisant germer les graines sur de la gélose contenant
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Figure 4.3 « Efficacité d’une application locale de facteurs Nod sur la stimulation de la
formation des racines latérales

(A) Afin de tester I’efficacité d’une application locale de facteurs Nod, des cubes d’agarose 2%
contenant des facteurs Nod a 107 M ont été déposés sur la zone de réponse aux facteurs Nod (3-5
mm de I’apex) sur des plantules de 3 jours de M. truncatula 2HA ou Al7.

(B) Aprés 3 jours de traitement, le nombre de RL émergées sur I’ensemble de la racine (comptage
global) a été déterminé. Le cube de facteurs Nod a induit une forte stimulation du nombre de RL.
(une expérience, 20 plantes). Les barres d’erreur représentent le SEM. Les données ont été analysées
par des ANOVA (** = p-value<0,01).

(C) La méme expérience a été réalisée sur des plantes exprimant le marqueur de réponse aux facteurs
Nod ENOD11:GUS (A17). Les plantes ont été prélevées aprés 2 jours et I’activité GUS a été révelée
(en bleu). Au niveau de la zone ou le cube de facteurs Nod, le gene ENOD11 s’exprime de fagon
localisée (une expérience, 20 plantes). Le point central de la position du cube est indiqué par une
trace de charbon, le cube mesurant 2 mm de large. Barre d’échelle : 1 mm.
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des facteurs Nod & 10® M (Figure 4.2). Un traitement court et précoce de LCOs est donc suffisant pour
stimuler la formation des RL, conclusion limitée toutefois & I’assurance que les molécules n’étaient plus
présentes apres le traitement (les graines n’ont pas été rincées). Cependant, cette stimulation restait plus
faible qu’avec un traitement classique (GLM, 40%, p-value<0.05 comparé a 70%, p-value<0.001 avec le
traitement classique, cf figure 1.26A), or nous souhaitions obtenir un effet fort des LCOs afin de percevoir
des variations fines et surtout d’étre capable de voir I’effet des Myc-LCOs qui est 10 fois moins fort que
celui des facteurs Nod (Maillet et al., 2011). Ces expériences ont été répétées deux fois, sans améliorer la

variabilité. Par conséquent, je n’ai pas utilisé le traitement de graines par la suite.

1.1.c. Application locale de LCOs

Le fait de mettre en contact I’ensemble de la racine principale avec des LCOs permet de quantifier et
de comparer I’effet de ces molécules sur le développement racinaire. En revanche, cela ne permet pas de
savoir si les LCOs sont actifs sur une zone préférentielle de la racine primaire, et si oui quelle est cette
zone, a moins d’effectuer une analyse globale (milieu solide) a I’aide du marqueur DR5:VENUS-N7. Par
ailleurs, I’ensemble des racines latérales en formation, quel que soit leur stade de développement, sera en
contact avec les molécules. Dans un objectif de synchronisation locale du traitement LCO, et afin
d’obtenir une meilleure précision qu’avec I’analyse globale (milieu solide), nous avons tenté de
développer une méthode d’application locale de LCOs, telle que celle utilisée par Mathesius et coll.
(Mathesius et al., 1998).

Les traitements locaux de LCOs ont été réalisés en appliquant sur la racine primaire un petit cube
d’agarose contenant des facteurs Nod concentrés. Le cube est disposé au niveau de la zone de
développement et croissance des poils racinaires, a environ 3-5 mm de 1’apex (Figure 4.3 A). Nous avons
ciblé cette zone trés jeune de la racine primaire car Bhuvaneswari et coll. la décrivent chez Medicago
sativa comme étant la zone de réponse a son symbionte rhizobien (Bhuvaneswari et al., 1981). De plus,
cette zone est la plus sensible pour la réponse de déformation des poils racinaires, pour I’activité du
marqueur symbiotique ENOD11, et pour les oscillations calciques en réponse aux facteurs Nod (Gough
and Cullimore, 2011). Enfin, comme nous I’avons montré dans le manuscrit (Résultats, partie A, point 2),
il existe une zone préférentielle d’initiation des primordia de RL autour de 4,45 mm au dessus de I’apex ;
cette zone parait donc particuliérement intéressante.

Dans un premier temps, afin de valider I’efficacité de I’application locale dans cette zone, j’ai placé
des cubes de facteurs Nod sur des plantules de M. truncatula A17 germées depuis 3 jours, et j’ai comparé
leur ramification racinaire a des plantules traitées avec un cube d’agarose contenant le solvant des
facteurs Nod. Par cette méthode, les racines latérales émergées étaient plus nombreuses aprés 3 jours de
traitement avec un cube de facteur Nod (Figure 4.3 B). Par ailleurs, le marqueur de réponse aux facteurs
Nod pMtENOD11:GUS s’exprime localement 1a ou le cube de facteurs Nod était posé (la coloration GUS
a été effectuée 48h apres le dépot du cube) (Figure 4.3 C).
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Figure 4.4 « Cinétique d’apparition des racines latérales chez les génotypes A17 et 2HA
de M. truncatula en réponse aux facteurs Nod

Des plantules des génotypes Al7 (A) et 2HA (B) ont été mises en culture dans les conditions
classiques sur milieu M, contenant ou non des facteurs Nod (F. Nod) concentrés a 108 M. Le
nombre de RL émergées a été suivi au cours d’une cinétique de 7 ou 8 jours afin de déterminer le
profil de ramification de ces deux lignées dans nos conditions. A17 présente un profil Iégérement
plus précoce de formation des RL.

Les résultats sont un exemple représentatif de 5 expériences indépendantes au moins, réalisées sur
environ 50 plantes chacune. Les barres d’erreur représentent le SEM. Les fléches présentent les
fenétres d’analyse statistique choisies pour les deux lignées : 4 a 8 jours pour A17 (A) et 6 a 10 jours
pour 2HA (B).
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Les applications locales ont été utilisées pour étudier les événements précoces de la formation de la
RL, en placant les cubes d’agarose sur des plantules plus jeunes (1 jour), tandis que les traitements

classiques (en milieu solide) ont été conservés pour les autres expériences.

1.2. Sensibilité des lignées A17 et 2HA de M. truncatula aux LCOs

Les lignées DR5:VENUS-N7 et DR5:GUS ont été obtenues dans le fond génétique 2HA de M.
truncatula (Rose et al., 1999). Celle-ci est dérivée de la lignée Jemalong A17, un génotype généralement
utilisé par la communauté scientifique, mais elle a été rendue plus sensible aux hormones par plusieurs
cycles de régénération, afin de faciliter I’obtention de plantes entieres a partir de cals. Par conséquent,
avant de me servir des lignées transformées pour étudier I’effet des LCOs sur les RL, j’ai d’abord vérifié
que la lignée 2HA de M. truncatula répondait de la méme maniere aux LCOs que la lignée A17.

Lorsque I’on fait pousser des plantules de chacune des deux lignées sur un milieu M solide,
contenant ou non des facteurs Nod & une concentration de 10® M, on peut constater que le profil
d’apparition des RL au cours du temps differe entre les deux lignées: la lignée ALl7 présente une
stimulation plus rapide du nombre de RL que 2HA en réponse aux facteurs Nod (Figure 4.4). De plus, en
condition controle, A17 a globalement plus de RL émergées & 4 ou 5 jours. Toutefois, a la fin de la
cinétique (10-12 jours), les deux lignées ont le méme nombre de RL émergées (environ 4 RL). Il parait
donc y avoir un décalage temporel de formation des RL entre les 2 lignées, la lignée 2HA présentant un
retard par rapport a A17.

Par conséquent, j’ai adapté la fenétre d’observation des RL utilisée pour calculer I’induction des RL,
en décalant celle de 2HA a la fenétre 6-10 jours, comparé a 4-8 jours pour A17 (Figure 4.4). De cette
facon, en ajoutant les facteurs Nod au milieu M et en calculant I’induction des RL chez A17 et 2HA grace

a ces fenétres, j’ai pu obtenir des résultats similaires de stimulation des RL pour les deux lignées.

1.3. Réponse de la racine primaire aux LCOs

Pour évaluer la ramification racinaire, nous nous sommes placés dans le cadre des travaux déja
réalisés sur M. truncatula (Maillet et al., 2011; Olah et al., 2005), et qui ne tiennent compte que du
nombre de racines latérales, et non de I’ensemble de I’architecture racinaire. Afin de normaliser nos
mesures par rapport a I’architecture globale de la racine, nous avons étudié I’action des LCOs sur la
longueur de la racine primaire de jeunes plantules, dans les différentes conditions utilisées.

En mesurant la racine primaire de plantules traitées avec des facteurs Nod ou des Myc-LCOs a I’aide
d’un traitement classique (molécules incorporées dans le milieu), méme a forte concentration (107 M), je
n’ai pas mis en évidence de différence significative de longueur (pas montré). Dans nos conditions, les

LCOs n’ont donc pas d’effet sur la croissance de la racine primaire.
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Figure 4.5 « Cinétique d’apparition des primordia de RL (LRP) et des RL émergées

Des plantes DR5:VENUS-N7 ont été disposées sur milieu M dans les conditions classiques, avec ou
sans facteurs Nod a une concentration de 10€ M. Le nombre de LRP a été déterminée grace aux
spots DR5:VENUS N7, et les RL émergées ont été comptées visuellement au long d’une cinétique
précoce de 24 a 120 heures.

Ces résultats représentent une expérience sur 50 plantes. Les barres d’erreur représentent le SEM.
Les données ont été analysées par des ANOVA (** = p-value<0,01 ; *** = p-value<0,001).
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2. Les facteurs Nod agissent sur les étapes précoces de la formation des RL

Au début du projet de these, notre objectif était de caractériser les effets des deux principaux types
de LCOs impliqués dans les interactions symbiotiques avec Medicago truncatula, a savoir les facteurs
Nod produits par son rhizobium symbionte Sinorhizobium meliloti, et les Myc-LCOs produits par le
champignon mycorhizien Rhizophagus irregularis. Toutefois, des complications au cours des mises au
point, ainsi que la faible disponibilité des Myc-LCOs, ces derniers étant des molécules de synthéses
produites par un autre laboratoire, ont occasionné des retards dans I’analyse des effets des Myc-LCOs.
Par ailleurs, les facteurs Nod présentent la particularité d’avoir un autre role développemental démontré
sur la formation du nodule racinaire. Pour ces raisons, je me suis particuliérement focalisé sur les facteurs

Nod de Sinorhizobium meliloti lors de ma thése.

2.1. Effet des facteurs Nod sur I'apparition et I'émergence des primordia de RL

Les travaux ayant permis de mettre en évidence la stimulation de la formation des RL par les LCOs
ont été réalisés en observant le nombre de RL émergées. Par conséquent, cette stimulation peut avoir
différentes origines: par une action précoce, les facteurs symbiotiques pourraient induire I’initiation de
nouveaux primordia de RL ; ou par une action plus tardive, ils pourraient stimuler le développement et/ou

I'émergence de primordia déja existants.

2.1.a. Cinétique de formation des RL

La formation des primordia de RL en réponse aux facteurs Nod a été suivie précisément (toutes les
12h) sur des plantules DR5:VENUS-N7 en incorporant des facteurs Nod a 10° M dans le milieu de
culture. L’apparition des primordia de RL (LRP) a été mise en évidence par I’apparition des spots de
fluorescence VENUS, tandis que les racines émergées ont ¢té comptées sur les mémes plantes tout au
long de la cinétique.

Sur la figure 4.5, on peut constater que les premiers effets des facteurs Nod sont visibles dés 45h
avec une augmentation significative du nombre de LRP présents, en se référant au nombre de spot
VENUS. Les premicres émergences de racines latérales ont lieu au bout de 80h, et I’augmentation du
nombre de RL émergées en réponse aux facteurs Nod est visible aprés environ 120h. Par conséquent, la
stimulation est visible sur le nombre de LRP avant que I’émergence n’ait lieu, et méme bien avant, étant
donné que le nombre de LRP est plus important en présence de facteurs Nod 15h avant toute émergence
de RL.

Cela soutient donc I’hypothése selon laquelle les facteurs Nod agissent de fagcon précoce sur le
nombre de primordia de RL. Toutefois, cela n’empéche pas que les facteurs Nod puissent également agir

sur I’émergence.
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Figure 4.6 « Apparition et émergence des LRP en réponse aux facteurs Nod

Des plantes DR5:VENUS-N7 ont été disposées sur milieu M avec ou sans facteurs Nod a une
concentration de 108 M. L’apparition des LRP a été déterminée grace aux spots DR5:VENUS N7, et
I’émergence de ces LRP a été suivie visuellement.

(A) Date moyenne d’apparition des LRP sur une période de 7 jours apres germination, en fonction de
la position relative des LRP le long de la racine principale (cf. Figure 3.5 B), et du traitement. Les
barres présentent le SEM.

(B) Taux d’émergence des LRP présents & 7 jours, sur une période de 13 jours aprés germination, en
fonction du traitement. Le nombre total de LRP est compté & 7 jours sur 50 plantes par traitement. A
13 jours le nombre de LRP ayant émergé sur le pool présent a 7 jours est compté, afin de déterminer
ce pourcentage. L’absence de différence entre les deux proportions a été vérifiée par un test de khiz.
(C) Temps moyen entre date d’apparition et date d’émergence, en fonction du traitement. Le
pourcentage de réduction par rapport au controle est indiqué sur la colonne. Les barres présentent le
SEM, le test statistique est une ANOVA (**= p-value<0,01).

147



Résultats

2.1.b. Apparition et émergence des primordia de RL

Pour préciser I’effet des facteurs Nod sur I’appartition des LRP et leur émergence, je me suis servi de
plantes DR5:VENUS-N7 cultivées sur un milieu contenant des facteurs Nod & 10® M. En me basant sur
I’apparition et le suivi des spots de fluorescence VENUS, j’ai évalué le moment d’apparition, et le
nombre de jours nécessaires a I’émergence des LRP. L’expérience a été réalisée au cours d’une cinétique
de 13 jours. L apparition des LRP a été évaluée de 0 a 7 jours, puis ces LRP ont été annotés en fonction
de leur position relative le long de la racine primaire a 7 jours. L’émergence des LRP a été évaluée de 0 a
13 jours, suivant ces mémes positions. La figure 4.6 décrit les résultats obtenus.

En comparant des plantes en contact avec les facteurs Nod a des plantes non traitées, j’ai constaté
que dans I’ensemble, les facteurs Nod permettaient une apparition plus précoce des LRP (Figure 4.6 A),
avec des dates d’apparition globalement plus tardives chez les plantes en condition contrble (barres
bleues) comparé aux plantes en présence de facteurs Nod (barres rouges). Ceci est cohérent avec les
résultats précédents suggérant que I’action des facteurs Nod se déroule dans les 45h heures aprés dép6t de
la plante sur milieu additionné de facteurs Nod.

Le taux d’émergence aprés 13 jours était de 18% en réponse aux facteurs Nod et de 16% chez les
plantes non traitées (Figure 4.6 B). Cette différence n’est pas significative selon le test de Khi® (p-value =
0.186), il ne semble donc pas y avoir de différence de taux d’émergence en réponse aux facteurs Nod. Par
contre, j’ai observé que le temps entre apparition et émergence (temps d’émergence) était réduit de 29 %
en réponse aux facteurs Nod (Figure 4.6 C). Au vu de ce résultat, on peut proposer que les facteurs Nod
accélérent les étapes antérieures a I’émergence des LRP.

Par la suite, nous allons donc nous focaliser sur les étapes précoces de formation des RL, & I’aide du
marqueur DR5:GUS.

2.2. Etude des stades pré-émergents en réponse aux facteurs Nod

Etant donné que nous souhaitons nous focaliser sur les stades précoces de formation des RL, nous
avons choisi d’utiliser les applications locales de LCOs pour la suite des expériences. Des cubes
contenant des facteurs Nod ont été appliqués sur des plantules DR5:GUS agées d’un jour, comparées a
des plantules sur lesquelles a été appliqué un cube contrdle contenant le solvant des facteurs Nod (Figure
4.7 A). Les LRP ont été dénombrés sur I’ensemble de la racine, grace a I’observation des spots de
coloration GUS, 1 a 4 jours apres dépot du cube. Comme 1’indique la figure 4.7 B, les cubes de facteurs
Nod sont actifs sur la formation des LRP sur I’ensemble de la racine principale, a 1 et 2 jours aprés
contact avec le cube.

