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1. Contexte socio-économique

Un des défis des prochaines décennies va étre deirnone population mondiale
estimée a 9.2 milliards d’individus d’ici 2050 (FADAT, http://faostat.fao.org/). Ce défi va
nécessiter de doubler la production de nourrit@esdes pays en voie de développement et

de l'augmenter de 70% a I'échelle mondiale.

Pour atteindre cet objectif il n'y a pas d’autréusion que celle d'une intensification
de lagriculture, hormis la stabilisation voire téduction de la population humaine. La
politique actuelle d’intensification du systéme iegle dans les pays en développement,
appelé révolution verte, flt initi€ au Mexique pacollaboration du gouvernement mexicain
et de la fondation Rockefeller apres la seconderguaondiale. C’est dans les années 1960
gue la révolution verte a atteint une dimensioermationale en étant d’abord appliquée en
Inde, puis tres vite étendue aux autres pays émetgale I'Asie mais aussi au Brésil
(Perkins, 1997). Cette intensification repose su fomte utilisation d’intrants (pesticides et
fertilisants minéraux), le développement de l'iatign ainsi que sur le développement de
variétés de plantes a hauts rendements, notammentps plantes ceréalieres tel que le blé,

le riz ou encore le mais.

La révolution verte a ainsi permis de nourrir uo@ydation mondiale ayant doublé au
cours des 40 dernieres années. L’augmentation pi®daiction agricole ayant accompagné la
croissance de la population a évité de ce faitaatastrophe malthusienne dans de nombreux
pays en voie de développement. La production mimdi@ céréales est ainsi passée de 876
millions de tonnes a 2.45 milliards de tonnes au<aoles 40 dernieres années (FAOSTAT,
http://faostat.fao.org/). On estime que la révalntiverte a ainsi sauvé un milliard de

personnes de la famine.

Cependant, il est désormais admis que cette réonlwerte s’est accompagnée de
nombreux effets négatifs pouvant compromettre leerpété du systeme de production
agricole actuel. Ces effets négatifs de I'intenatiion incluent la contamination des nappes
phréatiques, les rejets de gaz a effet de seeatrdphisation de nombreux écosystémes
aguatiques, la déforestation, la dégradation duy lsolsalinisation de zones irriguées et
l'induction et le développement de résistances daszorganismes phytopathogenes. De plus,

il est apparu que le systeme de production actoétepte déja des limites, avec une
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population sous-alimentée estimée a 13% de la pppalmondiale, soit prés de 910 millions

de personnes.

Un des grands défis des prochaines années va étépaladre a la future demande de
la population mondiale croissante. Cependant.delsniques actuelles d’agriculture intensive
ne peuvent répondre a ce défi, « Pour croitreri€aljure doit apprendre a économiser »
(FAO, « Save and grow », 2011). C’est dans cettEjop que la FAO a lancé une initiative
mondiale « Produire plus avec moins » rapporté Eot@me d’'un ouvrage visant a proposer
un nouveau modele d’agriculture. Les recommandstipnoposées reposent sur une
intensification de I'agriculture certes, mais unéensification qui soit raisonnée et durable.
Ce modele est défini comme : «une agriculture prtide qui permet de conserver et
d’améliorer les ressources naturelles. Elle utilise approche écosystémique qui met a profit
la contribution de la nature a la croissance dastpt — matiéres organiques du sol, régulation
des débits d’eau, pollinisation et prédation ndieirges ravageurs — et applique des intrants
externes appropriés au bon moment et en quantidueo». Un des principes-clé pour

atteindre cet objectif est le maintien de la qaadit de la santé des sols.

2. La qualité des sols

Différentes tentatives pour définir un sol ainsi gaequalité se sont succédées et sont
souvent le reflet d'une école de pensée. Elles adaptées a un objectif ou s’adressant a des
utilisateurs différents (Gobat al, 2010). La définition d’un sol est préalable aé&inition
de sa qualité. La complexité de I'objet qu'essd rend difficile la définition d’une qualité
générique. Dans notre problématique d’étude, ndlossaadopter, en partie, la définition
proposée par Lavelle et Spain (2001) formulée &@rphr rapport de la Société Américaine de
Science du Sol (Karlest al, 1997). Le sol peut-étre défini comme un assenebtagano-
minéral et comme tel, il est fortement dépendamfeiencé par les processus biologiques.
est composé par un assemblage stable mais nonlidénde trois composantes : (1) de la
matiére organique, (2) de la matiére minérale etl€3la matiere organo-minérale et inclu un

ensemble d’organismes vivants qui lui est spécifique

Au sein d'un sol, la matiére organique est repré&septr la biomasse et les produits

issus du métabolisme des organismes vivants (u@gétanimaux ainsi que des
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microorganismes) et de la biomasse morte, issua décomposition de ces organismes. La
matiére organique issue de la décomposition desnamaes du sol, est composée de : (1) la
matiere organique fraiche représentée par ladit@r (2) la matiére organique humifiée

représentée par des macromolécules synthétiséesedsoisa la suite de processus chimiques

et biochimiques complexes constituant 'humificat{@obatet al, 2010).

La matiére minérale résulte de la dégradation pfagset chimique de la roche mere.
Elle est composée de trois fractions identifiéésrskeur granulométrie : les sables (50 — 2000
pum), les limons (2 — 50 um) et les argiles (< 2 unija proportion de chaque fraction
déterminera la texture minérale du sol. Parmi ¢&tfon minérale, les argiles, qui sont des
colloides minéraux, vont jouer un rble central densol. Ces particules colloidales vont
influencer la structure, la porosité et la capadi&Ehange ionique du sol. Ces processus sont
la résultante de trois capacités que possederarigies : elles sont (1) électronégatives, (2)
hydrophiles et (3) capable de se disperser ouodelftr (Gobatt al, 2010).

La matiere organo-minérale (communément appellémuBy est constituée de
complexes argilo-humiques. Ces complexes sont isgeug'assemblage via des liaisons
chimiques, généralement au travers d'un cationciggal ou fer), entre des argiles et des
polymeres organiques. Ces complexes argilo-humiquest conférer de nombreuses
propriétés au sol et influeront sur sa qualitévdat ainsi : (1) modifier I'aération du sol et le
stockage de l'eau, (2) ralentir la minéralisata la matiére organique, (3) empécher la
dispersion des argiles, évitant le colmatage destd compaction, (4) augmenter la capacité
du sol a retenir les bioéléments indispensablegpantes (Gobagt al, 2010).