En fonction du profil et de I’intensité d’expression du marqueur DR5:GUS, j’ai pu décomposer la

formation des RL en 3 stades distincts, appelés « précoce » ou stade 1, « intermédiaire » ou stade 2, et
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Figure 4.7 « Effet d’une application locale précoce de facteurs Nod sur la répartition
des stades de développement de la RL chez des plantes DR5:GUS

(A) Application locale d’un cube d’agarose 2% sur la zone de sensibilité aux facteurs Nod (3-5 mm
de I’apex) de plantules d’un jour aprés germination. L expérience a été réalisée sur des plantes 2HA
DR5:GUS (lignée H20). (B) Les racines de ces plantules (40 par traitement et par jour) ont été
prélevées, colorées pour I’activité GUS et observées au microscope. Pour chaque jour, le nombre de
LRP a été compté. Apres 1 et 2 jours de traitement, les facteurs Nod induisent un enrichissement
global. (C) En détaillant les stades de formation des LRP présents a 1 et 2 jours sur la méme
expérience, a I’aide du profil DR5:GUS, on constate que les LRP sont majoritairement au stade 1.
Ces résultats représentent une expérience sur 40 plantes. Les barres d’erreur représentent le SEM.
Les données ont été analysées par des ANOVA (NS = non-significatif ; * = p-value<0,05 ; ** = p-
value<0,01 ; *** = p-value<0,001).
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« pré-émergent » ou stade 3 (cf. Figure 3.2, partie A), ce qui m’a permis de détailler I’état
développemental des LRP présents en réponse au facteurs Nod.

J’ai ainsi constaté que les LRP présents a 1 ou 2 jours aprés dép6t des cubes étaient majoritairement
des stades 1 (figure 4.7 C), et donc que les facteurs Nod stimulent I’apparition de ce stade, donc agissent
de fagon précoce. On peut formuler I’hypothése que les facteurs Nod permettent la formation d’un
nombre supplémentaire de LRP précoces. Toutefois, il est possible également que les facteurs Nod se
comportent comme un accélérateur de formation de LRP précoces, en agissant sur les étapes antérieures
aux premiéres divisions. Dans ce cas, les facteurs Nod raccourciraient le temps entre la spécification des
cellules fondatrices de la RL et I’apparition des premiéres divisions et agiraient sur une fenétre temporelle
antérieure aux premieres divisions.

Afin d’aborder cette question, il faudrait avoir une meilleure précision d’observation de nos
marqueurs, pour mettre en évidence I’étape de spécification des cellules fondatrices. Ceci pourrait étre
fait, par analogie avec A. thaliana, en localisant les impulsions d’auxine grace a I’activité cyclique de
DR5:GUS au niveau du xyleme ou du péricycle, et en comparant cette étape avec ou sans facteurs Nod.
Avec cette méthode d’observation des étapes précoces, il serait intéressant de tester I’effet d’une
application locale de facteurs Nod sur une zone plus proche de I’apex, afin de déterminer si la zone de

spécification des cellules fondatrices est modifiée (plus précoce) en réponse aux facteurs Nod.

2.3. Effet de I'application locale de facteur Nod sur la zone néoformée de la racine

Comme I’application locale de facteurs Nod permet de situer exactement ou ont été déposés les
facteurs Nod, nous avons dénombré les LRP aprés 48h de traitement grace aux spots DR5:GUS, en
séparant ceux apparus au niveau du cube (zone ¢, cube £ 2 mm), en amont du cube (zone a, partie vieille)
et en aval du cube (zone b) (Figure 4.8 A). Apres 48h de traitement, nous avons constaté que les facteurs
Nod étaient actifs sur la zone en aval du traitement (Figure 4.8 B).

Cela nous renseigne sur le fait que les facteurs Nod agissent bien sur une zone préférentielle dans la
partie jeune de la racine principale, et que cette zone se décalant au fur et & mesure de la croissance de la
plantule, a continué a étre stimulée. 1l y a pour cela plusieurs explications : soit les facteurs Nod ont
diffusé dans le milieu au cours de I’expérience, et étaient toujours disponibles dans la zone jeune, soit les
facteurs Nod ont induit une modification globale de la capacité & former des RL. Par ailleurs, il est
possible aussi que les facteurs Nod puissent avoir diffusé par les poils racinaires (par exemple par les
gouttelettes d’eau formées sur les poils), méme si I’application locale de facteurs Nod induit I’activation
locale du promoteur pENOD11 (cf. Figure 4.3 C).

Nous avons vérifié la diffusion des facteurs Nod par le milieu, en appliquant des fines couches de
parafilm entre le milieu de culture et le cube d’agarose, tout en maintenant le contact entre le cube et la
racine. Nous avons obtenu le méme type de résultat que sans parafilm, avec une stimulation de I’initiation

des RL dans la zone jeune (zone b) apreés traitement (Figure 4.8 C).

150



A B 25 C 25

Cube sans parafilm Cube avec parafim
2 . mControle 2 | m Controle
H Cube F. Nod mCubeF. Nod

1,5 -
Zonea

CubeP>  70nec

RL/ plante
RL/ plante

Zone b

Zone a Zone c Zoneb Zone a Zone c Zone b

Figure 4.8 « Test de I’étanchéité d’une application locale précoce de facteurs Nod sur la
position des LRP au long de la racine primaire

Application locale d’un cube d’agarose 2% sur la zone de sensibilité aux facteurs Nod (3-5 mm de
I’apex) de plantules d’un jour aprés germination, puis prélevées a 48 h (10 plantules par traitement),
colorées pour I’activité GUS et observées au microscope. L’expérience a été réalisée sur des plantes
2HA DR5:GUS (lignée H20).

(B) Sur ces racines, le nombre de LRP a été compté, en tenant compte de la position des LRP : en
amont du cube (zone a), au niveau du cube, & £ 2mm (zone c¢) ou en aval du cube (zone b) (cf .
schéma A)

(C) La méme expérience a été réalisée en introduisant un feuillet de parafilm entre le cube et la
surface du milieu M. Les données n’étaient pas suffisantes pour faires des statistiques, mais la
tendance montre que les facteurs Nod sont également actifs sur la zone b (en aval du cube), c’est-a-
dire sur la partie jeune, malgré I’étanchéité fournie par le parafilm.
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Il est donc possible que les facteurs Nod agissent également de fagcon globale sur I’ensemble de la
racine, méme s’ils ne sont appliqués que localement. Toutefois, cette expérience n’a pas été répétée, et il
sera nécessaire de compléter ces résultats avant d’en tirer des conclusions. De plus, il reste & vérifier si les

facteurs Nod ne diffusent pas par les poils racinaires.

2.4. Etude des effets cellulaires des facteurs Nod sur les primordia racinaires

Comme les facteurs Nod agissent trés to6t au cours du développement des RL, et sachant que les
facteurs Nod participent également a la formation du nodule, nous nous sommes demandés si les LRP
formés en réponse aux facteurs Nod présentaient des différences au niveau cellulaire avec les LRP formés
sans eux, ou bien des ressemblances avec le primordium de nodosité.

Pour répondre a cette question, j’ai effectué des applications locales de facteurs Nod a I’aide de cube
d’agarose disposeés sur la racine primaire dans la zone de réponse aux facteurs Nod, et prélevé les zones
racinaires sous le cube de traitement, de méme que sur des plantes témoin. Les prélévements ont été
réalisés a 24h pour obtenir des stades précoces synchronisés. J’ai réalisé des coupes histologiques dans
Ces zones.

L’observation au microscope de ces coupes (15 LRP ont été observés) n’a pas permis de mettre en
évidence les différences cellulaires entre les LRP traités aux facteurs Nod et les LRP non-traités (pas
montré). Bien que nous nous sommes placés a 24h et que le traitement a été synchronisé par I’application
locale, les LRP que j’ai observés n’étaient pas tous au méme stade, et cela au sein d’un méme traitement.
De ce fait, nous ne pouvons pas conclure sur la possibilité que les facteurs Nod aient agi sur une
accélération des divisions, ou sur un type de couche cellulaire, pour augmenter le nombre de RL. Ce
travail devra donc étre poursuivi sur plus de matériel, en essayant aussi a d’autres stades de
développement, notamment des temps plus précoces (5-10h), et en améliorant la synchronisation des LRP

(cf. Résultats, partie C).

3. Conclusions

Dans cette partie, nous avons analysé de fagon spatio-temporelle comment les facteurs Nod agissent
sur la formation des racines latérales chez Medicago truncatula.

A I’aide des marqueurs de réponse a I’auxine, et d’applications globales et locales de facteurs Nod,
nous avons mis en évidence qu’une zone sensible aux facteurs Nod correspondait & la zone d’initiation
des LRP, proche de I’apex. De plus, nous avons montré que les facteurs agissaient sur les stades précoces
de formation des RL, et cet effet était visible sur le nombre de primordia de RL aprés environ 45h de
contact. Nos résultats suggerent aussi que les facteurs Nod n’agissent pas sur I’émergence. Nous n’avons
pas mis en évidence d’effet cellulaire des facteurs Nod sur les primordia en stade précoce, mais ces études

restent préliminaires.
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Les facteurs Nod agissent donc trés tdt au cours de la formation des RL, et stimulent I’apparition de
plus de LRP en créant de nouveaux sites d’initiation, ou en accélérant le processus d’initiation. Les outils
que nous avons utilisés ne permettent pas de donner le moment exact d’action des facteurs Nod au cours
des étapes précédant I’initiation. Pour ce faire, d’autres outils devront &tre mis en ceuvre afin de répondre
a cette question, comme par exemple des marqueurs dynamiques plus précoces et sensibles que le
promoteur DR5 (comme par exemple DII:VENUS, cf. Discussion). En outre, d’autres techniques
d’applications locales de LCOs pourront y étre associées, telles que la micro-injection ou I’application de
billes (Mathesius et al., 1998). Toutefois, nous avons trés finement resserré la fenétre temporelle et

spatiale d’action des facteurs Nod.
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Partie C Interactions entre les lipo-chitooligosaccharides
et les voies hormonales

Les phytohormones, des molécules végétales endogénes influant sur la plante, sont les acteurs clé
des programmes développementaux. Les travaux impliquant les phytohormones dans le développement
de la racine sont nombreux (cf. Introduction, partie B). Par ailleurs, chez Medicago truncatula, ces
molécules sont indispensables a la formation et & la régulation de la nodosité symbiotique, et leur
influence sur ces deux types d’organes racinaires (RL et nodosité) peut étre différente. Ces éléments
tendent a soutenir I’hypothése selon laquelle I’effet des lipo-chitooligosaccharides (LCOs) d’origine
symbiotique sur la formation des racines latérales chez M. truncatula impliquerait les voies hormonales,
et donc que les LCOs pourraient interagir avec les voies hormonales.

Dans cette partie sont présentés les résultats des expériences visant a comprendre les interactions que
peuvent avoir les LCOs avec les voies hormonales chez M. truncatula. Nous avons utilisé différentes
stratégies afin de répondre a cette question : une approche pharmacologique, pour mettre en évidence des
effets d’interactions entre LCOs et hormones ; une approche génétique basée sur I’étude de mutants liés
aux hormones ; et une approche transcriptomique visant a trouver sans a priori des régulateurs clé des

racines latérales en réponse aux LCOs et a I’auxine.

1. Approche pharmacologique

Cette approche est basée sur des traitements combinés de LCOs et d’hormones en milieu solide.
Nous présentons ici uniquement les résultats obtenus avec deux hormones : I’auxine et I’éthyléne. En

premier lieu est décrite la sensibilité des plantes de M. truncatula a I’auxine.

1.1. Sensibilité a I'auxine des lignées A17 et 2ZHA

En premier lieu, il était nécessaire de connaitre les doses d’auxine permettant de stimuler la
formation des RL dans nos conditions, sur les deux génotypes de M. truncatula utilisés, A17 et 2HA. En
effet, le génotype 2HA peut présenter une sensibilité modifiée a I’auxine, ayant été sélectionnée justement
sur des criteres hormonaux. Pour analyser la réponse & I’auxine de la lignée 2HA, j’ai effectué des
traitements de plantules A17 et 2HA, en incorporant différentes doses d’ANA (analogue de I’auxine) au
milieu de culture, puis j’ai évalué la stimulation de la formation des RL. En effet, I’auxine a un effet
positif sur le développement des RL chez A. thaliana et beaucoup de légumineuses (Mathesius, 2008;
Overvoorde et al., 2010).
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Figure 5.1 ¢ Influence de I’auxine (ANA) sur la ramification racinaire et la racine
primaire chez les lignées A17 et 2HA de M. truncatula

Des plantules de M. truncatula A17 et 2HA ont été déposées dans les conditions classiques sur des
milieux contenant différentes doses d’ ANA.

(A et B) Effet des doses d’ANA sur la formation des racine latérales chez les lignées A17 (A) et
2HA (B)

(C et D) Effet des doses d’ANA sur la longueur de la racine principale chez la lignée Al17. (C)
présente les données de mesures de la taille de la racine primaire, montrant une forte réduction de
longueur a forte dose d’ANA, et celle-ci est drastique sur le développement de la plante, comme il
peut étre observé sur des photos (D).

Les résultats présentés en (A-C) sont issus de deux expériences indépendantes pour chaque test. Les
RL ont été comptées 5 jours d’affilée. Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le
pourcentage de stimulation sur 5 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport au controle est
indiqué sur les colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (a, b,
¢, d représentent les groupes homogénes indépendants).
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La figure 5.1 A et B montre les résultats de ce test dose-réponse a I’ANA, sur les lignées Al7 et
2HA. On peut constater qu’une concentration d’auxine faible (10® M) est suffisante pour stimuler de 92%
le nombre de RL chez la lignée 2HA, alors qu’Al7 est peu sensible a cette concentration. Il faut
augmenter la dose d’ANA & 10”7 M chez la lignée A17 pour parvenir & une stimulation de 60%. De plus,
chez 2HA, on observe une saturation de I’effet de I’auxine & haute concentration (10° M).

Il a paru évident, en observant les plantes de la lignée Al7, que I’ANA agit sur la longueur de la
racine primaire (Figure 5.1 C et D) ; cette action devenant drastique a 10° M. L’ana agissait également
sur la longueur de la racine primaire chez la lignée 2HA (pas montré).

Il semblait nécessaire de quantifier cette inhibition de la croissance de la racine primaire chez A17,
afin d’en tenir compte dans le dénombrement des RL. J’ai donc mesuré la longueur des racines primaires
de plantes A17 au cours d’une cinétique, a I’aide de scans réguliers des boites de culture des plantes, et du
logiciel ImageJ. La longueur de la racine primaire est 10% plus petite & une dose de 10° M d’ANA, et se
trouve drastiquement réduite d’un quart 2 107 M, et de plus de la moitié & 10° M (Figure 5.1 C).

Au vu de ce résultat, la longueur de la racine primaire a été prise en compte dans I’analyse de la
ramification lors des expériences en présence d’ ANA, en calculant la densité racinaire en RL/cm (chez les
deux lignées, A17 et 2HA).

1.2. Les facteurs Nod interagissent avec I'auxine

Dans un premier temps, nous avons souhaité étudier I’interaction entre les facteurs Nod et I’auxine.
Afin de tester I’auxine, nous avons utilisé un de ses analogues, I’ANA (Acide Naphtaléne Acétique), qui
possede des propriétés de perméance, ce qui lui permet d’agir sur les cellules végétales sans avoir besoin
d’un transporteur. Des plantules germées de M. truncatula A17 ont été disposées sur des milieux M
contenant soit des facteurs Nod (10 M), soit de I’ANA & différentes doses (10%, 107 et 10° M), soit un
mélange des deux aux mémes concentrations, soit aucun des deux (contrdle), comme le montre la figure
5.2. J’ai donc réparti les plantes sur 8 milieux différents (les quatre concentrations d’auxine, avec ou sans
facteurs Nod). Les racines latérales ont été dénombrées, et la longueur de la racine latérale a été mesurée,
de 4 a 8 jours apres transfert des plantules sur les milieux. En raison de la quantité de données recueillies
lors de cette expérience, il n’était pas possible de réaliser un GLM sur I’ensemble de ces données. Je me
suis donc contentée d’étudier I’effet des molécules a 4 jours aprés transfert des plantules, ce jour étant

représentatif de I’ensemble de la cinétique chez A17 (cf. Figure 4.4).

1.2.a. Effet sur la formation des RL

Aprés 4 jours, les facteurs Nod provoquent une stimulation des RL de 76% par rapport au controle,
et P’ANA & 10® M stimule la formation des RL de 37% (Figure 5.2 A). Lorsque les deux molécules sont
présentes dans le milieu, j’ai constaté que la stimulation était bien plus importante que I’addition des

effets des molécules indépendantes (76 + 37 = 113%), avec une stimulation de 165%. Les facteurs Nod
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Figure 5.2 « Effets et interaction de I’auxine et des facteurs Nod sur la ramification
racinaire et la racine primaire chez M. truncatula A17

Effet des facteurs Nod (f. Nod), de différentes doses d’ANA (0 a 105 M), et leurs interactions sur la
formation des RL (A) et sur la longueur de la racine primaire (B) a 4 jours aprés germination et dépot
sur les différents milieux dans les conditions classiques. Ces résultats sont représentatifs de 2
expériences indépendantes sur 50 plantes chacune. Le pourcentage supplémentaire par rapport au
controle est indiqué sur les colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par
GLM (a, b, c, d, e, f représentent les groupes homogenes indépendants).
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additionnés a I’auxine, permettent une meilleure stimulation des RL que l’aurait fait I’auxine ou les
facteurs Nod seuls, ce qui suggere une action synergique entre ces deux molécules. Cette synergie est
visible & concentration faible d’auxine (10® M), et aussi particuliérement & 10 M, avec une stimulation
combinée de 303%, alors que I’auxine seule stimule la formation des RL de 105% seulement. En
revanche, cet effet synergique a totalement disparu en interaction avec une concentration plus forte
d’ANA (10° M), indiquant que la synergie devient limitée par des doses saturantes d’ANA. Ceci
s’explique par I’effet drastique de I’ANA & 10°° M sur la racine primaire, réduisant sa longueur de plus de
50 %, et empéchant une stimulation supplémentaire par les facteurs Nod.

L’interaction synergique entre facteurs Nod et I’auxine que nous avons mis en évidence par ces
expériences suggere que les facteurs Nod potentialisent I’action de I’auxine sur les RL, permettant aux
facteurs Nod de stimuler la formation des RL. Ce résultat a fait I’objet d’un dép6t de brevet par le CNRS
et I’INRA, et pourrait étre développée en tenant compte d’autres résultats liés a la synergie entre auxine et
LCOs, notamment avec les Myc-LCOs (paragraphe suivant), ainsi que les résultats attendus en analyse

transcriptomique (point 3).

1.2.b. Effet sur la racine primaire

Nous avons souhaité savoir si I’interaction synergique entre facteurs Nod et ANA était également
visible sur la longueur de la racine primaire. La figure 5.2 B présente les mesures de taille de la racine
primaire aprés 4 jours sur les différents milieux ANA, F. Nod ou ANA+F. Nod. Comme présenté
précédemment, la présence d’ANA dans le milieu de culture réduit la longueur de la racine. En revanche,
les facteurs Nod n’ont pas induit de différence de longueur supplémentaire, quelle que soit la
concentration d’ANA. 1l n’y a donc pas de synergie entre les facteurs Nod et I’ANA concernant I’action
sur la racine primaire. L’interaction synergigue que nous observons est donc spécifique a la formation de
RL.

1.3. Interaction de I'auxine et des Myc-LCOs

Comme il existe une interaction synergique entre facteurs Nod et auxine pour la formation des RL,
on peut se demander si c’est également le cas avec les Myc-LCOs. J’ai testé I’interaction des Myc-LCOs
avec I’ANA a 10®M. J’ai choisi cette concentration car elle permettait d’observer I’interaction entre
facteurs Nod et ANA. Les Myc-LCOs ont été utilisés a la dose de 107 M, sachant qu’ils sont globalement
moins actifs que les facteurs Nod, et ont été séparés en deux groupes : les Myc-LCOs sulfatés (MS) et les
Myc-LCOs non-sulfatés (MNS), car ces molécules n’ont pas la méme activité sur M. truncatula, en
fonction de la présence du groupement sulphate. Les traitements ont été réalisés sur la lignée 2HA pour
des raisons pratiques, car d’autres expériences sur cette lignée ont été conduites au méme moment. Pour

cette raison, j’ai également testé I’interaction des facteurs Nod, pour voir si les résultats sont similaires a

160



>

Densité racinaire a 6 jours (RL/cm)

(o2}

a1
Q
Q
o)

ab bed od ad

I

N

=

o

Longueur de la racine primaire a 6 jours (mm)
w

Figure 5.3 « Effets et interaction de I’auxine et des Myc-LCOs et facteurs Nod sur la
ramification racinaire et la racine primaire chez M. truncatula 2HA

Effet des Myc-LCOs non-sulfatés (MNS) et sulfatés (MS) a 107 M, et des facteurs Nod a 10 M, de
I’ANA (108 M), et leurs interactions sur la formation des RL (A) et sur la longueur de la racine
primaire (B) a 6 jours aprés germination et dép6t sur les différents milieux dans les conditions
classiques.

Ces résultats sont représentatifs de 1 expérience sur 50 plantes. Le pourcentage supplémentaire par
rapport au controle est indiqué sur les colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été
testées par GLM (a, b, ¢, d représentent les groupes homogenes indépendants).
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ce qui a éte obtenu sur A17. Le nombre de RL et la longueur de la racine primaire ont été mesurés 6 jours

apres dép6t des plantules sur les différents milieux.

1.3.a. Effet sur la formation des RL

En premier lieu, j’ai constaté que I’association des MNS avec I’ANA provoquait une stimulation de
la formation des RL bien supérieure (482%) a la somme des effets indépendants de I’ANA (76%) et des
MNS (62%), laissant penser que la seule présence, en faible concentration, de MNS a permis d’augmenter
I’effet de 1’auxine, et réciproquement (Figure 5.3 A). Ceci indique qu’il y a trés probablement, comme
pour les facteurs Nod, une interaction synergique entre ces molécules.

Ensuite, les résultats ont montré une bonne stimulation par les MS (466%), mais pas
d’enrichissement supplémentaire en RL si on y ajoute I’ANA (Figure 5.3 A). Le fait que notre expérience
n’ait pas mis en évidence d’interaction entre les MS et ’ANA peut s’expliquer par le fait que les MS,
utilisés & 10”7 M, étaient sans doute en quantité trop importante, entrainant la saturation de leurs effets sur
les RL. Cette expérience devra étre conduite a nouveau, en essayant des conditions limitantes de MS (107
M ou moins).

Enfin, j’ai pu vérifier que I’effet synergique des facteurs Nod avec I’ANA était toujours visible chez
le génotype 2HA, avec une stimulation combinée des RL de 600%, correspondant a plus de deux fois la

somme des stimulations des facteurs Nod et de I’auxine sépareés.

1.3.b. Effet sur la racine primaire

Comme pour les facteurs Nod, j’ai voulu tester si I’interaction entre Myc-LCOs et auxine était
spécifique aux RL, en mesurant la longueur de la racine primaire 6 jours aprés dépot sur les milieux de
culture.

En premier lieu, on peut constater que chez la lignée 2HA la taille de la racine primaire est moins
affectée par I’ANA que chez la lignée A17 (Figure 5.3 B comparée a la figure 5.2 B). En association avec
les MNS, I’ANA n’occasionne pas de changement dans la longueur de la racine primaire (Figure 5.3 B),
ce qui montre que I’interaction synergique entre MNS et ANA n’est pas visible sur la racine primaire. En
revanche j’ai observé une trés Iégére diminution (significative, p-value<0.05, ANOVA) occasionnée par
les MS sur la longueur de la racine primaire. Ceci peut étre lié a un artefact de mesure car il serait
étonnant que les MS réduisent la longueur de la racine primaire.

L’interaction synergique entre Myc-LCOs et auxine est donc a priori bien spécifique aux RL.

1.4. Interaction entre I'éthyléne et les facteurs Nod

L’éthyléne est un régulateur important dans la formation de la RL, ainsi que lors de la formation de
la nodosité (Ivanchenko et al., 2008; Penmetsa and Cook, 1997). Afin de mimer I’effet de I’éthyléne, qui

est un gaz produit par la plante, nous avons utilisé 1I’un des précurseurs de sa biosynthese, I’ACC (Acide
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Figure 5.4 « Effets et interaction des facteurs Nod et de I’éthyléne sur la ramification
racinaire chez M. truncatula A17

Des plantules A17 ont été cultivées dans les conditions classiques sur des milieux contenant de
I”’ACC (précurseur de I’éthyléne) a 107 M, ou des facteurs Nod a 108 M, ou un mélange des deux.
Ces résultats sont issus d’une expérience réalisée sur 55 plantes par traitement. Les RL ont été
comptées 5 jours d’affilée. Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le pourcentage de
stimulation sur 5 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport au contrdle est indiqué sur les
colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (a, b, ¢ représentent
les groupes homogenes indépendants).
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1-AminoCyclopropane-1-Carboxilique), que j’ai ajouté au milieu de culture & une concentration de 10
M. Cette concentration a été choisie comme étant la dose de stimulation de la formation des RL suite aux
travaux de Kokoevi Agbevendou (M2R Biosciences Végétales, 2010). En effet, I’effet de I’éthylene sur le
développement des RL est trés dépendant de sa concentration.

Ainsi, jai testé I’interaction de I’ACC avec les facteurs Nod (& 10® M). Les racines latérales ont été
comptées de 5 a 8 jours, et une analyse GLM a été pratiquée. Je n’ai pas observé de modification de
longueur de la racine primaire en réponse a I’ACC, donc je n’ai pas tenu compte de la taille de la racine
primaire dans la ramification racinaire.

Sur la période de 5 a 8 jours, I’ACC provoque une stimulation des RL de 141%, et les facteurs Nod
stimulent la formation des RL de 207% (Figure 5.4). L’addition des deux molécules dans le milieu de
culture permet d’observer 289% d’augmentation de la formation des RL, ce qui reste inférieur a I’addition
des stimulations obtenues avec les molécules séparées (141 + 207 = 348%). Il semble y avoir un petit
effet additif, mais selon I’analyse statistique celui-ci n’est pas significatif (les conditions F. Nod et
ACC+F. Nod appartiennent au méme groupe homogéne d’aprés le GLM). Ceci devrait étre vérifié par
d’autres expériences, car celle-ci n’a été réalisée qu’une fois.

L’association de I’ACC et des facteurs Nod ne permet pas d’améliorer la stimulation des RL par
rapport aux molécules séparées, donc leur effet n’est pas synergique. Cela suggére que I’action des
facteurs Nod sur les RL ne passe probablement peu ou pas par I’action de I’éthyléne, et que ces deux

molécules agissent selon des voies paralléles.

2. Approche génétique

L’approche pharmacologique permet de mettre en évidence des effets sur la plante et d’en tirer des
hypothéses, mais ce type d’expérience peut induire des artefacts du fait de I’usage de molécules exogénes
a des doses non-physiologiques. Par conséquent, nous avons voulu compléter cette approche par des
analyses génétiques de mutants affectés dans les voies hormonales, en observant si leurs mutations
affectaient également la capacité des facteurs Nod & stimuler les RL. Pour cela, nous avons utilisé le
traitement classique, avec les facteurs incorporés dans le milieu.

Malheureusement, peu de mutants des voies hormonales ont été décrits chez M. truncatula. Nous
nous sommes donc intéressés en priorité a des hormones pour lesquels un mutant était disponible chez M.

truncatula, et bien décrit au niveau racinaire.

2.1. Mutant de la synthese de I'éthylene : sickle

Le mutant sickle de M. truncatula a été décrit comme un mutant hyper-nodulant montrant un
transport de I’auxine altéré des parties aériennes a la racine (Penmetsa and Cook, 1997; Prayitno et al.,
2006b). 1l est muté dans I’homologue du géne EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2) d’A. thaliana (Bent et
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Figure 5.5 « Réponse du mutant Mtsickle aux facteurs Nod pour la stimulation de la
formation des racines latérales

Des plantules du mutant sickle de M. truncatula (fond génétique A17) ont été cultivées dans les
conditions classiques avec ou sans facteur Nod a 108 M.

Ces résultats sont issus d’une expérience réalisée sur 50 plantes par traitement. Les RL ont été
comptées 4 jours d’affilée. Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le pourcentage de
stimulation sur 4 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport au contrdle est indiqué sur les
colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (a, b représentent les
groupes homogénes indépendants).
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Figure 5.6 « Réponse du mutant Mtcrel aux facteurs Nod pour la stimulation de la
formation des racines latérales

Des plantules du mutant Mtcrel de M. truncatula (fond génétique A17), ainsi que de son génotype
sauvage correspondant, ont été cultivées dans les conditions classiques avec ou sans facteur Nod a
108 M.

Ces résultats sont issus d’une expérience réalisée sur 50 plantes par traitement. Les RL ont été
comptées 4 jours d’affilée. Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le pourcentage de
stimulation sur 4 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport au contréle est indiqué sur les
colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (a, b représentent les
groupes homogénes indépendants).
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al., 1992) et montre une réponse altérée a I’éthyléne. Le mutant sickle a un phénotype racinaire particulier
comparé au sauvage (A17), affichant un allongement plus rapide de la racine primaire.

Nous avons voulu savoir si sickle est toujours sensible a I’action des facteurs Nod. Pour cela, nous
avons comparé le nombre de RL chez le mutant sickle, avec ou sans facteurs Nod (Figure 5.5). Nous
avons observé que I’effet stimulateur des facteurs Nod est toujours présent chez sickle, avec une
stimulation de la formation des RL de 60% (p-value>0,01, GLM), suggérant que I’effet des facteurs Nod
sur la formation des RL n’est pas affecté par la mutation de sickle. On peut donc supposer que I’éthyléne
ne joue probablement pas de rdle clé dans les mécanismes de stimulation de la formation des RL par les
facteurs Nod. Ce résultat est cohérent avec notre approche pharmacologique, grace a laquelle nous
n’avons pas mis en évidence d’effet synergique entre le précurseur ACC de I’éthyléne et les facteurs Nod.
Nous suggérons donc que les facteurs Nod n’agissent pas sur les voies de I’éthyléne pour stimuler la

formation des RL.

2.2. Mutant de la réponse au cytokinines : Mtcrel

Les cytokinines sont impliquées dans de nombreux processus développementaux (Vanstraelen and
Benkova, 2012) et particuliérement dans le développement de la racine et de la nodosité symbiotique
(Frugier et al., 2008). Elles fonctionnent en lien étroit avec I’auxine : pour de nombreux mécanismes,
c’est la balance cytokinines/auxine qui est régulatrice. Chez M. truncatula, les mutants Mtcrel (Plet et al.,
2011) ont été décrits comme affectés dans un récepteur au cytokinines, CRE1 (CYTOKININ RECEPTOR
1). De fagon intéressante, les RL sont plus nombreuses lorsque I’expression du gene CREL est réduite par
RNAiI/knock-down (Gonzalez-Rizzo et al., 2006), suggérant une régulation négative de la formation de la
RL par les cytokinines, comme démontré chez A. thaliana. Par ailleurs, les cytokinines ont un effet
négatif sur la formation des RL lorsqu’elles sont ajoutées au milieu de culture (Laplaze et al., 2007). Elles
semblent donc étre, comme I’auxine, de bons candidats pour la régulation de la formation des RL par les
LCOs.

Nous avons testé I’effet des facteurs Nod sur un des mutants Mtcrel (Mtcrel-1) de M. truncatula.
Nous avons comparé la stimulation du nombre de RL chez ce mutant & son équivalent sauvage (WT)
obtenu par back-cross.

Sans facteurs Nod, Mtcrel a présenté, comme attendu, une ramification racinaire plus importante
(+29%, Figure 5.6) que chez le WT. En réponse aux facteurs Nod, le WT a montré une stimulation de la
formation des RL de 25%, ce qui correspond environ au nombre de RL présentes chez le mutant sans
facteurs Nod. De plus, lorsque le mutant Mtcrel est traité aux facteurs Nod, il présente plus de racines
latérales, mais cette différence n’est pas significative (p-value<0,05, GLM), alors gque la stimulation des
RL chez le WT est significative (p-value>0,05, GLM). Cela suggere que la réponse aux facteurs Nod est
affectée chez le mutant Mtcrel, et donc que la bonne perception des cytokinines est tout de méme

importante pour la stimulation des RL par les facteurs Nod.
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Figure 5.7 « Réponse du mutant Mtccd7 aux facteurs Nod pour la stimulation de la
formation des racines latérales

Des plantules du mutant ccd7 de M. truncatula (fond génétique R108), ainsi que de son génotype
sauvage correspondant, ont été cultivées dans les conditions classiques avec ou sans facteur Nod a
108 M.