La qualité du sol quant a elle, peut-étre défimenme « étant la capacité d'un sol a
maintenir la production biologique, la qualité denl/ironnement et de promouvoir la santé
des plantes, des animaux et de I'homme » (Detaad, 1996) ou encore comme étant : « La
capacité du sol a fonctionner comme un systementitas sols en bonne santé maintiennent
en leur sein une diversité d’'organismes qui congnibida combattre les maladies des plantes,
les insectes et les adventices, s’associent denfhéoéfique et symbiotique aux racines,
recyclent les nutriments essentiels, améliorerstdacture du sol et, partant, la rétention des
eaux et des nutriments, le tout contribuant & aw&lila production végétale » (FAO, « Save

and grow », 2011).
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2.1. Le réle des invertébrés dans la qualité du sol

Le sol est de moins en moins considéré comme umg@esi« boite noire » dont l'utilité
se limite a I'apport de nutriments nécessaires érdéssance des plantes (Lavelle & Spain,
2001). En effet, le sol contient un des assembléggeplus complexes d’organismes vivants,

qui interagissent avec les composantes organiquesrganiques d’un sol.

Parmi la composante biotique de ce systéme, lextétwés du sol sont des acteurs
important dans ces interactions. De ce fait, il& an impact majeur au niveau des
caractéristiques physiques, chimiques et biolagggdu sol, assurant le maintien de la
capacité du sol a délivrer des services écosyst@mifLavelle, 2002; Lavellet al, 2006).
Ces services écosystémiques concernent I'approwisinant en eau, le cycle des nutriments,
la formation des sols, la régulation du climat ecare le contrdle de I'érosion. Parmi les
invertébrés du sol, les vers de terre sont probadi¢ les acteurs les plus importants dans la
formation des sols, dans le maintient de la strecttirde la fertilité des sols. lls représentent
la biomasse animale la plus importante des sols Gaplupart des écosystemes terrestres.
Des ouvrages commeTde formation of vegetable mould through the actibworms» écrit
par Charles Darwin en 1881, ont trés tot rappadrngbrtance des vers de terre en termes de
fragmentation de la matiére végétale et animaleendu remaniement et de la stabilisation
de la structure du sol, de I'aération, du drainetgee la fertilité.

2.2. Les vers de terre au fil des ages

Comme rapporté dans la synthése de Minnich (19&7jpout temps les vers de terre
ont attiré l'attention des hommes. Leurs effet figunés sur la fertilité des sols était déja
connu dans I'Egypte antique allant méme jusqu'@ @éclarés sacrés par la reine Cléopéatre
(69 - 30 av J.-C.), rendant passible de la peinendd toute extraction du sol. De grands
philosophes grecs tels Aristote (384 — 322 av..)J.k€connurent aussi leur vertu en les
qualifiants « d'intestins de la terre ». Cependalat,17™ siécle au 28" siécle ils furent
considérés comme nuisibles, nécessitant d'étre qiréslides sols. lls seront par la suite
réhabilités au travers d’ouvrages de grands nadtealtels que Darwin (1881). Depuis le

début du 28" siécle jusqu'a aujourd’hui, le nombre d’expériencisant a étudier I'effet des
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vers de terre sur la structure et fertilité dess,satais aussi sur les différents parametres
agissant sur la croissance des plantes n'ont ecesge d’augmenter et ont fait a ce jour,
'objet de nombreux travaux (Bouché, 1971; Sietsal, 1985; Edwards & Bohlen, 1995;
Lavelle & Spain, 2001; Edwards, 2004).

2.3 Taxinomie des vers de terre

Les vers de terre appartiennent au sous ordreod@wics Lumbricing, sous division

de la sous-classe des Oligochétebgochaetd appartenant a 'embranchement des annélides
(Annelidag. Les vers de terre représentent plus de la éndds 6000 especes décrites chez
les oligochetes et regroupent un ensemble detgmestres, arboricoles et aquatiques. Trés
répandus, ils se retrouvent dans la plupart deésnmeglu monde, a I'exception des milieux
climatiques extrémes a I'image des déserts ou er®s régions constamment enneigées ou
recouvertes de glace. La diversité des especesrdalg terre rend difficile les généralisations
sur leur impact sur le sol. Cependant, dans soragewéférencant les vers de terre en France,
Bouché (1971) a distingué 3 classes écologiqudamnciiss de vers de terre, suivant des
parametres morphologiques et comportementaux (plogsgues) reflétant leurs mode de vie
et activité dans le sol: (1) les épigés, (2) lexmues et (3) les endogés.

2.4. Ecologie des vers de terre

La classe des épigés, décrite par Bouché (197tecoe les vers de terre vivant a la
surface du sol (Figure 1), dans la litiere (en delte la phase minérale du sol). Ces vers de
terre, généralement de petite taille et fortemeniitas, possedent une forte pigmentation qui
leur conférent une coloration rouge foncé qui leemet de se dissimuler dans la litiere de
feuilles mortes et les déjections animales dargukdtes ils vivent. Ces vers de terre, de part
leur régime alimentaire, vont étre responsablem dicomposition et de la fragmentation de
la matiere végétale morte (feuille, tige, troncfettoute autre matiére organique résiduelle a

la surface du sol.

La classe des anéciques (Figure 1), regroupe lessdeeterre vivant dans le sol et
créant des galeries verticales. Ces vers de termg@entation brune, parfois irisée
(mimétisme crépusculaire) possédent une taille lmeguplus importante que les vers de terre

6
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épigés. lls sont caractérisés par une forte agtidéns le sol, observable par le réseau
complexe de galeries et les nombreux turriculegeétiéns) qu’ils déposent a la surface du
sol. Ces vers de terre sortent généralement lg afiit de limiter la prédation. lls vont

prélever la litiere superficielle, qu’'ils tirent W& leurs galeries. lls réutilisent les mémes

galeries pendant un certains temps, a la différdeseendogés.

La classe des endogés (Figure 1) regroupe les derserre, de taille petite a
intermédiaire qui sont souvent caractérisés par nianque de pigmentation. Cette
caractéristique est répandue dans la faune édapbeyeofondeur. Vivant en permanence
dans le sol, dans des galeries horizontales, itoserissent de la phase organo-minérale du
sol (géophagie), de fragments de racines mortezofshagie), mais aussi de la microflore et
meésofaune qui sont ingérées avec le sol. Cepentlams habitudes alimentaires sont
hétérogenes et dépendent fortement de leur préineocr le type de matiére organique
(Curry & Schmidt, 2007). Les turricules résultamt ldur activité métabolique sont déposés
dans les galeries souterraines, qui sont doncéasilisées.

Dans la plupart des écosystemes, les vers de semt des facteurs clé dans la
fragmentation de la matiére organique (Lavelle &iBpa001). On estime ainsi qu’ils sont
capables de consommer la quasi-totalité de ladigénuelle (Browret al, 2004). L’activité
conjointe de ces 3 classes écologiques de vererde permet la dégradation fine de la
matiere organique ainsi que son enfouissementldaw selon la chronologie suivante : dans
un premier temps, la litiere a la surface du softra fragmentée par les vers de terre épigés.
On estime que, cette litiere fragmentée, sera at@anconsommée par les vers de terre
anéciques, la dégradant encore plus et permetiardrfouissement dans le sol. Cette matiere
organique fortement dégradée va poursuivre soreelétant ingérée par les vers de terre
endogés et subissant un nouveau processus de aignadt de dissolution. L'activité
conjointe des vers de terre contribue ainsi a&ntlu carbone dans les sols et va permettre

tous les processus physiques, chimiques et bialegiqui vont étre décrits ci-apres.
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Figure 1: Schéma des composantes externes (galsri@grégats, turricules) et internes (en contact a¢ le corps du vers de terre) de la drilosphére ete leur
interaction avec d’autres domaines fonctionnels dgol. Cette interaction va affecter la dynamique déa matiere organique ainsi que l'activité microbieme (d’'apres
Brown, 2000).
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2.5. La drilosphere

Le concept de « drilosphére », introduit par Bou¢l®#75) désigne le volume de sol
qui est sous influence des vers de terre, délimaarsi leurs domaines fonctionnels. Cette
zone, concerne toute région de sol ayant été etacoavec des composés excrétés par les
vers ou en contact direct avec le vers de terre, @i soit a sa surface, ayant été ingére
(entrant en contact avec I'appareil digestif) oaar, toutes les structures laissées par le vers
de terre aprés son passage (turricules et galetiasjirilosphére va pouvoir interagir avec
d’autres domaines fonctionnels (Figure 1 et 2) @uBrown et al, 2000; Lavelle, 2002). De
cette interaction va résulter un effet significasifir : (1) le volume de la litiere, (2)
'agrégation et la porosité du sol et enfin (3rtaissance de la plante en interagissant via sa
rhizosphere qui représente la région de sol infl@éermar les racines et les microorganismes
associés. Tous ces changements physiques, chimegbéschimiques relévent également de
I'activité bactérienne a l'intérieur de la driloggh, elle-méme stimulée par la présence de

vers de terre.

Liter Svstem | detritusphere )
Soil surfsce m—— [ ity

@hcm
Dril h A peregatusphere
' L" vy rikosphere
Pormsphere
L =
L. "

Figure 2 : Représentation de l'interaction de la ditosphére avec les autres sphéres de régulation gentes
dans le sol (d’aprés Brown, 2000)

2.6. Impact des vers de terre sur les bactéries dols

L'impact des vers de terre sur l'activité microlmenpeut étre expliquée par la
meétaphore de « la belle au bois dormant » (Lavellal, 1995). Les vers de terre sont
capables de produire un ensemble de métabolitestets substances actives, qui vont étre
bénéfiques a 'activité des microorganismes, ladedir passage dans le tube digestif du vers
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de terre (Lavellest al, 1995; Brownet al, 2000; Edwards, 2004). Au cours de ce processus,
du mucus intestinal chargé en eau et en carbonbledlle baiser) est produit par le vers de
terre (le prince) et va permettre le réveil de aiads bactéries (les belles au bois dormant).
Ainsi, pendant et apres le passage dans le tulestdiges vers de terre, les bactéries seront
fortement actives (Bernardt al, 2012). La forte activité des bactéries va penmelh
décomposition des formes stables de matiere orgartg sol pour lesquelles les vers de terre
ne possedent pas les enzymes adéquates (Lavelle1995; Brownet al, 2000). Pendant ce
processus, la population d’autres organismes (poaices, nématodes, champignons) va
diminuer. Toutefois, aucun lien direct entre laediion de ces organismes et I'alimentation

des vers de terre n'a été clairement démontré y@&uBchmidt, 2007).

A la fin du processus de digestion, les populatibastériennes restent encore un
temps actives dans les turricules laissés par ¢es de terre. Ceci va avoir comme effet
d’augmenter la minéralisation et la disponibilités deutriments. Avec l'age, l'activité a
l'intérieur de ces turricules va décroitre jusqetourner & son niveau initial, voir inférieur a

celui d’'un sol non ingéré, ce qui serait resporesdhine protection de la matiére organique.

3. Effets des vers de terre sur les plantes

3.1 Effet des vers de terre sur la croissance dekaptes

Jusqu'a aujourd’hui, le nombre d’expériences visaétudier I'effet des vers de terre
sur la croissance des plantes n'a eu de cessendéanigr et a fait a ce jour, I'objet de deux
revues de synthése (Scheu, 2003; Brewal, 2004), référencant respectivement 67 études
en milieu tempéré et 246 expériences en milieudabplLes questions récurrentes posees par
les études référencées portent sur: (1) quantigéet (négatif ou positif) des vers sur la
biomasse des plantes, (2) quelles especes depkaritles plus affectées et (3) quelle espece
de vers de terre est la plus efficace dans la piomale la croissance des plantes (Scheu,
2003; Brownet al, 2004). Ces études mettent en évidence un eftgifpdes vers de terre sur
la croissance des plantes avec un effet positifsshiomasse aérienne dans 75% des cas pour
les vers de terres tropicaux et 79% des cas pewels de terre tempérés. Ces études ce sont
intéressées tout particulierement a I'effet des er terre sur des espéces de plantes d’'intérét

agronomique.
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Les auteurs des ces deux revues soulignent quétleles référencées soulévent
rarement la question du mécanisme via lequel les de terre agissent sur la croissance des
plantes et sur la fertilité des sols. Des que leestre en contact avec le tube digestif du vers
de terre, il va subir de profonds changements pbyshimiques et biologiques qui affectent
'ensemble du profil du sol. Ces changements mnfacteurs déterminants pour expliquer
I'effet des vers de terre sur les plantes et somé¢ment dépendants de la classe écologique du
vers de terre étudié. De l'interaction entre less\ae terre, les microorganismes du sol et la
plante va résulter des bénéfices mutualistes poacun des organismes (Figure 3). De cette
relation tripartite découle de nombreux servicesetlifications de I'environnement pouvant
influencer la croissance des plantes. Ces modifitat étant tant d’ordre physique
(modification de la porosité et de I'agrégationfinsique (enrichissement en minéraux et
matiere organique) que biochimique (via la syrehds molécules agissant directement sur la

physiologie de la plante).

Bactéries

Vers Plantes

Figure 3 : Schématisation de la relation tripartiteentre les vers de terre, les plantes et les micng@anismes
du sol.