Ces résultats sont issus d’une expérience réalisée sur 50 plantes par traitement. Les RL ont été
comptées 4 jours d’affilée. Les données répétées ont été compilées afin d’obtenir le pourcentage de
stimulation sur 4 jours. Le pourcentage supplémentaire par rapport au contrdle est indiqué sur les
colonnes. Les barres représentent le SEM. Les données ont été testées par GLM (a, b représentent les
groupes homogénes indépendants).
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Globalement, nos résultats restent préliminaires, et il semble que le réle des cytokinines dans la
stimulation de la formation des RL soit complexe. Afin d’approfondir ces expériences, il serait intéressant
de I’associer & une approche pharmacologique en utilisant des analogues de cytokinines qui sont bien
pergues par CREL (ex. : benzylaminopurine, BAP), ou des inhibiteurs des cytokinines (ex. : 6-2-hydroxy-

3-methylbenzylaminopurine, PI-55), ou encore de tester différents ratio auxine/cytokinines.

2.3. Mutant de la syntheése des strigolactones : ccd7

Les strigolactones sont des molécules végétales possédant plusieurs roles dans le développement des
plantes. Chez Pisum sativum, elles agissent comme signal systémique pour réguler la croissance des
bourgeons axillaires (Gomez-Roldan et al., 2008). De plus, elles régulent la formation des racines
latérales de fagon différentielle selon la concentration de phosphate (Kapulnik et al., 2011; Kohlen et al.,
2011). Les strigolactones ont également un role de signal permettant I’établissement de la symbiose
mycorhizienne a arbuscules, en stimulant la ramification des hyphes des champignons mycorhiziens et en
activant leur métabolisme (Besserer et al., 2008; Besserer et al., 2006). Ces éléments font des
strigolactones de bons candidats pour jouer un réle dans la stimulation de la formation des RL par les
facteurs Nod et Myc-LCOs.

Chez M. truncatula, un mutant, ccd7, est affecté dans le géne CCD7, codant pour une enzyme
carotenoid cleavage dioxygenase (CCD) qui pourrait étre impliquée dans la voie de biosynthése des
strigolactones. Afin de comprendre quel role peuvent jouer ces hormones dans le mécanisme de
stimulation des RL par les facteurs Nod, nous avons Vvérifié si le mutant ccd7 est toujours sensible aux
facteurs Nod.

Nous avons constaté une légere augmentation (non-significative, p-value<0,05, GLM) du nombre de
racines latérales chez ccd7 (Figure 5.7) par rapport au génotype sauvage back-crossé (WT). En réponse
aux facteurs Nod, le mutant ccd7 ne répond pas aussi bien aux facteurs Nod que le sauvage, avec un effet
significatif chez le WT, mais non-significatif chez ccd7 (p-value>0,05, GLM).

Notre étude suggere que les strigolactones pourraient étre impliquées dans la stimulation de la
formation des RL par les facteurs Nod. En effet, nous observons que les plantes affectées dans la
biosynthese des strigolactones ont également une réponse affectée aux facteurs Nod. D’autres expériences
seront nécessaires afin d’approfondir cette hypothése, en particulier I’application de GR24 (un analogue
synthétique des strigolactones) en association avec des facteurs Nod, afin de comprendre leur interaction.
Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier leur interaction avec les Myc-LCOs, qui participent, comme les
strigolactones, a I’échange moléculaire lors de la mise en place de la symbiose mycorhizienne a
arbuscules (Besserer et al., 2008; Besserer et al., 2006; Maillet et al., 2011). Pour finir, étant donné que
I’effet des strigolactones sur la formation des RL dépend de la concentration en phosphate (Perez-Torres
et al., 2008), il serait important de mettre en ceuvre ces études pharmacologiques en modulant la quantité

de phosphate dans le milieu de culture.
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Figure 5.8 « Synchronisation de la formation des racines latérales par prétraitement au
NPA

Tests de validation des expériences de synchronisation de la formation des RL par prétraitement
NPA puis traitement ANA. (A) Des plantules de M. truncatula A17 aprés germination et 3 jours de
croissance ont été prétraitées 3 jours sur un milieu M avec du NPA a 10° M. Puis, elles ont été
transférées sur trois milieux contenant différentes doses d’ANA (10 a 10 M) pendant 8 jours, dans
le but de restaurer une croissance racinaire synchronisée. (B) Des plantules DR5:GUS (2HA) ont été
cultivées avec ou sans pré-traitement NPA, puis transférées sur un milieu de restauration, avec ou
sans facteurs Nod a 107 M, et avec ou sans ANA a 106 M. Les racines ont été prélevées apres 48h
sur ces milieux et leur activité GUS revélée. Le nombre de RL émergées ou de LRP et leur stade a
été déterminé grace au profil DR5:GUS, dans chacune des conditions indiquées. Les statistiques ont
été réalisées par des ANOVA. Les groupes indépendants homogénes (A, B, C) du total des RL est
indiqué sur le graphique et dans le tableau ci-dessus, en détaillant les groupes obtenus pour les
différents sous-ensembles (stades).
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3. Approche transcriptomique

Afin d’avoir un point de vue sans a priori sur les mécanismes qui permettent aux LCOs de stimuler
la formation des RL, nous nous sommes lancés dans un projet d’analyse transcriptomique globale, en
collaboration avec la plateforme d’Evry. Nous avons choisi d’analyser le transcriptome a I’aide de puces
de type NimbleGen (Roche) basee sur la version compléte du génome de M. truncatula (Gouzy, Gamas,
Debellé, LIPM, non-publié). L’objectif de I’expérience est d’étudier le transcriptome de plantes aprés des
traitements combinés de facteurs Nod et d’auxine, afin de comprendre les mécanismes de leur interaction
synergique, ce qui nous aidera & aborder la question d'une éventuelle modification de la sensibilité &
I"auxine par les facteurs Nod. Les résultats permettront également de trouver de nouveaux acteurs dans

les voies de réponses a I’auxine, qui sont peu documentées chez M. truncatula.

3.1. Synchronisation des racines latérales

3.1.a. Principe de I'expérience

Afin d'améliorer notre étude des étapes successives de la formation des RL, et pour produire plus de
matériel a un stade donné de développement de la RL pour I’étude transcriptomique, nous avons cherché
a développer une méthode de synchronisation du développement des RL.

J’ai testé un moyen de synchroniser la formation des racines latérales en bloquant le transport de
l'auxine a l'aide d'un inhibiteur du transport de l'auxine, le NPA (Acide naphthylphthalamique), puis en
ajoutant une dose forte d’ANA. Cette méthode a déja été testée chez A. thaliana (Himanen et al. 2002).
Le NPA blogue le transport actif d’auxine, provoguant une forte accumulation d'auxine au-dessus de
I'apex, car celle-ci ne peut plus circuler. Nous avons placé des plantules DR5:GUS et DR5:VENUS-N7 sur
un milieu M contenant du NPA & 10° M pendant 3 jours. La racine primaire a cessé de croitre, et aucune
RL n’a émergé au cours de cette période de 3 jours. Le profil d’expression du marqueur DR5 a montré
une restriction de la concentration d'auxine dans une zone au-dessus de l'extrémité de la racine,
comme attendu pour un traitement NPA (Herrbach et al., 2014).

Ensuite, j’ai transféré ces plantes sur différents milieux sans NPA, afin de déclencher un
développement synchronisé des RL. Au bout de 8 jours sur un milieu M classique, aucune émergence de
RL n’est observée dans la zone de la racine qui était en contact avec NPA, mais la racine primaire a
recommencé & croitre au niveau de ’apex. Sur un milieu contenant de PANA a 10° M, j’ai observé la
formation de RL synchronisées ; & une dose de 107 M d’ANA, des RL se sont formées mais semblaient
moins bien synchronisées ; tandis qu’une dose de 10® M d’ANA n’était pas suffisante pour relancer le

développement des RL (Figure 5.8 A).
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Par ailleurs, j’ai aussi essayé de restaurer la formation des RL aprés un traitement NPA gréce a un
milieu contenant des facteurs Nod & 10® M ; mais je n’ai observé aucune émergence de RL (sur 15 jours).
Les facteurs Nod n’ont pas non plus été capables de restaurer la formation de RL en combinaison avec de
I’ANA 4 10° M ou 10”7 M (pas montré). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le NPA a un effet trés
drastique sur les racines, et seule I’auxine trés concentrée permet d’obtenir a nouveau des RL. Par
ailleurs, ce résultat est cohérent avec I’hypothese selon laquelle les facteurs Nod potentialisent I’effet de

I’auxine en agissant sur son transport, car le transport d’auxine est bloqué par le NPA.

3.1.b. Validation de la synchronisation

Afin de verifier que la méthode de synchronisation par prétraitement au NPA est bien efficace au
niveau des stades de développement du primordium, j’ai observé des plantes DR5:GUS traitées selon
cette méthode, puis colorées apres 2 jours passés sur différents milieux de restauration (avec ou sans
ANA a 10° M, avec ou sans facteurs Nod a 10'M). J’ai détaillé la répartition des stades de
développement a I’aide du profil d’expression DR5, et I’ai comparé a des plantes du méme age qui n’ont
pas été traitées au NPA (Figure 5.8 B). Ces derniéres présentent une répartition assez homogéne des
stades developpementaux des RL, avec méme quelques RL émergées. Apres prétraitement NPA et
retransfert sur milieu vierge ou avec facteurs Nod, les plantes ont une réduction drastique du nombre de
RL. Par contre, si elles sont retransférées sur un milieu avec ANA (avec ou sans facteurs Nod), le nombre
total de RL est quasiment restauré par rapport aux plantes non-traitées. En revanche, contrairement a ces
derniéres, la répartition des stades est complétement différente : les plantes ne présentent quasiment que
des LRP au stade 1, ce qui suggere qu’elles ont été bloguées et que tous les LRP se sont développés en
méme temps. Cette expérience confirme que notre méthode de synchronisation est efficace et synchronise
le développement des primordia dés les stades précoces.

Malgré le fait d’augmenter la concentration de facteurs Nod & 107 M, leur effet n’a pas pu étre mis
en évidence apres traitement NPA, certainement parce que les facteurs Nod ont besoin d’un gradient
d’auxine pour étre actifs sur la formation des RL. Toutefois, malgré cet inconvénient, nous avons validé
cette méthode pour I’étude transcriptomique, d’une part parce que la synchronisation est bonne, et d’autre
part parce que nous supposons que l’absence de réaction tardive (LRP et RL) aux facteurs Nod

n’empéche pas une réponse transcriptomique précoce.

3.1.c. Effet cellulaire de la synchronisation

Pour I’expérience d’étude transcriptomique, nous souhaitons nous placer dans des conditions tres
précoces, avant les premieres divisions des primordia, afin de mettre en évidence les mécanismes
génétiques qui se produisent avant la formation des RL.

Afin de déterminer quel repére de temps utiliser pour notre étude, j’ai réalisé des coupes
longitudinales dans des racines obtenues aprés prétraitement NPA, puis transfert sur ANA pendant 20h et

48h, pour voir a quel niveau de divisions se trouvent les racines.
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Figure 5.9 « Effets cellulaires de la synchronisation de la formation des RL par
prétraitement au NPA

Coupes longitudinales obtenues au microtome dans des racines de M. truncatula 2HA lignée
DR5:GUS B4, aprés un prétraitement au NPA a une concentration de 10> M pendant 3 jours, sur des
plantules de 3 jours, puis transfert sur un milieu contenant 10¢ M d’ANA pendant 20h (A) ou 48h
(B). Les plantules ont ensuite été révélées pour leur activité GUS, et les coupes ont été réalisées sur
3-4 racines par condition. (A) Aprés 20h sur ANA, de nombreuses divisions réguliéres périclines ou
anticlines ont lieu dans le pericycle. Des divisions anticlines sont également visible dans
I’endoderme (fléches noires) et dans le cortex interne (fleches vertes). (B) Aprés 48h sur ANA, les
cellules du péricycle ont beaucoup proliféré, formant des masses cellulaires épaisses, longeant a
priori les pdles de protoxyléme. L’endoderme et le cortex interne ont continué de se diviser de fagon
anticline, et également péricline pour I’endoderme.

p: péricycle, e: endoderme, ic: cortex interne, c: cortex. L activité GUS est colorée en bleu, les parois
cellulaires sont colorées au rouge de ruthénium.
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Apres 20h, j’ai observé des divisions anticlines et périclines réguliéres le long des racines, situées au
niveau du péricycle (Figure 5.9 A). L’endoderme présente aussi des divisions régulieres mais uniquement
anticlines (fleches noires). Quelques divisions anticlines dans la couche la plus interne de cortex peuvent
étre observées mais de facon plus ponctuelle (fleches vertes). Aprés 48h sur ANA a 10° M, les tissus
internes se sont divisés de fagon spectaculaire (Figure 5.9 B), formant une suite de primordia de RL le
long de la racine primaire, impliquant les méme tissus que ceux contribuant & la formation du primorium
de RL dans des conditions classiques (péricycle, endoderme, cortex interne). Cette prolifération cellulaire
est due & la forte dose d’auxine utilisée (10° M).

Dans les deux cas, les divisions étaient déja en place lorsque nous avons effectué les coupes. Nous
avons donc décide de nous placer, pour I’étude transcriptomique, a un temps plus précoce que 20h, et

nous avons choisi 10h.

3.2. Design de I'expérience

Les puces NimbleGen sont basées sur des hybridations compétitives des échantillons. Pour chaque
comparaison, 3 répétitions biologiques et 2 répétitions techniques sont nécessaires, ce qui représente 6
hybridations.

A partir de plantules A17 agées de deux jours, nous avons effectué des prétraitements au NPA 107
M pendant deux jours. Nous avons ensuite séparé les plantes en quatre groupes et répartis sur quatre
milieux différents (Tableau 5.10) pendant 10 heures.

Nous avons choisi un design expérimental constitué de quatre comparaisons de conditions :

(1) Milieu Contrdle vs. Milieu Nod (pour évaluer les effets des facteurs Nod)

(2) Milieu Contrdle vs. Milieu ANA (pour évaluer I'effet de I’ANA)

(3) Milieu ANA vs. Milieu Nod+ANA (pour tester I'effet synergique ANA + Nod par rapport a ANA
seul)

(4) Milieu Nod vs. Milieu Nod+ANA (pour tester I'effet synergique ANA + Nod par rapport a Nod
seul)

J'ai effectué les expériences pour produire le matériel végétal pour les quatre conditions et les trois
répétitions, et j’ai réalisé les extractions d’ARN en mai/juin 2013. Les ARN ainsi produits ont été
contr6lés pour vérifier leur qualité, puis envoyés a la plateforme transcriptomique d’Evry qui se charge
des étapes d’amplification, de production des ADN complémentaires, du marquage, de I’hybridation des
puces et de I’analyse statistique. Ces analyses sont actuellement en cours de réalisation. A I’heure oul ce

manuscrit est rédigé, les résultats ne sont pas encore disponibles.
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Nombre de

Concentration

Concentration

Concentration

rglaé::teif)rlm . du solvant de Cor;t;el?:;::on du solvant des des facteurs
. P . I’ ANA facteurs Nod Nod
biologiques
Milieu contrdle 50/3 10 M 0 107 M 0
Milieu Nod 50/3 10° M 0 0 107 M
Milieu ANA 50/3 0 10° M 107 M 0
Milieu Nod+ANA 50/3 0 10 M 0 107 M

Tableau 5.10 ¢ Concentrations des molécules et solvants contenus dans les milieux
utilisés pour I’analyse transcriptomique
Les milieux de restauration de la formation des RL ont été constitués afin de contenir soit des
facteurs Nod (Milieu Nod), soit de I’ANA (Milieu ANA), soit les deux (Milieu Nod+ANA), soit
aucune des deux molécules (Milieu contrdle). Afin de pourvoir comparer ces conditions une fois
I’analyse réalisée, la quantité équivalent de solvant dans lequel les molécules sont dissoutes a été
ajoutée aux milieux. Le solvant de I’ANA est I’éthanol additionné d’un peu de KOH, et le solvant
des facteurs Nod est I’acétonitrile.
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Résultats

4. Conclusions

Afin de conclure notre analyse des mécanismes permettant aux LCOs de stimuler la formation des
RL, nous avons voulu tester les interactions existant entre ces facteurs et certaines phytohormones par
différentes approches. Dans cette partie, nous avons démontré une interaction synergique entre I’auxine et
les facteurs Nod, ainsi qu’avec les Myc-LCOs (non sulfatés) en conditions limitantes. Nos résultats
indiquent eégalement que I’éthyléne ne semble pas indispensable & la réponse aux facteurs Nod. Enfin,
nous suggérons que la perception des cytokinines et la biosynthese des strigolactones interviennent dans
la stimulation de la formation des RL chez M. truncatula, peut-étre via I’auxine.