3.2. Mécanismes a l'origine de I'effet des vers derte sur la croissance des plantes

3.2.1. Modification de I'environnement physique

La relation significative entre l'activité des vets terre, la fertilité du sol, la structure
du sol et la dynamique de la matiére organiquel@stiis longtemps reconnue (Darwin, 1881;
Edwards & Bohlen, 1995; Edwards, 2004). Lors dadealéplacements, les vers de terre

11
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consomment du sol et des résidus organiques quiéiamixés pendant le passage dans leur
tube digestif, pour étre finalement excrétés somsné de turricules. Ce processus va
fortement affecter la dynamique de la matiere agan la porosité ainsi que la formation et

la stabilité des agrégats de sol par la formatiooameplexes argilo-humiques.

3.2.1.1. Impact sur la porosité des sols

La création de galeries dans le sol, par les vertene, va fortement influencer la
porosité de ce dernier. La porosité est le résdikafagencement entre les espaces vides et
des agrégats de sol de tailles différentes. Cetidifioation de la porosité va avoir une
influence au niveau de la croissance des planteagtifiant les échanges gazeux, la résistance
a la pénétration racinaire, la composition biotigeela rhizosphére mais surtout l'infiltration
et la rétention de I'eau (Shipitalo & Le Bayon, 2R04es pores ainsi formés seront remplis
avec de l'eau ou de l'air et vont servir d’habitatde nombreux organismes tel que des
bactéries, des protozoaires ou encore des nématdaes la phase aqueuse et des
champignons, racines et microarthropodes dans daeplgazeuse (Browet al, 2000). En
plus d’'influencer les habitats de ces organisnepplosité du sol va également influencer la
capacité de rétention de lI'eau par le sol. La coépate rétention de I'eau d’'un sol résulte
essentiellement des forces de tension superfisiebercées sur les molécules d’eau due aux
effets de liaison autour des particules de solrtedfets de capillarités dans les pores (Gobat
et al, 2010). En modifiant la porosité du sol, par lg@ation de galeries, mais aussi en
compactant ou décompactant le sol (Blanchgetl, 1997; Blancharét al, 1999), les vers de
terre vont influer sur I'espacement entre les paléis de sol et donc sur la capacité de
rétention de I'eau par le sol. Enfin, la modificatide la porosité va également influer sur les
processus métaboliques, en changeant notammerdriesntrations en Javorisant plus ou

moins les processus métaboliques anaérobiques (Brbal, 2000; Lavelle & Spain, 2001).

L’activité des vers de terre au niveau de la pt€odu sol est tres dépendante de la
catégorie écologique du vers de terre. Une sédrpérience, montre que les galeries créées
par des vers de terre anéciques ou endogés ontbomee conductivité hydraulique.
Cependant, l'activité principale des vers de temdogés ayant principalement lieu sous la
surface du sol, il en résulte la création de gadehorizontales souvent obstruées par des
turricules. Par conséquent, ils n’influencent phidbment pas directement le transport de

12
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'eau dans le sol (Shipitalo & Le Bayon, 2004). &’pour cette raison que la plus plupart des
recherches ce sont centrées autour des vers éeatggciques tel queumbricus terrestris

ayant probablement la plus grande action au nideda conductivité hydraulique dans le sol,
dd a la création de galeries verticales, partanadrirface et allant vers les profondeurs du

sol.

3.2.1.2 L’agrégation du sol par les vers de terre

Les vers de terre sont responsables de la majeure gas agrégats a la surface des
sols. Certains auteurs ont établi que 50% des atgégla surface des sols tempérés seraient
constitués de ces turricules, représentant 40 &g an® en surface et d’autant plus en
profondeur (Sixet al, 2004). Il existe deux mécanismes via lesquelsvégs de terre vont
influencer cette agrégation : (1) la création déems et (2) la formation de turricules
(Brown et al, 2000).

Lors de leurs déplacements, les vers de terre gpatcer une pression sur le sol
environnant et du mucus, essentiellement congtidugolysaccharides et de macro-protéines,
va étre excrété et déposé sur la paroi des galeoi@gellement formées, stabilisant ainsi leur
structure (Edwards & Bohlen, 1995).

Le processus de formation des agrégats dans kesutas est quant a lui différent et
influencé par de nombreux facteurs comme l'agguiité de la matiére organique ingérée,
ainsi que de l'activité des vers de terre elle méamiaencée par la disponibilité en nourriture
(Six et al, 2004). Une fois de plus, ce processus est forierdépendant de la catégorie
écologique du vers de terre considéré. Toutefoispnacessus général exhaustif peut-étre
proposé quant a la formation de ces agrégats.

Le processus d’agrégation au sein d'un sol est soarplusieurs facteurs (Figure 4):
(1) la faune du sol, (2) les microorganismes du (@lles systémes racinaires des plantes, (4)
des liants inorganiques et (5) des facteurs enn@orentaux. Tous ces acteurs interagissent
pour conduire a la formation de (1) micro-agrégas- 250 um), (2) macro-agrégats (> 250
pum) et (3) de micro-agrégats dans les macro-agrégatformation de ces 3 composantes est
illustrée par la théorie de I'agrégation hiérarcigicet est fortement dépendante des facteurs
biotiqgues du milieu (systéme racinaire des plantegéliums et bactéries) (Oades, 1984; Six
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et al, 2004). Parmi la faune du sol, les vers de terrg ks organismes les plus étudiés en
relation avec I'agrégation du sol (Séxal, 2004).
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Figure 4 : Schéma de la multiplicité des interactins et rétroactions entre les cinqg composantes infmcant
la formation et la stabilisation des agrégats danies sols (d’aprés Six, 2004).

Pendant le transit intestinal, le sol ingéré esieegment déstructuré jusqu'a I'échelle
des micro-agrégats (Shipitalo & Protz, 1988; Baetisal, 1993; Bossuytt al, 2005). De
nouveau macro-agrégats vont étre formés grace agagggs de liaison (liants) produits par les
vers de terre, sous la forme de mucus ou encoreadsonate de calcium (CagQ a
l'intérieur de leur tube digestif (Oades, 1984; @ io & Protz, 1989; Edwards & Bohlen,
1995; Shipitalo & Le Bayon, 2004; Set al, 2004). Les vers de terre ont également un effet
a I'échelle des micro-agrégats. A l'intérieur derlaube digestif, les débris organiques ingérés

vont servir de noyau a la formation de nouveauxroragrégats (Shipitalo & Protz, 1989;
Baroiset al, 1993).

Le processus de formation de micro-agrégats etgn@nt lié a I'activité microbienne
au travers du recouvrement de particules de matigganique en décomposition avec une
association de particules d’argile et de substamugslagineuses (Sigt al, 2004; Pulleman
et al, 2005; Caesar-TonThat al, 2007). Ces substances mucilagineuses sont paironent
composées de polysaccharides, mais peuvent augenaodes acides polyuroniques et divers
composés aminés (Caesar-TonThkatal, 2007). Ce processus va se poursuivre dans les
turricules excrétés par les vers de terre avearfadtion rapide (< 20 jours) de micro-agrégats

dans les macro-agrégats. Ce processus va d’aubast spabiliser la matiére organique
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contenue dans les turricules, en la protégeantigunyment des bactéries (Bosswyt al,
2005). L’activité des microorganismes va par ldesdeécliner a l'intérieur du turricule due a
une réduction de la disponibilité des ressourcesahone et azote labile (Lavelé al,
1989). Ces micro-agrégats ayant incorporé de la&emneabrganique fraiche, seront par la suite
rendus disponibles au fur et a mesure de la désattén des macro-agrégats. Ces micro-
agrégats, plus stables que les macro-agrégatsairmitcontribuer a la protection a long terme
du carbone du sol et contribuer au cycle de I'arbtdu carbone (Browat al, 2000).

3.2.2. Modification de I'environnement chimique

La disponibilité en nutriments dans I'environnemest indispensable a la croissance
des plantes. Souvent, la limitation en nutrimendmicerne l'azote, le phosphore et le
potassium. La disponibilité de ces nutriments d#slena déja été montrée comme étant
accrue dans les structures produites par de nosdsa@aspéeces de vers de terre. Les turricules
de ces vers de terre présentent une teneur emeuts élevée pour NH NOs, Mg®*, K* et
HPO,® en comparaison avec un sol non ingéré (Sgeral, 1979; Mackayet al, 1983;
Tiwari et al, 1989; James, 1991). Les vers de terre sont dearaamajeurs au niveau de la
circulation des nutriments dans le sol de parblasommation, la fragmentation et le mixage
de cette matiere organique avec les particulesraiggde sol, afin de former des agrégats.
L’'action des vers de terre au niveau de la conagatr des nutriments dans le sol peut étre
réalisée, par un effet direct via (1) les prodissus de leur propre métabolisme (déchets
azotés et mucus), (2) lingestion et le brassageaédelus de matiere organique avec la
microflore dans leur tractus digestif ou (3) via eifet indirect au travers de changements
dans leur environnement. Ces changements au nivEaul’environnement peuvent
correspondre a une modification de la structurecd@smunautés microbiennes du sol ou au
déplacement de résidus de matiere organique. ihsa éé estimé que les vers de terre au
travers d’excrétion, de la production de mucussiague du passage du sol dans leur tractus
digestif, contribuaient fortement a I'apport en mments dans les écosystéemes tropicaux
comme tempérés, avec un apport en azote estim® @58 kg ha an' (Curry & Byrne,
1992; Edwards, 2004).
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3.2.2.1. Digestion

La digestion de la matiere organique par le versede est réalisée dans leur tube
digestif au travers d'un ensemble d’enzymes tel des chitinases, des protéases, des
phosphatases ainsi que diverses glucosidases (Beiwal, 2000). Ces enzymes leur
permettent de digérer des bactéries, protozoaaleampignons et une partie des débris
végétaux. Cependant, la majorité des invertébrépassedent pas les enzymes appropriés
afin de digérer la cellulose, la lignine, les tanms encore des complexes humiques qui
constituent une grande partie des ressources pegsagns le sol (Lavelket al, 1995; Brown
et al, 2000). Néanmoins, il a été observé que certa@ms de terre étaient tout de méme
impliqués dans les processus de dégradation deooagosés (Lattaudt al, 1998a; Lattaud
et al, 1998b). Le mécanisme a la base de la digestiosedecomposés repose sur une
association avec la microflore ingérée et certaiigoorganismes déja présents dans le tube
digestif, activés au travers de I'effet «belle aistormant » (Lavellet al, 1995; Brownet
al., 2000). Ces bactéries, par I'ensemble des enzguoieies sont capables de synthétiser et
gue ne posseédent pas les vers de terre, vont pgegrdetréaliser une digestion mutualiste de
la matiere organique (Lattawd al, 1998a; Lattau@t al, 1998b; Brownret al, 2000). Durant
le processus de digestion par les vers de terrerat® carbone/azote va chuter
progressivement. La majeure partie de l'azote sEmavertie sous forme de nitrate ou
d’ammonium. En paralléle, le potassium et le phosplseront eux aussi convertis en une

forme qui les rend disponibles pour la plante (Edisa2004).

3.2.2.2. Minéralisation dans les turricules

La digestion mutualiste initiée dans le tube difekt vers de terre va se poursuivre a
l'intérieur des turricules (Lavellet al, 2004). Les microorganismes du sol réalisent a eux
seuls prés de 90% des transformations de la maiiganique dans les sols (Lavedeal,
2004). L’'activité des microorganismes qui sonttégeavec les turricules va étre stimulée par
priming effect et ces microorganismes vont poursuiar digestion de la matiére organique
(Lavelle et al, 1995; Brownet al, 2000). Ainsi, les produits issus de cette digesaxterne

pourront étre assimilés de nouveau par les veterdeou bien par les plantes.
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Au niveau de I'implication des microorganismessibncycle de I'azote on peut bien
sOr citer les bactéries symbiotigues ou non-symnthies capables de fixer le diazote
atmosphérique et dont les effets ont déja été naege étudiés (Hayaet al, 2010).
Cependant, aucune influence des vers de terreesysapulations n’a été démontrée a ce jour.
Toutefois, d’autres bactéries, au travers d’a@svitle nitrification et de dénitrification, sont
capables elles aussi, d’intervenir dans le cycléadete (Figure 5). L'activité et 'abondance
de ces populations de bactéries nitrifiantes efitifdantes restent tres élevées dans les
turricules (Businelliet al, 1984; Parkin & Berry, 1999; Wt al, 2012), ayant pour
conséquence d’accroitre les teneurs en;'Nét NQ;'. Les vers de terre vont également
impacter les populations bactériennes intervenams tiasolubilisation et la minéralisation du
phosphate inorganiqueR¢driguez & Fraga, 1999; Wuet al, 2012) ainsi que sur la
solubilisation du potassium (Wat al, 2012).
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Figure 5: Mécanismes putatifs d’interaction entrela plante et les micro-organismes du sol (d'apres
Frankenberger, 1995)
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3.2.3. Modification de I'environnement biologique biochimique