Ces résultats confirment le réle prépondérant des hormones dans le phénoméne développemental de
stimulation de la formation des RL. Nous avons proposé des hypothéses qui devront par la suite étre
vérifiées et précisées par des analyses plus poussées, notamment par I’analyse transcriptomique gue nous

avons réalisée, et dont nous attendons les résultats.
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Tissus contribuant a la racine latérale

Famille Péricycle = Endoderme Cortex Référence
Medicago truncatula . . . . Herrbach et al,
LT () Legumineuse Oui Oui Oui 2014
Lotus japonicus . . . . Op den Camp et
(Lotier) Legumineuse Oui Oui Oui al. 2011
Arachis hypogaea . . . .
(Cacahudte) Legumineuse Oui Oui Oui Mallory et al., 1970
Glycine max (Soja) Legumineuse Oui Oui Oui Byrne et al., 1977
Pisum sativum (Pois) Legumineuse Oui Oui - Lloret et al., 1989
Arabidopsis thaliana Brassicacée Oui i i Malamy and
(Arabette) Benfey, 1997
Raphanus sativus Brassicacée Oui i i Laskowski et al.,
(Radis) 1995
Zea mais (Mais) Poacée Oui Oui - Jansen et al., 2012
Hordeum vulgare . . . Orman-Ligeza et
(Orge) Poacée Oui Oui - al., 2013
Oryza sativa (Riz) Poacée Oui Oui - Hocgrolzdégier et
Triticum aestivum Poacée Oui Oui i Demchenko et al.,
(Bl¢) 2001
A”".Jm cepa Amaryllidacée Oui Oui Oui Casero et al., 1996
(Oignon)
Ceratopteris
thalictroides Pteridacée - Oui - Mallory et al., 1970
(Fougére aquatique)
Marsilea quadrifolia . ) . Lin and Raghavan,
(Fougeére aquatique) Marsileacee Oul 1991
CLICUI’bIt?. maxima Cucurbitacée Oui Oui Oui Mallory et al., 1970
(Potiron)
Quercus suber Fagacée Oui Oui/Non* i Verdaguer et al.,

(Chéne-liége)

2000

Tableau 6.1 ¢ Comparaison des tissus racinaires contribuant a la racine latérale chez
différentes plantes

Les divisions du péricycle sont une caractéristique tres représentée dans le régne végétal, sauf chez certaines
fougeres aquatiques. De méme, I’endoderme est fréquemment contributeur de la racine latérale, sauf chez les
plantes A. thaliana et Raphanus sativus qui sont des Brassicacées. Les divisions corticales sont une
caractéristique plus rares, présente surtout chez des légumineuses, mais également chez Cucurbita maxima,
ou chez Allium cepa.

Le « - » signifie une contribution inconnue ou inexistante.

* Chez Quercus suber (Chéne-liege), I’endoderme contribue au primordium de racine latérale, mais finit par
se séparer au cours de I’émergence.
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Discussion

Depuis la découverte que des signaux symbiotiques (Facteurs Nod et Myc-LCOs) peuvent stimuler
le développement des racines latérales chez la légumineuse modéle Medicago truncatula, il a été suggéré
que ces facteurs sont capables de détourner le programme développemental racinaire. Dans ce contexte, il
est important de comprendre les mécanismes physiologiques et moléculaires qui régissent cette
stimulation. En effet, au début du projet de thése, la maniére dont ces molécules microbiennes agissent
sur la formation des RL n’était pas documentée.

Le projet de theése a donc pour objectif d’étudier la stimulation du développement des RL par les
facteurs symbiotiques chez la Iégumineuse modéle M. truncatula, et en particulier de comprendre s’ils
agissent sur un stade particulier du développement des RL, ou une zone de la racine donnée, et s’ils
interagissent avec des voies hormonales.

En se basant sur nos résultats confrontés a la littérature récente, nous allons tenter de formuler des
hypothéses expliquant la stimulation de la formation des RL par les facteurs symbiotiques. Nous
proposerons également des perspectives ouvertes par ce travail de thése, et nous replacerons nos résultats

dans le contexte symbiotique.

1. Caractéristiques de la formation des racines latérales chez M. truncatula

Afin de pouvoir se baser sur des éléments descriptifs cellulaires de la RL chez M. truncatula pour
étudier I’effet des facteurs Nod, nous avons caractérisé les stades cellulaires de développement de la RL,
et avons documenté la fagon dont les RL apparaissent le long de la racine principale. Les stades successifs
de développement de la RL ont été classés en sept stades précédant I’émergence. Nous avons mis en
évidence les contributions successives du péricycle, de I’endoderme et du cortex interne dans la
formation du primordium de RL (Herrbach et al., 2014), montrant que les divisions corticales ne
sont pas spécifiques a I’organogénese de la nodosité, mais concernent aussi le développement de la
RL chez M. truncatula, méme si leur contribution au primordium de LR est plus resteinte que dans
le cas de la nodosité.

Nous avons comparé nos observations avec la formation des RL chez d’autres plantes, et avons réuni

certaines observations dans le tableau 6.1 afin de faciliter la compréhension.
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Figure 6.2 « Modéle proposé pour les étapes de spécification et d’initiation de la racine

Poils absorbants

Zone préférentielle
d’initiation :
Divisions anticlines
du péricycle

Fenétre
développementale :
Spécification des
cellules fondatrices ?

Meéristéme basal :
Oscillations d’auxine
dans le protoxyleme ?

» = gradient d’auxine

latérale chez M. truncatula

Des gradients d’auxine et une zone de moindre concentration d’auxine similaires a A. thaliana ont été
observée dans la racine de M. truncatula. Les premiéres initiations (divisions anticlines du péricycle) se
produisent dans une zone préférentielle d’initiation située a environ 4,45 mm de I’apex, correspondant au

début du gradient proximal, comme chez A. thaliana.

Nous suggérons que la zone de moindre concentration d’auxine corresponde a la fenétre développementale
pour la spécification des cellules fondatrices, tandis que les oscillations d’auxine dans le protoxyléme
précédant la spécification des cellules fondatrices, pourraient se dérouler dans le méristéme basal (si ces

oscillations existent chez M. truncatula).
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Discussion

1.1. L’initiation de la racine latérale débute dans le péricycle, dans une zone préférentielle
de la racine primaire

A I’aide de nos marqueurs DR5:GUS, nous avons observé chez M. truncatula qu’il existait, comme
chez A. thaliana, une zone de moindre concentration d’auxine. De plus, nous avons observé que les
primordia de RL sont notamment initiés (spot DR5:VENUS-N7 le plus bas visible) dans une zone située a
4,45 mm de I’apex (Herrbach et al., 2014), ce qui coincide avec le début du gradient d’auxine proximal
au dessus d’une zone de moindre concentration d’auxine (Figure 6.2). Par ailleurs, la zone située de 3 a
5 mm de I’apex correspond également a la zone de croissance des poils absorbants, qui est décrite pour
sa sensibilité aux facteurs Nod dans le contexte de la symbiose LR. Les premieres divisions observées
sont anticlines (perpendiculaires a I’axe de la racine) et se déroulent dans le tissu le plus interne de la
racine principale, a savoir le péricycle, juste a coté d’un pdle de protoxyléme.

Chez A. thaliana, le seul tissu contribuant au primordium de RL est le péricycle (Malamy and
Benfey, 1997) et la zone préférentielle d’initiation des RL se trouve approximativement & 4,21 mm du
centre quiescent racinaire (Dubrovsky et al., 2011). C’est dans cette zone que les premiéres divisions de la
RL sont attendues chez A. thaliana. Il existe une fenétre développementale ou la concentration d’auxine
est plus faible, a la jonction du gradient distal et du gradient proximal qui corréle avec la zone ou les
cellules fondatrices du péricycle sont spécifiées (Dubrovsky et al., 2011).

On peut émettre I’hypothese que chez M. truncatula, la zone de moindre concentration d’auxine que
I’on observe corresponde également a la zone préférentielle de spécification des cellules fondatrices, et
que le début du gradient corresponde a la zone d’initiation (Figure 6.2). Par ailleurs, le premier tissu a se

diviser lors de I’initiation est le péricycle, tout comme chez A. thaliana.

1.2. Le développement du primordium de racine latérale implique aussi 'endoderme

Les divisions anticlines dans le péricycle sont suivies par des divisions anticlines dans I’endoderme.
Nos observations ont confirmé que les divisions endodermiques, ainsi que celles du péricycle,
aboutissent a une contribution effective de ces nouveaux tissus au futur primordium. Ceci margque une
différence claire avec A. thaliana car I’endoderme ne se divise pas chez cette plante ; au contraire, il est
ensuite traversé par le primordium de RL formé a partir du péricycle (Malamy and Benfey, 1997). La
contribution de I’endoderme a la RL a déja été décrite (Tableau 6.1) chez des légumineuses (Mallory et
al., 1970; Op den Camp et al., 2011) certaines monocotylédones, telles le mais, I’orge ou I’ail (Bell and
McCully, 1970; Jansen et al., 2012; Orman-Ligeza et al., 2013). Par ailleurs, chez certaines fougeres, seul
I’endoderme joue un réle dans la formation de la RL (Lin and Raghavan, 1991; Mallory et al., 1970). Il
existe aussi un cas de plante ligneuse pour laguelle I’endoderme se divise lors de la formation de la RL,
mais ne contribue que temporairement au primordium, se détachant lors de I’émergence (Verdaguer et al.,
2000) (Tableau 6.1).
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Figure 6.3 « Modele proposé pour les étapes cellulaires précoces de développement de
la racine latérale chez M. truncatula
(A) Stade la : le premier tissu a subir des divisions est le péricycle. Ces divisions sont anticlines.

(B) Stade Ib : les divisions anticlines s’étendent a I’endoderme et se poursuivent dans le péricycle.
(C) Stade Il : des divisions périclines se produisent dans le péricycle, formant deux sous-couches.
(D) Stade 11 : les trois tissus internes (péricycle, endoderme et cortex interne) sont sollicités et se
divisent. D autres divisions anticlines et périclines ont lieu dans le péricycle, I’endoderme se sépare
en deux sous-couches grace a des divisions périclines, et le cortex subit des divisions anticlines.

ep = épiderme, ic: cortex interne, e: endoderme, p: péricycle.
D’apres Herrbach et al., 2014.
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Par analogie avec la description de la RL chez A. thaliana, nous avons annoté « Stade I » les étapes
de premieres divisions anticlines, avec le stade la correspondant aux divisions du péricycle, et le stade Ib
aux divisions de I’endoderme (Figure 6.3).

Ensuite, la formation du primordium de RL passe par une augmentation du nombre de couches
cellulaires, et donc par des divisions périclines. Les premiéres divisions périclines ont été observées dans
le péricycle, et ont été annotées en tant que stade 11 du développement de la RL chez M. truncatula. Nous
avons pris exemple sur A. thaliana, chez laquelle le stade Il correspond également aux premieres
divisions périclines (Malamy and Benfey, 1997). Au cours de ce stade, d’autres divisions anticlines ont

lieu dans le péricycle et I’endoderme (Figure 6.3).

1.3. Le développement du primordium de racine latérale implique aussi le cortex interne

Le stade Il correspond a I’apparition de divisions périclines dans I’endoderme, formant donc deux
couches. Les divisions périclines dans le péricycle s’élargissent a un plus grand nombre de cellules et une
nouvelle série de divisions périclines dans les deux couches de péricycle ont lieu. D’autres divisions
anticlines se produisent dans les deux tissus. A ce stade, apparaissent des divisions anticlines dans le
cortex, plus précisément dans la couche la plus interne. Les cellules corticales ainsi formées contribuent
par la suite au primordium de RL (Figure 6.3).

Cet élément constitue une autre grande différence avec le modéle de formation des RL d’A. thaliana,
car celui-ci n’impligue aucune division corticale. En revanche, chez plusieurs légumineuses, des divisions
corticales ont été observées au cours de la formation de la RL (Tableau 6.1) (Byrne et al., 1977; Mallory
et al., 1970; Op den Camp et al., 2011), ce qui parait cohérent avec nos observations sur M. truncatula.
Néanmoins, les divisions corticales ne sont pas spécifiques aux légumineuses et peuvent se retrouver chez
d’autres espéces, par exemple Allium cepa ou Cucurbita maxima (Tableau 6.1) (Casero et al., 1996;
Mallory et al., 1970).

1.4. Certaines divisions corticales semblent faciliter 'émergence

Au cours de nos observations, nous avons constaté que la seconde couche la plus interne de cortex
pouvait aussi se diviser ; néanmoins, sa contribution effective au primordium de RL n’est pas du tout
certaine. Il est trés probable que ces divisions aient comme rdle de faciliter la séparation des tissus afin de
laisser passer le primordium lors de I’émergence. En effet, lors du stade 1V, nous avons également
observé sur nos coupes transversales et longitudinales des espaces inter-cellulaires en périphérie du
primordium de RL suggeérant des cellules en train de se désagréger et de se séparer les unes des autres.
Cette séparation des cellules corticales peut également étre observée chez A. thaliana, méme si cette
couche ne se divise pas. Il est montré chez cette plante que la séparation des cellules est possible grace a

I’action de I’auxine conduite hors du primordium vers les cellules corticales par le transporteur d’influx
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LAX3, lui-méme régulé par I’auxine (Peret et al., 2009; Swarup et al., 2008). Celle-ci stimule la synthése
d’enzymes de remodelage de la paroi des cellules, permettant I’émergence du primordium. La facilitation
de I’émergence du primordium par des mécanismes de ce type aurait d’autant plus de raison d’exister
chez des plantes présentant une structure racinaire plus complexe qu’A. thaliana, ce qui est le cas
notamment pour M. truncatula. Pour Oryza sativa par exemple, les divisions des cellules corticales autour
du primordium sont décrites pour favoriser I’émergence de la RL (Sreevidya et al., 2010).

Nous avons constaté I’accumulation d’auxine a partir du stade IV dans les tissus entourant le
primordia de RL, c'est-a-dire dans les couches moyennes de cortex (Herrbach et al., 2014), suggérant
gue I'auxine joue effectivement un réle dans la préparation de ces tissus pour le passage du primordium.
Nous avons étudié le domaine d’expression du géne LAX3 d’A. thaliana chez M. truncatula, sans
obtenir de résultat probant. Nous avons choisi d’utiliser la construction pLAX3:GUS issue d’A.
thaliana, car elle était disponible, et nous ne souhaitions pas approfondir I’étude de I’émergence par
manqgue de temps. Il serait intéressant de décrire I’expression du ou des orthologues de LAX3 chez
M. truncatula, afin de mieux comprendre la fagon dont I’accumulation d’auxine influence
I’émergence. Une autre possibilité serait d’utiliser un outil développé chez A. thaliana, composé d’un
répresseur transcriptionnel de I’auxine IAA/AXR3 (INDOLE ACETIC ACID 17/AUXINE RESPONSIVE
3), artificiellement exprimé uniquement dans les couches de la racine principale et non dans le
primordium de RL (Lucas et al., 2013). Il serait intéressant de disposer de cet outil chez M.
truncatula, afin de réprimer I’action de I’auxine dans les couches cellulaires entourant le primordium.
Cette expérience permettrait de mieux comprendre le réle de I’auxine dans les mécanismes qui

accompagnent I’émergence de la RL.

1.5. L’auxine s’accumule dans les primordia de racines latérales

Nous avons observé que les étapes d’initiation de la RL chez M. truncatula étaient caractérisées par
I’expression du marqueur DR5:GUS dans le péricycle, I’endoderme et le cortex, ce qui signifie que
I’auxine semble présente dans ces trois tissus. Certaines observations, a confirmer, suggérent que cette
accumulation d’auxine a lieu dans les trois tissus avant les premiéres divisions du primordium, donc peut-
étre lors de la spécification des cellules fondatrices. Les divisions du péricycle, de I’endoderme et du
cortex se produisent de fagcon séquentielle. On ne peut pas exclure que I’accumulation d’auxine ait
d’abord lieu dans le péricycle, puis s’élargisse ensuite au tissu voisin, I’endoderme, puis au niveau du
cortex.

Lors des étapes précoces de la formation de la RL chez A. thaliana, DR5:GUS ne s’exprime pas dans
d’autres tissus que dans le péricycle (Benkova et al., 2003). On peut proposer I’hypothése que chez A.
thaliana, un mécanisme de régulation empéche I’auxine de pénétrer dans d’autres tissus que le péricycle.
Chez A. thaliana, un mécanisme de reflux d’auxine de I’endoderme vers le péricycle est coordonné par le

transporteur d’efflux PIN3 (Marhavy et al., 2013). La présence, chez M. truncatula, d’une accumulation
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d’auxine dans I’endoderme et dans le cortex peut, par exemple, étre due a des différences dans ce
mécanisme ou son absence (par exemple I’absence d’expression de PIN3 dans I’endoderme).

D’aprés nos résultats d’observation de plantes exprimant DR5:GUS, les divisions dans le pericycle,
I’endoderme et le cortex interne sont accompagnées d’une accumulation d’auxine dans ces trois tissus. La
corrélation entre la présence d’auxine dans ces tissus, et leur division au cours de la formation du
primordium de RL devra étre mieux étudiée. En particulier, des genes liés a I’activation du cycle
cellulaire, élément préalable aux divisions cellulaires, requiérent I’auxine chez A. thaliana (Himanen et
al., 2002). Le géne CELL DIVISION CYCLE 16 (CDCL16) de M. truncatula, homologue du géne CDC16
celui d’A. thaliana, a été montré comme impliqué dans la formation de la racine latérale ainsi que dans la
nodosité (Kuppusamy et al., 2009). Il pourrait &tre intéressant de vérifier comment ce géne régule le cycle
cellulaire en réponse a I’auxine chez M. truncatula. Par ailleurs, d’autres acteurs du cycle cellulaire chez

M. truncatula pourront étre recherchés.

1.6. La formation du méristéme et la vascularisation sont encore a documenter

Au cours du stade V, les cellules du péricycle, de I’endoderme et du cortex interne proliférent pour
former un primordium massif qui commence a pénétrer les couches cellulaires corticales qui lui sont
adjacentes, tandis que ces derniéres continuent a se déformer et s’écarter. A mesure que le primordium
progresse a travers la racine principale, de nouvelles divisions périclines apparaissent dans la couche la
plus externe du primordium, montrant que cette couche cellulaire est active et contribue toujours au
primordium. Nous avons observé qu’a ce stade, le primordium commence a former son propre gradient
d’auxine. Enfin, au stade VI, le primordium de RL atteint I’épiderme et le traverse.

Chez A. thaliana, il est décrit que I’étape d’émergence (derniére étape de la formation du
primordium) fait surtout appel a des mécanismes d’élongation cellulaire, plutdt qu’a de la prolifération
cellulaire (Malamy and Benfey, 1997). Nous n’avons pas trouvé suffisamment d’éléments montrant que
les cellules s’allongent particuliérement & ce stade; cependant, nous avons noté quelques cellules
allongées au niveau de la stéle de la nouvelle racine. Il est possible également que ces cellules allongées
soient les premiéres traces de la formation des tissus vasculaires. En outre, nous avons constaté que le
primordium présentait son propre gradient d’auxine a ce stade, grace au profil du marqueur DR5:GUS,
suggérant que le transport d’auxine pourrait commencer a se mettre en place au stade pré-émergents (VI-
VII). Chez A. thaliana, la différentiation des cellules vasculaires intervient a ce stade.

De méme, il est décrit chez A. thaliana que le méristéme racinaire devient actif au cours de
I’émergence, lors des étapes de différentiation de la RL (Sussex et al., 1995). Nous n’avons pas
d’éléments afin de décrire ces événements de différentiation ; mais il serait intéressant de savoir a quel
stade de formation de la RL ils se déroulent. Ceci pourra étre réalisé a I’aide de marqueurs permettant de
suivre la formation du méristeme racinaire ou de la vascularisation. Chez M. truncatula, de tels

marqueurs peuvent étre identifiés par recherche d’homologie avec des genes d’A. thaliana spécifiques a
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I’identité tissulaire dans le méristtme, ou en cherchant de tels homologues dans des données

transcriptomiques issues de méristémes racinaires.

2. Adaptations de I'organisation des racines latérales chez M. truncatula

2.1. La dormance des primordia, une adaptation environnementale ?

Au cours de nos observations de racines de M. truncatula, nous avons observé I’émergence de RL
dans des zones vieilles de la racine principale ou d’autres RL étaient déja formées, et qui ne
correspondent pas & la zone préférentielle d’initiation des RL. En étudiant I’apparition des primordia de
RL in vivo, & I’aide du marqueur DR5:VENUS-N7, nous avons constaté que le taux d’émergence sur nos
lignées restait faible par rapport au nombre de primordia formés (15,6%), et que dans certaines zones de
la racine principale, des LRP mettaient plus de temps que d’autres pour émerger. Ces éléments suggérent
la présence de primordia dormants, ou fortement ralentis dans leur développement. L’existence de
primordia dormants a déja été décrite chez plusieurs plantes, incluant des légumineuses, des
monocotylédones et A. thaliana (Babe et al., 2012; Dubrovsky et al., 2006; Macleod and Thompson,
1979).

Il est possible que ces primordia de RL se soient développés jusqu’a un certain stade, et se soient
arrétés au cours des étapes de pénétration dans les couches supérieures (dans ce cas, les mécanismes du
blocage proviendraient de ces couches cellulaires). Comme discuté auparavant, I’émergence est possible
entre autres grace a des enzymes de remodelage des parois des cellules, contrélés par des flux d’auxine en
provenance de I’apex caulinaire (Swarup et al., 2008). Une hypothése serait donc que ces primordia
stoppent leur développement en raison d’une modification du gradient d’auxine, qui pourrait inhiber soit
I’initiation, soit I’émergence des primordia. En effet, lorsque des plantules de M. truncatula sont traitées
avec un inhibiteur du transport d’auxine, tel le NPA, les primordia de RL se retrouvent bloqués dans leur
développement.

Le blocage des primordia pourrait offrir a la plante une certaine plasticité du systéme racinaire, lui
permettant de s’adapter plus rapidement a des conditions environnementales changeantes. Dans le sens de
cette plasticité environnementale, un géne de type HD-ZIP contrdlant I’émergence des RL en réponse au
stress salin et a I’acide abscissique a été identifié chez M. truncatula (Ariel et al., 2010).

Il serait important de caractériser le ou les stades de développement des primordia non émergés dans
les zones vieilles que nous avons observés chez M. truncatula, afin de déterminer s’il s’agit effectivement
de primordia dormants, impliquant un arrét total de I’activité de division, ou un simple ralentissement de
leur formation. L’observation de coupes histologiques de ces primordia, chez des plantes exprimant
DR5:VENUS-N7 au cours d’une cinétique temporelle pourrait aider & répondre a cette question.

Pour comprendre les mécanismes contrdlant le blocage de ces primordia, d’autres expériences seront

nécessaires : en effet, il est possible que ce blocage soit dépendant des conditions de culture que nous
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avons utilisées. Des expériences pourront étre effectuées afin de comparer le taux d’émergence, ainsi que
le stade d’arrét des primordia dans différentes conditions de culture, par exemple en modulant les

concentrations en nutriments (notamment en phosphate), la texture du milieu ou la lumiére.

2.2. La capacité a former des racines latérales adjacentes

M. truncatula présente une structure racinaire triarche ou tetrarche (3 ou 4 pdles de protoxyléme),
contrairement a A. thaliana qui est diarche (2 pbles). Tout comme chez A. thaliana, la RL de M.
truncatula se développe au niveau d’un p6le de protoxyléme.

Une autre caractéristique de M. truncatula est sa propension a former des racines adjacentes, c’est-a-
dire émergeant au méme endroit de la racine primaire (14% des primordia sont concernés). A I’aide de
coupes histologiques, nous avons observe les étapes précoces de formation de ces racines, et constaté
gu’il est possible que deux initiations de racines latérales aient lieu en méme temps sur deux poles de
protoxyleme adjacents. Nous n’avons pas observé d’initiation de RL simultanées sur deux péles opposés.
En ce qui concerne I’émergence, nous avons vu que les deux primordia, initiés en méme temps,
n’émergent la plupart du temps pas simultanément (90% des cas). Cette observation suggere que Si
I’initiation peut se produire en paralléle, un mécanisme d’inhibition puisse empécher une émergence
simultanée. Une autre hypothése serait que le pool d’auxine nécessaire pour I’émergence ne serait plus
suffisant pour I’un des primordia.

Chez A. thaliana, deux pools de cellules de péricycle a deux pbles de protoxyléme opposés peuvent
étre spécifiés en méme temps, mais deux RL n’émergent jamais au méme niveau de la racine principale
en raison d’une inhibition latérale (De Smet et al., 2008; Hirota et al., 2007; Lucas et al., 2008).

2.3. Les racines latérales de M. truncatula ont des caractéristiques communes avec la
nodosité

La description cellulaire des étapes de développement de la RL que nous avons réalisée chez M.
truncatula nous a permis de mettre en évidence une différence importante avec A. thaliana : la formation
d’un primordium de RL met également en jeu des divisions dans le cortex et I’endoderme. Cette
caractéristique est totalement absente chez A. thaliana, qui est aussi incapable de former des nodosités.
Par contre, chez M. truncatula, les nodosités se développent justement a partir de divisions corticales,
bien que le péricycle soit activé et se divise en tout premier lieu, suivi de I’endoderme (Complainville et
al., 2003; Timmers et al.,, 1999), ce qui va dans le sens d’un détournement du programme
développemental racinaire par les nodosités. D’autres plantes, qui ne forment pas de nodosités, présentent
aussi des divisions corticales au cours du développement des RL, en particulier Cucurbita maxima
(Mallory et al., 1970), mais cela n’empéche pas la possibilité que les légumineuses puissent avoir recruté

cette caractéristique racinaire, afin de produire des nodosites.
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Les nodosités de M. truncatula partagent des ressemblances avec les racines latérales (Mathesius,
2008) : elles sont toutes deux formées de novo a partir de I’activation du péricycle et sont connectées a
leur racine mére par des tissus vasculaires. En revanche, le systeme vasculaire de la nodosité est plus
complexe, se séparant en trois branches en entourant la nodosité, tandis que chez la RL, les tissus
vasculaires se trouvent au cceur de la racine, entourés par les différents tissus racinaires.

Couzigou et coll. ont décrit un gene homéotique appelé NODULE ROOT (NOOT) chez M.
truncatula et son homologue COCHLEATA (COCH) chez Pisum sativum qui semblent avoir un role dans
la maintenance du primordium des nodosités indéterminées (Couzigou et al., 2012). Les mutants noot et
coch forment chez leurs plantes respectives des structures racinaires chimériques, entre la nodosité et la
RL. Les premiéres étapes de formation de ces structures ressemblent fortement a la formation de la
nodosité, mais les étapes tardives different ensuite, en formant une racine. Les genes affectés dans ces
mutants pourraient étre impliqués dans la voie de signalisation permettant de contréler le développement
de la nodosité, en réprimant I’identité racinaire.

Medicago truncatula, en association avec son symbionte rhizobien forme des nodosités
indéterminées, c'est-a-dire possédant un méristéme actif, donc, dans un certain sens, plus similaires a une
RL. Chez Lotus japonicus, qui forme au contraire des nodosités déterminées (le méristétme n’est pas
conserveé), les RL sont également décrites pour impliquer des divisions corticales (Op den Camp et al.,
2011), mais dans des couches de cortex plus externes que chez M. truncatula. Or, les nodosités
déterminées présentent une ontogénie différente des nodosités indéterminées : elles se forment a partir de
couches corticales externes, qui précédent I’induction des divisions du péricycle et du cortex interne. 1l est
possible que les différences de couches corticales en division pour la formation des RL chez ces deux
especes de légumineuses aient un lien avec le type de nodosités qu’elles peuvent former. Il sera nécessaire
de confirmer cette hypothése en comparant les divisions corticales d’autres Iégumineuses, en les corrélant
avec le type de nodosités, déterminées ou indéterminées, qu’elles forment.

Ces éléments suggerent que les programmes développementaux de la RL et de la nodosité sont
similaires chez M. truncatula. Puisque les facteurs Nod agissent lors d’une ou plusieurs étapes précoces
de formation des RL, et sachant que les programmes développementaux sont proches, il serait intéressant
de savoir si I’ontogénie des RL sous I’influence des facteurs Nod différe des RL formées
« naturellement », et ressemble plus a celle d’une nodosité. Nous n’avons pas vu de différences en
comparant des primordia de RL traités ou non aux facteurs Nod, mais nous ne nous sommes focalisés
qu’a un temps de traitement donné, et sur un nombre restreint de primordia. Cette expérience devra donc
étre conduite & nouveau en décomposant les stades de formation des RL, et en utilisant une bonne
technique de synchronisation. Par exemple, il peut étre envisage d’effectuer des applications locales de
NPA suivi d’une application d’ ANA sur des cinétiques courtes et synchronisées, de maniére a stimuler le
développement de RL au méme stade.

Globalement, si les étapes précoces d’initiation des primordia de nodosité et de RL chez M.

truncatula sont ressemblantes, la principale différence réside dans le tissu dans lequel se produit la
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majorité des divisions au cours du développement du primordium : celui de la RL est construit
principalement & partir de cellules issues du péricycle et de I’endoderme, et dans une moindre mesure du
cortex. La nodosité quant a elle n’implique presque que des divisions corticales, elle est donc globalement
« moins profonde » que la RL. La similarité entre I’ontogénie de la nodosité et de la RL concerne donc les
étapes précoces, puis une autre voie de signalisation prend le relai, qui cette fois est spécifique & chaque
organe. Il est probable que cette voie de signalisation soit liée aux cytokinines : En effet, I’activation de la
voie de signalisation des cytokinines joue un role clé dans I’organogénése de la nodosité. En outre, les

cytokinines ont un effet opposé sur le développement de la nodosité et de la RL.

3. Les facteurs Nod interagissent avec les voies hormonales lors de la

formation de la racine latérale

Sachant que le développement des organes racinaires est fortement régulé par des voies
phytohormonales, il est trés probable que I’action des facteurs Nod fasse intervenir ces voies hormonales
afin de stimuler la formation des racines latérales chez M. truncatula. Par le biais de trois stratégies
expérimentales conjointes, d’applications locales et de nos marqueurs DR5:GUS et DR5:VENUS-N7,

nous avons tenté de relier I’effet des facteurs Nod aux voies hormonales.

3.1. Localisation spatio-temporelle de I'action des facteurs Nod

Dans un premier temps, nous avons souhaité décrire avec précision quand et ou se produit la
stimulation par les facteurs Nod, au niveau de la racine principale. Nos résultats suggerent que les
facteurs Nod sont actifs sur un ou plusieurs stades précoces de formation de la RL, augmentant le nombre
de zones d’initiation, ou accélérant les étapes des premieres divisions. Chez A. thaliana, les racines
latérales trouvent leur origine dans un trés petit pool de cellules du péricycle, les cellules fondatrices, qui
doivent étre spécifiées (Dubrovsky et al., 2008). Cette étape est suivie d’une accumulation d’auxine dans
ces cellules fondatrices. Si I’auxine joue un rdle tout aussi important chez M. truncatula, on peut affirmer
gue I’action des facteurs Nod se produit a un stade de développement des RL au cours duguel I’auxine est
trés impliquée.

Par ailleurs, dans le contexte de la formation de la nodosité chez M. truncatula, les rhizobia sont
actifs sur une zone de réponse particuliére située au niveau de la zone du développement des poils
absorbants de la racine primaire (Bhuvaneswari et al., 1981), qui correspond au début du gradient
proximal d’auxine que nous avons observé chez des plantes DR5:GUS. D’autre part, nous avons observé
I’action précoce des facteurs Nod sur le développement des RL, et leur efficacité par un traitement local a
3-5 mm de I’apex racinaire, on peut donc supposer que les facteurs Nod agissent sur cette zone pour la
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formation des RL, tout comme les rhizobia agissent sur la zone de développement des poils racinaires
(Figure 6.2).