En modifiant le milieu biologique, notamment l'acté des microorganismes du sol,
les vers de terre vont fortement modifier les pssos biochimiques qui leurs sont associés.
L’implication d’'une modification de I'environnemebtochimique par les vers de terre est un
facteur déterminant dans la compréhension de gigabu des changements dans la structure
du sol ou dans la disponibilité en nutriments nengttent pas a eux seuls d’expliquer I'effet
des vers de terre sur la physiologie et la crossaes plantes (Tomadt al, 1988; Blouinet
al., 2005; Blouinet al, 2006; Laosset al, 2010). L’hypothese selon laquelle I'effet dessver
de terre impliquerait des composés ayant un edigilateur sur la croissance des plantes fat
proposée par Gravilov (1963). Cette hypothese fpugée par I'isolation, dans les tissus de
vers de terre, de nombreuses molécules régulatriemsla croissance des plantes,
essentiellement des molécules issues de la fadafiendoles (Nielson, 1965). Par la suite, cet
effet a été confirmé pour d’autres especes dederterre (Nardet al, 1988; Tomatiet al,
1988). Ces études ont également montré que cetasubs stimulaient la rizhogenese et la
croissance racinaire selon un processus proch€adgoh de certaines phytohormones
notamment de I'auxine, une des phytohormones megewontrélant de nhombreux processus
de croissance chez la plante (Hooykaasal, 1999; Taiz & Zeiger, 2010). De plus, dans
certaines de ces études, de I'Acide Indole Acétigme des formes majoritaires de l'auxine
endogene, a été isolée (Tomatial, 1988; Muscoloet al, 1998; Canellagt al, 2002).
Concernant l'origine de ces composés, aucune deegpsriences n’excluent que ces
composeés proches des phytohormones soient prquuiies microorganismes vivant dans le
tube digestif du vers de terre ou restant danstlestures biogéniques laissées par ce dernier
(Tomati et al, 1988; Brownet al, 2004). D’'autant plus qu’a ce jour, rien dansiti@dature
concernant les oligochétes ne suggéere qu'ils scegpdibles de synthétiser ces composés.

La synthése de ces composés par les microorganimssl a depuis longtemps étée
observée (Frankenberger & Arshad, 1995; Perselttig2ax et al, 2003; Ping & Boland,
2004; Hayatet al, 2010). Toutefois, I'impact des vers de terre ses communautés de
microorganismes a été peu étudié. On peut pogjukeipar les changements dans la diversité
et la densité de ces communautés par les vergree I production de ces composés et les

processus biochimiques associés (Figure 5) voatf@trement modifiés.
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4. Effet des microorganismes sur les plantes

La capacité des micro-organismes du sol a prodigisemolécules régulatrices (Figure
5 et 6) de la croissance des plantes est depuigtelmps reconnue et référencée
(Frankenberger & Arshad, 1995; Persello-Cartieaiual, 2003; Ping & Boland, 2004; Hayat
et al, 2010). Ces micro-organismes peuvent avoir detselfénéfiques sur la croissance des
plantes en interférant avec la rhizosphere (Figuret 2). Elles promeuvent ainsi leur
croissance, limitent I'attaque de pathogénes oorenaméliorent la qualité du sol. Ces effets
sur les plantes ont amené les microbiologistes adgrouper sous le nom de Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR), terme introduit péloepper et Schroth (1978).
Généralement, le mode d’action des PGPR suit 3 magsurs (Persello-Cartieawst al,
2003; Hayatet al, 2010): (1) la synthése de composés interagissiamttement avec la
physiologie des plantes, (2) en facilitant le préldent de certains nutriments du sol et (3) en

diminuant ou en prévenant les maladies causéadeggrhytopathogenes.

4.1. Production de molécules phytostimulantes

Les bactéries du sol sont connues pour étre capdelgroduire un large spectre de
molécules actives sur la physiologie des plantagufe 6). Ces molécules vont agir
notamment au niveau de la morphogenése racinaicglption de poils absorbants et de
racines latérales), pouvant conduire a une optioisau prélevement des nutriments et de la
synthése d’exsudats par la plante (Persello-Cantieaal, 2003; Spaepeat al, 2007). Ces
rhizobactéries promotrices de la croissance deggdaPGPR) synthétisent et excrétent des
hormones végeétales, qui sont des substances ovgariitferagissant avec la physiologie de la
plante & des doses tres faibles (Frankenberger shafl, 1995; Persello-Cartieaex al,
2003; Hayatet al, 2010). La production de phytohormones par legooiganismes est trés
connue notamment au niveau des mécanismes de ng@mdse pour I'établissement d’'une
relation symbiotique, c'est-a-dire avec un contptiysique, entre la plante et un
microorganisme (Spaepen al, 2007). La production de phytohormones a été éaudar la
suite chez d’autres organismes de la rhizospheére, symbiotiques (Hayaét al, 2010).
Méme si la production de certaines phytohormonesnnee celles de la famille des

gibbérellines ou encore des jasmonates ne sentplerfiaiblement produites par les bactéries
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du sol, la capacité a produire des phytohormonda fienille des auxines, des cytokinines ou
encore de I'éthylene, semble largement répanduesean des microorganismes de la
rhizosphére (Frankenberger & Arshad, 1995; Pergedidieauxet al, 2003; Hayatet al,
2010).
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Figure 6 : Réseau des cascades signalétiques impkgs dans I'augmentation de la croissance végétalar
les rhizobactéries. Les lignes épaisses roses ingégles secrétions ou composés bioactifs émis pas le
rhizobactéries. Certaines bactéries produisent deghytohormones (ovales bleus) tels que des cytokims
(CTKs), des acides indoles acétiques (IAAs) et dgibbérélines (GAs). L'acide salicylique (SA), l'ade
jasmonique (JA) et I'éthyléne accroissent 'immunié de la plante en activant des programmes de défens
Les rectangles rose clair représentent des élicite de cascades signalétiques exsudés. Les flagekin
élicitent les genes PR via la voie des brassinostétes (BRs) et en aval, via les kinases réceptricde
leucine (LRR-RLK). La 1-Aminocyclopropane-1-carboxyate (ACC) désaminase réduit la production
d’éthyléne réductrice de croissance. Le 2R,3R-butadliol et I'acétoine agissent apparemment via la
cytokinine et I'éthyléne. Les fleches noires contires représentent des voies de signalisation actiyées
lignes brisées indiquent des effets inhibiteurs. ABviations: ABA, acide abscissique; ISR, résistance
systémique induite; NO, oxide nitrique; NPR1, répraseur des génes PR; PR, protéines relatives aux
pathogenes; SAR, résistance systémique acquise; RG®mposés réactifs a I'oxygene (d’apres Ping and
Boland, 2004), Trends in Plant Science.
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4.1.1. L'auxine