L’effet avéré des facteurs Nod sur les étapes précoces n’exclut toutefois pas qu’ils agissent
également sur des étapes plus tardives, ou dans d’autres zones de la racine principale. Nous avons observé
que les facteurs Nod ne permettaient pas d’augmenter le taux d’émergence (nombre d’émergence/nombre
de primordia) de plantes DR5:VENUS-N7 sur une période de 7 jours. Il faudra cependant tester a nouveau
I’émergence en se préoccupant de savoir si les primordia ralentis ou dormants finissent par émerger en
réponse aux facteurs Nod sur un laps de temps plus long. Les autres zones de la racine principale n’ont
pas été testées ; il sera indispensable de réaliser cette expérience pour savoir si les facteurs Nod agissent

uniquement sur la zone jeune, a 3-5 mm de I’apex, ou également sur d’autres zones.

3.2. Les facteurs Nod interagissent avec I'auxine et pourraient influencer le gradient
d’auxine

A I’aide de stratégies pharmacologiques et génétiques, nous avons tenté de mettre en évidence des
possibles interactions entre les phytohormones et les LCOs. Nous avons identifié une interaction
synergique sur la formation des RL entre I’auxine et les facteurs Nod, ainsi qu’avec certains Myc-LCOs.
Ces interactions synergiques ont été mises en évidence par une approche pharmacologique, ce qui
implique de mettre les deux molécules en présence, et d’observer si leur effet commun est différent de
leurs effets additifs. Ces résultats suggerent que les LCOs agissent directement sur la voie de I’auxine afin
de stimuler la formation des RL. Il est possible que cette action se produise de facon directe, sur la
biosynthése de I’auxine, sur son transport, sur sa perception ou sa réponse a travers sa voie de
transduction (Aux/IAA et ARFs), ou de facon indirecte, en stimulant un autre régulateur qui a son tour
agit sur I’auxine.

Une hypothése d’interaction possible est une action des facteurs Nod et des Myc-LCOs sur le
transport de I’auxine, car il a déja été décrit que des LCOs sont capables d’agir sur le gradient de I’auxine
racinaire chez deux légumineuses, Vicia sativa (Vesce) et Trifolium repens (Trefle) (Boot et al., 1999;
Mathesius et al., 1998). Nous n’avons toutefois pas pu observer cela chez M. truncatula. L’interaction
entre auxine et LCOs peut étre due également a un effet de ces derniers sur une autre étape du
métabolisme de I’auxine : les LCOs pourraient agir sur la synthése d’auxine, ou sur des étapes de sa
signalisation. Ces hypotheses seront testées en recherchant dans nos données transcriptomiques des genes

liés a ces étapes qui seraient différentiellement régulés en réponse aux facteurs Nod.

3.2.a. Les LCOs peuvent influencer le gradient d’auxine

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé des applications locales de facteurs Nod, afin de
préciser la fenétre temporelle et la localisation globale et tissulaire de I’action des facteurs Nod sur la

formation des RL. Nous avons supposé que les facteurs Nod pouvaient éventuellement activer un
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mécanisme de stimulation des RL sur d’autres zones de la racine, car nous avons observé qu’une
application locale de facteurs Nod permettait également la formation de RL dans la partie néoformée de la
racine primaire n’étant probablement pas en contact avec les facteurs Nod. Etant donné que les facteurs
Nod et I’auxine agissent en synergie pour la formation des RL, il est possible de proposer que ce
mécanisme pourrait étre lié a I’auxine, et particulierement & son transport ou a sa perception. Toutefois, il
faut nuancer cette hypothese, car nous n’avons pas exclu que les facteurs Nod puissent avoir diffusé sur la
surface de la racine, et avoir été percus également dans la zone néoformée.

Il a déja été montré que les LCOs sont capables d’agir sur le transport de I’auxine dans le contexte de
la nodulation. En effet, chez Trifolium repens, une application locale de son symbiote bactérien par spot-
inoculation induit une diminution locale du profil GH3:GUS, représentatif de la distribution de I’auxine.
De méme, I’application de LCOs purs par bombardement local provoquait également cette modification,
ainsi que I’inhibiteur du transport de I’auxine NPA (Mathesius et al., 1998). Les auteurs de ces travaux
concluent que les LCOs sont capables de bloquer le transport de I’auxine de fagon trés localisée, afin de
provoquer une accumulation locale d’auxine indispensable a la formation de la nodosité. Une autre étude
a par ailleurs démontré que des LCOs pouvaient modifier le gradient polaire de I’auxine dans des racines
de Vicia sativa (Boot et al., 1999). Plus récemment, il a été observé gue les rhizobia pouvaient modifier le
gradient d’auxine en agissant sur les flavonoides, qui se comportent comme des inhibiteurs des
transporteurs d’auxine (Wasson et al., 2006). Par conséquent, une hypothese de régulation du transport de
I"auxine par les LCOs est I’action des flavonoides : ces molécules jouent un réle important dans la mise
en place de la symbiose LR, et sont également montrés pour influencer les gradients d’auxine chez M.
truncatula. Une action des facteurs Nod sur les flavonoides pourrait étre logique, car cela pourrait faire
partie d’une boucle de régulation positive, étant donné que certains flavonoides agissent sur la synthése
des facteurs Nod. Toutefois, le réle des flavonoides sur la formation des RL a été analysé plus récemment
chez M. truncatula, et il apparait que leur implication reste limitée (Wasson et al., 2009). Toutefois, ce
travail a été réalisé sur des racines en culture et non des plantes entiéres, et en absence de LCOs;
I’hypothese des flavonoides reste donc a étre creusée.

L’ éventuelle modification du gradient d’auxine au niveau global par les facteurs Nod devait étre
mise en évidence par les marqueurs DR5:GUS et DR5:VENUS-N7. Il a déja été observé que le profil
DR5:GUS chez M. truncatula était modifié par un traitement aux facteurs Nod (J.-M. Ané,
communication personnelle). Malheureusement, nous ne sommes pas parvenus a reproduire ce résultat a
I’aide du marqueur DR5:GUS, que ce soit par un traitement global ou local. En revanche, nous avons
constaté que les facteurs Nod perdaient leur activité sur la ramification racinaire apres un pré-traitement
de 3 jours au NPA (inhibiteur du transport polaire d’auxine). Ceci corrobore I’importance du gradient
d’auxine dans la stimulation de la formation des RL par les facteurs Nod. D’autres expériences,
notamment in vivo grace a DR5:VENUS-N7 ou d’autres marqueurs sensibles a I’auxine tels que GH3 ou
DII, seront requises pour démontrer un éventuel effet des facteurs Nod sur le gradient d’auxine. La

construction DII:VENUS (Brunoud et al., 2012), plus sensible a la modification dynamique du gradient
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d’auxine, pourra s’avérer particulierement utile afin de mettre en évidence I’effet des facteurs Nod sur le

gradient.

3.2.b. Les LCOs agissent-ils sur les transporteurs d’auxine ?

La modification du gradient d’auxine est régulée par le transport actif de I’auxine, c’est a dire
dépendant de protéine de transport. Le gradient d’auxine régulé par ces transporteurs est indispensable a
la formation des RL. Ces protéines sont situées sur la membrane des cellules ou des organelles (comme le
réticulum endoplasmique) et permettent d’orienter I’entrée ou la sortie de I’auxine dans la cellule grace a
leur localisation polarisée dans celle-ci (Friml et al., 2003). Chez A. thaliana, les principaux transporteurs
décrits pour jouer un réle dans la formation de la RL sont AUX1, PIN1, PIN3/7 (Lavenus et al., 2013) et
LAX3 (Swarup et al., 2008). L’expression des génes codant pour ces transporteurs est notamment régulée
par I’éthyléne, les cytokinines et les flavonoides, ainsi que par ’auxine pour LAX3 (Laplaze et al., 2007;
Lewis et al., 2011; Peer et al., 2004; Swarup et al., 2008). AUX1 et LAX3 sont des transporteurs d’influx,
promouvant I’entrée de I’auxine dans la cellule, tandis que PIN1 et PIN3/7 sont des transporteurs
d’efflux, permettant la sortie de I’auxine de la cellule. Les protéines AUX1 et PINs sont requises plut6t
pour les étapes précoces de la formation des RL, tandis que LAX3 a un rdle dans 1’émergence du
primordium de RL.

L’hypothese selon laquelle les flavonoides pourraient étre impliqués dans I’action des facteurs Nod
sur la formation des RL est corroborée par le fait que les flavonoides sont des régulateurs des
transporteurs d’auxine chez A. thaliana. En effet, les flavonoides peuvent influencer la localisation de
certains transporteurs PIN (Peer et al., 2004), c'est-a-dire sur le transport d’efflux permettant la mise en
place du gradient d’auxine dans la racine. Afin de démontrer I'implication des flavonoides dans la
stimulation de la ramification par les LCOs chez M. truncatula, plusieurs expériences pourront étre
réalisées. 1l serait intéressant de moduler la quantité de flavonoides, et de vérifier si la plante est toujours
sensible a I’action des LCOs sur la formation des RL. Une autre possibilité serait de se baser sur une
approche pharmacologique, afin de voir si les facteurs Nod agissent en synergie avec les flavonoides,
comme ils le font avec I’auxine. D’autres acteurs liés aux flavonoides pourront par ailleurs étre identifiés
parmi les génes induits ou réprimés en réponse aux facteurs Nod, qui seront disponibles avec I’analyse
transcriptomique.

De facon générales, afin de déterminer si les facteurs Nod et les Myc-LCOs agissent sur le gradient
de I’auxine chez M. truncatula, il sera nécessaire d’évaluer I’effet de ces molécules sur des mutants
affectés dans les genes codant pour les transporteurs d’auxine de M. truncatula, particulierement les
orthologues des génes jouant un role dans la régulation de la RL chez d’autres plantes. Chez M.
truncatula, plusieurs protéines de type PIN et AUX ont été identifiés (Schnabel and Frugoli, 2004), dont
certaines présentent des homologies avec les régulateurs clé du transport d’auxine au cours de la
formation des RL. Un mutant, Mtsiml, affecté dans le gene SMOOTH LEAF MARGIN1 (SLM1),

orthologue d’AtPIN1, a été décrit chez M. truncatula mais il ne présente a priori pas de phénotype
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racinaire (Zhou et al., 2011). La famille des génes PIN a été étudiée plus en détail chez M. truncatula, et il
a été décrit que MtPIN1 et MtPIN10 sont proches, ainsi que MtPIN4 et MtPIN5, ce qui confirme que les
transporteurs PIN font partie de familles multigéniques, probablement fonctionnellement redondants
(Peng and Chen, 2011). Il a été constaté que I’expression de MtPIN4 semble plus forte dans les racines, et
les transporteurs MtPIN4 et MtPIN10 semblent induits par les facteurs Nod, et dépendent du récepteur
aux cytokinines MtCREL chez M. truncatula (Plet et al., 2011). Les génes MtPIN4 et MtPIN10 sont donc
de bons candidats pour étre impliqués dans la réponse racinaire aux facteurs Nod.

En ce qui concerne les protéines de transport de type AUX/LAX, peu de nouvelles études se sont
penchées sur cette famille. 1l y a cependant 5 génes identifiés appartenant a cette famille (LAX1-5)
(Schnabel and Frugoli, 2004). Cependant, on ne sait pas s’il existe un ou des orthologue(s) de AtLAX3
chez M. truncatula. La recherche du domaine d’expression et de la localisation subcellulaire de ces
protéines, et du phénotype de mutants affectés dans les genes codant pour ces derniers nous permettra de
déterminer si elles jouent aussi un réle dans la formation de la RL chez M. truncatula. Par ailleurs,
I’homologue d’AtAUX1 chez M. truncatula, le géne MtAUX1, qui s’exprime dans la nodosité et la RL (de
Billy et al., 2001), est aussi un candidat intéressant pour comprendre I’effet des LCOs sur le transport de
I’auxine. Une construction pAUX1:AUX1-YFP (issue du gene AUX1 d’A. thaliana) est en cours de
développement dans I’équipe, et pourra étre étudiée pour sa réponse aux facteurs Nod dans des racines de
M. truncatula.

Depuis ces travaux sur des mutants, le génome de M. truncatula a été séquencé et annoté, donc ce
travail de recherche des transporteurs d’auxine chez M. truncatula est a poursuivre. Il est probable que les
transporteurs d’auxine chez M. truncatula soient regroupés dans des familles multigéniques, ce qui
expliquerait I’absence de phénotype racinaire chez le mutant Mtsim1/pinl. L’analyse du transcriptome de
M. truncatula en réponse aux facteurs Nod et a I’auxine permettra certainement de mettre en évidence ces

familles de transporteurs.

3.3. Les facteurs Nod interagissent avec d’autres hormones

En paralléele de I’auxine, nous avons étudié I’effet des cytokinines (CK) et de I’éthyléne dans la
stimulation de la formation des RL par les facteurs Nod. Nous avons évalué I’effet des facteurs Nod sur
la formation de la RL chez le mutant Mtcrel-7, affecté dans le géne MtCREL, codant pour un récepteur
des CK chez M. truncatula (Gonzalez-Rizzo et al., 2006). Nous avons constaté que le mutant
Mtcrel répondait lIégérement moins que le génotype sauvage aux facteurs Nod pour la formation des
RL, ce qui suggére que les CK peuvent étre en partie impliquée dans la réponse aux facteurs Nod
menant a la stimulation des RL.

Les CK sont des hormones dont le rdle sur le développement racinaire est globalement inhibiteur,
tandis qu’elles sont requises pour le développement de la nodosité (Frugier et al., 2008; Fukaki and

Tasaka, 2009). Elles sont connues pour agir en interaction avec I’auxine dans de nombreux processus.
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Pour la formation de la RL, les CK ont globalement un role négatif : elles inhibent la production de la
protéine PIN1, permettant le transport actif de I’auxine. En revanche, elles sont décrites pour stimuler les
divisions corticales lors du développement de la nodosité (Lohar et al., 2004; Plet et al., 2011).

Il reste & comprendre comment cette hormone est requise dans ce mécanisme, et si son action est liée
a la synergie entre facteurs Nod et auxine. Pour cela, des traitements pharmacologiques a I’aide de CK de
synthése (BAP) et d’inhibiteurs des CK (par exemple P1-55) (Spichal et al., 2009), ainsi que de nouvelles
analyses génétiques sur des mutants affectés dans d’autres récepteurs aux cytokinines, comme AHK2 et
3, d’A. thaliana, qui semblent agir de fagon redondante avec CRE1 (Chang et al., 2013; Riefler et al.,
2006), ou dans sa voie de biosynthése ou de signalisation (par exemple les protéines de biosynthése IPT3
et 5) (Miyawaki et al., 2006). L utilisation de marqueurs de la présence des cytokinines pourra également
étre envisagée, afin de comprendre a quel stade les cytokinines pourraient étre requises par les facteurs
Nod lors de la stimulation de la formation des RL.

L’éthylene est également important dans la formation des RL et agit trés souvent en interaction avec
I’auxine que ce soit pour le développement des RL ou de la nodosité (Muday et al., 2012; Plet et al.,
2011). Nous avons mis en évidence que le mutant sickle de M. truncatula, affecté dans la sensibilité a
I”éthyléne, répondait toujours aux facteurs Nod pour la stimulation des RL. De méme, les facteurs Nod ne
semblent pas agir en synergie avec le précurseur de I’éthylene ACC. De ces résultats, nous pouvons
supposer que I’éthyléne n’est a priori pas requis pour la stimulation de la formation des RL en réponse
aux facteurs Nod. Par conséquent, I’action des facteurs Nod est probablement située en aval de la réponse
a I’éthyléne, ou passe par une voie de signalisation parallele a celle de I’éthyléne.

Pour finir, nous avons souhaité savoir si les facteurs Nod interagissent avec les strigolactones. Ces
hormones impliquées dans la ramification caulinaire et racinaire sont également des molécules signal
permettant d’améliorer les conditions de la symbiose MA (Kohlen et al., 2011). Les strigolactones
pourraient avoir globalement un effet négatif sur la formation des RL chez M. truncatula, car la formation
des RL chez le mutant ccd7, affecté dans la biosynthése des strigolactones, est meilleure. Il faudrait
toutefois confirmer cette expérience sur d’autres mutants affectés dans le métabolisme des strigolactones
pour en étre sir. Le mutant ccd7 s’est avéré moins sensible aux facteurs Nod, ce qui montre que les
strigolactones peuvent jouer un réle dans la stimulation de la formation des RL par les facteurs Nod.
Cependant, un petit effet stimulateur des facteurs Nod sur la formation des RL, non significatif, laisse
penser que I’action des strigolactones n’est que partielle. Il a été suggéré que les strigolactones peuvent
agir sur le taux d’auxine dans les racines en réduisant le transport d’auxine par une action régulatrice sur
les transporteurs PIN (Ruyter-Spira et al., 2011), ce qui expliquerait la baisse de sensibilité aux facteurs
Nod chez les plantes affectées dans la production des strigolactones.

Le fait que I’action des facteurs Nod dépende des cytokinines et des strigolactones provient
certainement des nombreuses interactions que ces hormones ont avec I’auxine, ce qui confirme la
complexité de la régulation hormonale. Ces élément permettent de supposer que les ratios

cytokinine/auxin et strigolactone/auxine sont important pour la formation des RL chez M. truncatula.
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4. La détection des primordia de racine latérale

Afin de mener a bien notre projet de these, nous avons utilisé deux types de rapporteurs de
I’accumulation de I’auxine basés sur le promoteur DR5 associé a des génes rapporteurs (GUS et VENUS),
pour lesquels nous avons développé des plantes transgéniques stables. DR5 est un promoteur synthétique
contenant des éléments de réponse a I’auxine AuxRE (Auxin Response Element) répétés en tandem
(Ulmasov et al., 1997). Ces AuxRE sont issus d’un promoteur naturel du gene GH3 présent chez Gycine
max, appartenant a une famille qui semble impliquée dans I’homéostasie de I’auxine.

Ces lignées transgéniques apportent de nouveaux outils & la communauteé scientifique travaillant sur
M. truncatula, tant dans le domaine du développement de la RL que dans d’autres thématiques
scientifiques, particulierement les symbioses. En effet, le role de I’auxine dans la régulation des
symbioses n’est pas complétement compris, et beaucoup de recherches seront a effectuer a I’avenir dans
ce sens.

Les marqueurs basés sur le promoteur DR5 sont trés utiles pour visualiser une accumulation
d’auxine, mais ils ont comme inconvénient d’étre indirects, car ils mettent en évidence la fin de la voie de
signalisation (la transcription d’un géne de réponse). Récemment, un nouvel outil a été développé chez A.
thaliana, DII:VENUS, un senseur basé sur le domaine de liaison a I’auxine Il d’une protéine de type
Aux/IAA, permettant un marquage directement lié a I’abondance de I’auxine (Brunoud et al., 2012). Le
marquage par DII:VENUS est plus sensible en terme de cinétique, car il s’exprime jusqu’a ce que I’auxine

permette I’interaction entre la protéine Aux/IAA et le complexe SCERVAFB

menant a la dégradation de
I’ Aux/IAA. Par conséquent, le marqueur disparait quand I’auxine s’accumule. Ce marqueur pourra étre
utile lors des études ultérieures de dynamique des gradients d’auxine liés a la formation de la racine
latérale.

En paralléle, nous avons utilisé les marqueurs pSCR1:GUS et pSCR2:GUS afin de procéder a la
description cellulaire des étapes de développement de la RL. Ces marqueurs, composés du promoteur du
géne SCARECROW (SCR) de Lupinus albus (Lupin blanc), et du géne rapporteur GUS (Sbabou et al.,
2010), ont été intégré dans des racines de M. truncatula grace a des transformations par Agrobacterium
rhizogenes. Nous avons constaté que le profil d’expression de ces genes n’était pas tout a fait sesmblable a
celui décrit chez le L. albus et chez A. thaliana (Di Laurenzio et al., 1996; Sbabou et al., 2010). Par
ailleurs, nous avons montré que SCR1 et 2 s’exprimaient pendant la formation de la RL chez M.
truncatula. Chez A. thaliana, SCARECROW est impliqué dans la détermination de I’identité de
I’endoderme et du cortex dans la racine au niveau du méristtme (Di Laurenzio et al., 1996). Afin de
comprendre le role de ce géne dans la racine latérale, il faudrait rechercher I’orthologue de SCR chez M.
truncatula, ce qui permettrait de formuler des hypothéses quant a une éventuelle implication pour

déterminer I’identité des tissus lors de la différentiation de la RL.
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Figure 6.4 « Modéle proposé du développement de la racine latérale et de I’intervention des

facteurs Nod

Nous proposons que les facteurs Nod agissent via I’auxine pour stimuler les étapes de spécification des
cellules fondatrices et /ou d’initiation (premiéres divisions). L’action des facteurs Nod pourrait requérir
également les cytokinines et les strigolactones. Le fait que les facteurs Nod induisent des RL au lieu de
voie des cytokinines par les rhizobia. Cette voie est

nodosités pourrait étre lié a I’activation de la
indispensable pour la formation de la nodosité.

Les effets stimulateurs sont indiqués par une fleche verte, les effets inhibiteurs par une ligne rouge, les

effets dont on ignore la nature par des fleches orange, les effets qui ne sont pas sdrs sont en pointillés.

*Chez M. truncatula, I’éthylene est stimulateur sur la formation des racines latérales a concentration faible

ou moyenne (10" M d’ACC).
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5. Conclusions générales et perspectives

Nos travaux ont apporté des connaissances sur le déroulement et les caractéristiques du
développement des RL chez M. truncatula. Celui-ci présente des similarités et des différences avec les
caractéristiques de formation des RL chez A. thaliana, mais aussi des ressemblances avec la formation
des RL chez d’autres espéces, ainsi qu’avec la nodosité. Le péricycle est la premiere lignée cellulaire a se
diviser lors du développement de la RL chez M. truncatula, mais ce développement implique aussi une
contribution de I’endoderme et du cortex interne, ce qui est une caractéristique assez fréquente chez les
Iégumineuses. Dans I’objectif de comprendre comment les facteurs Nod agissent sur la formation de la
RL chez M. truncatula, nous avons observé que ces molécules ont une action précoce, ciblée sur un ou
plusieurs stades proches de I’initiation. Nous proposons I”’hypothése que les facteurs Nod agissent lors de
la spécification des cellules fondatrices du péricycle, et/ou lors des premiéres divisions anticlines du
péricycle ou de I’endoderme (Figure 6.4). Enfin, le réle prépondérant de I’auxine dans cette stimulation a
été partiellement confirmée, notamment de part son interaction avec les facteurs Nod. D’autres hormones,
les cytokinines et les strigolactones, pourraient aussi étre impliquées dans le mécanisme de stimulation de

la formation des RL chez M. truncatula (Figure 6.4).

Les perspectives qu’ouvrent ces travaux sont nombreuses. Il reste a présent a comprendre comment
le transport et/ou la signalisation de I’auxine peuvent étre affectés par les facteurs Nod. Ce travail pourra
étre effectué en recherchant précisément la localisation cellulaire et subcellulaire des transporteurs
d’auxine connus par des expériences d’hybridation in situ ou d’immunolocalisation. Les expériences de
transcriptomique en réponse a I’auxine et/ou aux facteurs Nod permettront certainement de mettre a jour
d’autres transporteurs impliqués dans la formation de la RL. Il s’agira aussi de préciser I’interaction des
facteurs Nod avec les cytokinines et les strigolactones, ou avec d’autres hormones ou molécules, a I’aide
de nouvelles approches génétiques, et éventuellement par des marqueurs de réponse aux cytokinines (par
exemple pMtARR9::GUS ou pMtARR11::GUS) (Op den Camp et al., 2011).

Par ailleurs, nous avons lancé une analyse transcriptomique visant a tester la réponse aux facteurs
Nod et a I’auxine, ainsi que I’effet synergique entre ceux-ci, afin de déterminer quels sont les acteurs
moléculaires requis lors de la formation des RL en réponse a ces molécules. Cette approche nous
permettra d’identifier des génes candidats impliqués dans la régulation des étapes précoces de la
formation de la racine latérale en réponse aux facteurs Nod, et de comprendre comment ces derniers
modifient la signalisation et/ou le transport de I’auxine pour agir sur les RL. Cette approche nous
permettra également de trouver des acteurs précoces induits par I’auxine dans les cellules a I’origine des
nouvelles RL, et ainsi de mieux comprendre les étapes preécoces de la formation de la RL chez M.
truncatula. En effet, celles-ci sont peu documentées, et les approches avec a priori (qQPCR, etc.) sur
d’éventuels génes orthologues a ceux décrits chez d’autres plantes sont difficiles a mettre en ceuvre au vu

de la complexité du génome de M. truncatula.
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Dans un contexte symbiotique, cette these apporte des éléments de réflexions quant aux similarités
entre RL et nodosité. En effet, chez M. truncatula, les facteurs Nod influent sur la formation des RL via
I’auxine, comme nous I’avons montré, mais également via la voie commune de signalisation symbiotique
(CSSP). Etant donné que I’auxine joue également un role dans la régulation de la nodosité, il serait
intéressant de comprendre pourquoi les facteurs Nod n’induisent pas le développement d’une nodosité
chez M. truncatula, comme c’est le cas chez Medicago sativa. Cela pourrait par exemple s’expliquer par
I’action d’autres signaux bactériens. En se basant sur nos résultats montrant une action précoce des
facteurs Nod, on peut proposer I’hypothese que les facteurs Nod jouent un réle dans les premiéres étapes
de développement des organes, incluant I’action précoce de I’auxine, la spécification des cellules
fondatrices du péricycle, et les divisions du péricycle et de I’endoderme, qui seraient donc des étapes
communes aux deux organes. Ensuite, ces mécanismes pourraient bifurquer, ou requérir un ou plusieurs
autres acteurs, afin de former plut6t une nodosité ou plutét une RL. Les cytokinines pourraient faire partie
de ces autres acteurs, car celles-ci sont requises pour la mise en place des divisions corticales de la
nodosité, mais sont au contraire inhibitrices de la formation de la RL.

La continuité de ces travaux sera également de comprendre si les Myc-LCOs font intervenir le méme
type de mécanismes que les facteurs Nod, et dans ce cas, si les voies de signalisations menant a la
stimulation des racines latérales déclenchées par les facteurs Nod d’une part et les Myc-LCOs d’autre part
(cf. Figure 1.28), se rejoignent pour cibler des acteurs communs, apres avoir bifurqué de fagon spécifique
(via NSP1 ou RAML). Pour ce faire, il sera intéressant de rechercher des génes régulés par les facteurs
Nod ou les Myc-LCOs, liés a la formation des RL, et dépendant soit de NSP1, soit de RAM1. Ceci sera
possible a I'aide d’analyses transcriptomiques, puis en analysant les génes identifiés dans des fonds

mutants nspl ou ram1l.

A plus long terme, les travaux réalisés au cours de cette thése ont également un intérét agronomique :
Ils aménent une meilleure compréhension de I’effet des LCOs symbiotiques sur le rendement des
cultures, et permettront d’améliorer les conditions d’applications des bio-fertilisants basés sur ces
molécules, développés par I’entreprise Novozymes. En particulier, un brevet a été déposé au nom de
I’INRA, dont Novozymes pourra bénéficier, concernant nos résultats montrant une synergie entre les

LCOs et I’auxine.
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ANNEXES

ANNEXE A

COMPOSITION DU MILIEU M
Modifié d’apres Bécard et Fortin et al. (1988) pour favoriser le développement de racines latérales

Solutions meres

Les solutions méres concentrées (100X pour les macro-éléments, le calcium et le fer, 1000X pour les
micro-¢éléments et le KI) sont a conserver a 4°C. La stérilisation se fait par filtration pour le Fer, par
autoclave pour les macro-éléments, le CaCl,, les micro-éléments et le KI.

Macro-éléments

KNO; 80 mg/L
MgS0O,4.7H,0 731 mg/L
KCI 65 mg/L
KHZPO4 48 mg/L
CaCIz

CaCl,.2H,0 176,4 mg/L
OU Ca(NOs3),.4H,0 288 mg/L
Fer

NaFe-EDTA 8 mg/L

Micro-éléments

MnCl,.4H,0 6 mg/L
H3;BO; 1,5 mg/L
ZnS0O,4.7H,0 2,65 mg/L
Na,M00,.2H,0 0,0024 mg/L
CuS0,4.5H,0 0,13 mg/L
Kl

Kl 0,75 mg/L

Ajuster le pH a 5,8 a I’aide de KOH dilué (pH tres sensible)

Ajouter 4 g/l de Phytagel (Sigma)

Stériliser a 120°C pendant 16 min

Conserver a 65 °C aprés autoclave (une fois solidifié, le phytagel ne peut plus fondre)
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ANNEXE B

COMPOSITION DU MILIEU FAHRAEUS

Concentration finale

Composeé (ma/h)
CaCl, 132
MgSO,.7H,0 120
KH,PO, 100
Na,HPO,.2H,0 75
Fe-citrate 5
MnCl,.4H,0 0.07
CuS0,.5H,0 0.07
ZnCly, H3BO3 0.07
Na,Mo0,.2H,0 0.07

Ajuster lepHa 7.5
Ajouter 100 mg/l d’agar
Autoclave a 120°C pendant 16 min
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RESUME DE LA THESE

La légumineuse modéle Medicago truncatula peut s’associer avec deux types de
microorganismes du sol pour former des endosymbioses racinaires: la symbiose Légumineuse-
Rhizobium avec des bactéries fixatrices d’azote, et la symbiose Mycorhizienne a Arbuscules avec des
champignons de la famille des Gloméromyceétes.

Depuis la découverte que les symbiontes rhizobien et mycorhiziens de M. truncatula produisent
des lipo-chitooligosaccharides (LCOs), respectivement appelés facteurs Nod et Myc-LCOs, qui
stimulent la formation des racines latérales (RL) chez cette plante, il a été suggéré que ces facteurs
symbiotiques interférent avec le programme développemental de la plante pour former les RL. Afin de
déterminer la maniére dont ces molécules interviennent dans ce programme, il est nécessaire de
comprendre les mécanismes physiologiques et moléculaires régissant I’action des facteurs Nod et les
Myc-LCOs sur la stimulation de la formation des RL. Le projet de thése a donc pour objectif de
caractériser la stimulation du développement des RL par ces facteurs symbiotiques chez la
légumineuse modéle M. truncatula, et en particulier de comprendre s’ils agissent sur un stade
particulier ou une zone de la racine donnée, et s’ils interagissent avec des voies hormonales.

Les RL sont des organes adaptatifs, dont le développement est finement régulé aussi bien par des
programmes développementaux internes que par des signaux environnementaux. Le développement de
la RL chez M. truncatula est plus complexe que celui d’autres plantes modéles, parce que sa racine est
capable de former un autre organe en présence de son symbionte rhizobien : la nodosité. La régulation
des organes racinaires chez cette plante présente donc des spécificités, en particulier au niveau
hormonal. Nos travaux ont permis de mettre a jour les connaissances sur le déroulement et les
caractéristiques du développement des RL chez M. truncatula. Celui-ci présente des similarités et des
différences avec les caractéristiques de formation des RL chez A. thaliana, mais aussi des
ressemblances avec la RL chez d’autres especes, et avec la nodosite.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que les facteurs Nod agissent de fagon précoce sur la
formation de la RL, probablement lors des étapes de spécification ou d’initiation des cellules du
péricycle, la premiere lignée cellulaire a se diviser lors du développement de la RL chez M. truncatula.
Le rble prépondérant de I’auxine dans cette stimulation a été mis a jour, de par son interaction
synergique avec les facteurs Nod.

Dans un contexte d’amélioration des rendements agricoles et de préservation de I’environnement,
cette these ouvre des perspectives sur la compréhension de I’effet des molécules d’origine microbienne
sur le développement des organes racinaires. Afin de poursuivre les travaux entamés au cours de ce
projet, il sera nécessaire de caractériser plus précisément I’effet des facteurs Nod sur les étapes
précoces de la RL, et comprendre dans quelle mesure ils interferent avec I’auxine. Ces travaux seront
également a effectuer avec les Myc-LCOs.
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