Au sein de ces phytohormones, l'auxine a regu umention toute particuliére,
notamment au niveau de sa forme endogéne la ptugeatacide indole acétique (IAA).
L’auxine est connue pour stimuler des processustmitélongation cellulaire, la division et
différenciation cellulaire ou encore des processisiéfense chez la plante (Spaepeal,
2007). Les bactéries possédent une voie de biossmtide I'auxine qui leur est propre
(Persello-Cartieaurt al, 2003). Cependant, la biosynthese se réalise giénéent a partir du
méme précurseur que pour la biosynthese chezéeplgigure 7), c’est-a-dire le tryptophane
(Persello-Cartieaurt al, 2003). La gamme de concentration optimale de gtytohormone
est tres étroite, conduisant a des effets tanitdiutdteurs ou tantdt négatif sur la croissance
des plantes (Nehdt al, 1996), comme démontré avec des souches surpandluis I'auxine
(Persello-Cartieawet al, 2003) ou encore avec une taille d’inoculum tiogportante
(Persello-Cartieaurt al, 2001).
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Figure 7 : Voie de biosynthése de I'auxine par lgslantes et les bactéries : a partir du tryptophand......);
indépendamment du tryptophane (— — -). La voie de ibsynthése a partir du tryptophane (......)
dépendante de I'activité de I'enzyme Indole-3-acemaide est répandue au sein des microorganismes du so
(Pollmann et al, 2009; Lehmann et al, 2010). La voie de biosynthese grisée représente Voie de
biosynthése majoritaire chez les plantes (d’aprésdpsello-Cartieaux, 2003).
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4.1.2. L’éthyléene

Une autre phytohormone ayant été largement étutiés les interactions plantes-
microorganismes est I'éthylene (Figure 6), plus cis@ment son précurseur, le 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). L’éthyéeest une phytohormone qui intervient
chez la plante dans des processus de croissadealételoppement mais également dans des
mécanismes de défense. L'éthyléne peut-étre pratitgttement par les bactéries du sol,
mais cette production est souvent associée a dets efeléteres (Persello-Cartieaeix al,
2003). Il semblerait que I'effet de I'éthylene darstimulation de la croissance des plantes
passe par une modification de la production d’aeiqpar les bactéries du sol. La plante
soumise a de l'auxine exogene, produite par ceeibes, va alors synthétiser de 'ACC. Cet
ACC va étre hydrolysé en ammonium etketobutyrate au travers de [activité 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase (ACCardiémse) de certaines enzymes
bactériennes (Hontzeas al, 2004; Arshacet al, 2008). Ceci va avoir pour conséguence une
réduction de la quantité d’ACC dans le sol. Paréiduction de la quantité d'éthyléne, les

effets sur l'inhibition racinaire vont étre levés.

La balance entre la biosynthese d’auxine et d’étig/lva déterminer les effets sur la
croissance des plantes, a savoir un effet délé@ardien un effet stimulant. Cet effet
collaboratif entre ces deux phytohormones ce reg@galement a l'intérieur de la plante, ou
elles sont connues pour étre synergiques dansdesgsus d’élongation et formation de poils
absorbants et antagonistes dans les processus rahatifon de racines latérales et de

I'élongation de I'hypocotyle (Mudagt al, 2012).

4.1.3. Autres phytohormones

D’autres phytohormones produites par les bactatiesol et ayant un effet sur la
morphogénese ont été isolées. Cependant, ces cémpesretrouvent en moins grande
quantité et souvent leur isolation et quantificatbomt plus difficiles. Parmi ces composes, la
famille des cytokinines joue avec les auxines da m@portant sur le développement de la
plante notamment au niveau de processus de diviglmaire (Hooykaagt al, 1999). Une
autre classe de composeés ayant un effet sur lahogénese des plantes est a distinguer des
phytohormones. Ces molécules sont des composéniquga volatiles (VOC) qui ont été
décrits a de multiples reprises comme ayant un ¢tnghigect sur la morphogénése des plantes
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(Ryu et al, 2003; Ping & Boland, 2004; Lépez-Buce al, 2007; Zhanget al, 2007a).
Cependant, leur mode d’action sur la physiologidadplante n’a pas encore été élucidé et
selon le type de composé il pourrait interagir (@hat al, 2007a) ou non (Lopez-Buciet

al., 2007) avec la voie signalétique de I'auxine cleszplantes.

4.2. Optimisation du prélevement des nutriments pata plante

La question de la promotion de la croissance dastgd par les vers de terre via une
augmentation de la disponibilité en nutriments g é#¢ abordée. Cette augmentation de la
disponibilité en nutriments peut étre réalisée lpagtimulation de certaines bactéries du sol.
Ces bactéries vont minéraliser la matiére organejueansformer certains nutriments afin de
les rendre plus disponibles pour la plante. Cepatnda promotion de la croissance a travers
un mécanisme trophique, peut-étre aussi réaligéavars I'optimisation du prélevement de
ces nutriments par la plante. Certaines étudesnumnitré que les substances humiques,
dérivées de la digestion par les vers de terréeavan effet proche de celui de I'auxine au
niveau de la croissance des plantes (Natdal, 1988; Tomatiet al, 1988; Nardiet al,
2002). Dans la continuité de ces études, il a étdomtré que ces substances humiques, en
plus de leur impact direct sur la croissance dastps, ont un impact sur I'activité des-H
ATPase membranaires (Canelktsal, 2002; Quaggiottet al, 2004). La stimulation de ces
H*-ATPase peut faciliter la nutrition minérale ches plantes en augmentant le gradient de
protons qui contrdle le transport ionique a tradessmembranes des cellules (Morsomme &
Boutry, 2000). De plus, I'expression du gene codamir le transporteur membranaire de
nitrate NRT1.1 (CHL1) peut étre regulé par de liaexexogene (Guet al, 2002; Krouket
al., 2010) et en présence d’acides humiques prodaitkep vers (Quaggiotét al, 2004).

4.3. Effet sur les mécanismes de défense de la iian

Certaines PGPR, sont capables d’améliorer la paeoce des plantes en activant des
résistances systémiques chez ces derniéres (Byuer conférant ainsi un large spectre de
résistance face a de nombreux pathogenes et ing@esello-Cartieaust al, 2003; Ryuet
al., 2004; Bakkeret al, 2007; van Weest al, 2008; Hayatt al, 2010). On distingue deux
types de résistances systémiques : la résistamgesacet la résistance induite. La résistance

systémique acquise (SAR) repose sur la synthesadd'ssalicylique (SA) par la plante
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(Figure 7), conduisant a une accumulation local@aogenesis-Related Proteins (protéines
PR). L'activation de ce mécanisme est causée paeraction avec un pathogene (Persello-
Cartieauxet al, 2003; van Looret al, 2006; van Weest al, 2008). L’autre mécanisme est
celui de la résistance systémique induite (ISR).t@mement a la SAR, 'ISR n’est pas
dépendant de I'acide salicylique mais de I'acidamjanique (JA) et de I'éthylene. L'ISR est
généralement induite lors de l'interaction avec diésobactéries non pathogénes et résulte en
l'activation de géenes impliqués dans des mécanisiaadeéfense, conférant une réponse plus
rapide et efficace lors de I'attaque d’'un pathog&umntrairement a la SAR, I'ISR n’implique
pas une production de protéines PR, excepté l@ippPR-4 qui peut-étre induite lors d’'une
ISR (van Looret al, 2006). Les voies de signalisation de ces 3 plyytobnes (Ethylene, SA

et JA) se recoupent, permettant ainsi a la planéelagiter le mécanisme de défense au

pathogene rencontré (Figure 8).
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Figure 8 : Voie de signalisation de la résistanceystémique acquise (SAR) et induite (ISR) et de leu
interaction. La SAR est induite lors de l'infection par un pathogéne avirulent ou lorsque I'attaque din
pathogene virulent est confinée. Ce mécanisme defelése dépend de la synthése en acide salicyliqué\S
par la plante conduisant a une accumulation localele Pathogenesis-Related Proteins (protéines PR). Le
mécanisme de résistance systémique induite (ISR)teguant a lui induit par certaines bactéries de la
rhizosphére non virulentes. Ce mécanisme dépend d&cide jasmonique et de I'éthylene. Ces deux
mécanismes (SAR et ISR) requierent une protéine fationnelle NPR1 (non-expressor of PR genes). Ce
régulateur transcriptionnel va permettre a la plante de finement réguler les mécanismes de défense en
fonction du pathogéne rencontré (d’aprés van Loor2006).
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4.3.1. Production de composes interagissant aveaiécanismes de défense de la plante

Les microorganismes du sol peuvent interagir déreeint avec les mécanismes de
défense de la plante au travers de la syntheseidd’asalicylique (SA) ou d'l1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), induisan mécanisme de résistance acquise
(SAR) ou induite (ISR) respectivement. La productide composés de la famille des
jasmonates par les microorganismes du sol n'a pwepas encore été démontrée. Les
bactéries sont capables de produire un large spdetmolécules ayant un effet direct sur les
mécanismes d’ISR. La flagelline, une des composamtajeures du flagelle des bactéries
flagellées, est un éliciteur bactérien des mécasssde défense chez les plantes (Baldter
al., 2007). Ces éliciteurs sont des molécules présemtela surface des certains
microorganismes. Ces molécules présentent un noolif a été conservé au cours de
I’évolution et qui est spécifique a ces organismefravers un mecanisme de reconnaissance
de ces molécules de petite taille, 'activationaleascade signalétique qui en résulte va ainsi
induire le mécanisme d’'ISR (Persello-Cartieaetx al, 2003; Bakkeret al, 2007). Les
lipopolysaccharides sont d’autres éliciteurs baendr Présents a la surface de bactéries
phytopathogéenes mais aussi de certaines PGPR |([B<€Caetieauxet al, 2003; Bakkeet al,
2007), ils ont également un réle au niveau deilatibn des mécanismes de défense chez la
plante. Enfin, une régulation de ce mécanisme dendé induite (ISR) a également été mis
en évidence en réponse a divers composés organuplasles, permettant d’avoir une
réduction des symptdomes associés a l'infectiongaathogene (Ping & Boland, 2004; Ryu
et al, 2004).

4.3.2. Autres molécules

Un autre mécanisme utilisé par les PGPR, et leoméécant un réle d’agent de bio-
contrOle, est la synthese de composés agissawtatitent sur le pathogene ou bien en leur
permettant d’entrer en compétition avec ce derftarmi le spectre des molécules pouvant
étre synthétisées on peut retenir les sidéroph@es.molécules sont capables de former des
complexes avec le fer contenu dans le sol, priteipent les ions B& créant une
compétition avec certains organismes phytopathay@oer cette ressource (Bakketr al,

2007; Hayatet al, 2010). Les synthéses de composés antibiotiqueantifongiques ont
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également été reportées chez de nombreuses bsctéei® molécules, ne vont pas interagir
avec la plante mais directement avec I'agent phybtmggne (Persello-Cartieaet al, 2003;
Bakkeret al, 2007; Hayaet al, 2010).

4.3.3. Effet des vers de terre sur les mécanisneedéfense de la plante

Excepté pour une étude (Elmer, 2009), l'interactibes vers de terre avec ces
populations de PGPR, capables de promouvoir lassaioce des plantes, via la synthése de
nombreux composés proches des hormones végétatesaralémontrer. Cependant, I'effet
des vers de terre, sur la réduction de la sévéeitdombreuses maladies, a été démontré a de
nombreuses reprises (Stephensal, 1993; Stephenst al, 1994; Stephens & Davoren, 1995;
1997; Clappertomt al, 2001; Wolfarthet al, 2011). Leurs effets sur la réduction de certaines
maladies chez les plantes sont souvent associéwe angilleure nutrition des plantes ou
encore a un effet de prédation par le vers de.t€ependant, ces hypotheéses ne suffisent pas
dans certains cas a expliquer I'effet observé @es sur la réduction de la maladie (Bloein
al., 2005; Elmer, 2009). L’hypothése d’'une action coréb avec certains microorganismes
du sol afin de produire des composés antibiotigatesu d’induire des réponses systémiques

de défense chez la plante est une hypothése pameunse pour expliquer I'effet des vers.

5. Problématique

Les vers de terre sont responsables de profonagehents des propriétés physiques,
chimiques et biochimiques du sol. Ces modificatidost pour la plupart intervenir les
bactéries du sol, dont la diversité et la densté@tement modifiée par les vers de terre. En
plus d'un impact direct sur le sol, toutes les ctites biogéniques (galeries et turricules)
laissées par les vers de terre vont continuer & a@ttives bien aprés avoir été produites
(Brown et al, 2000) et vont étre source d’hétérogénéité damsdés. L'impact des vers de
terre et des microorganismes du sol sur la modiidinades propriétés physiques et chimiques
du sol a été déja largement étudié. Inversementpéict des vers de terre sur les propriétés
biochimiques du sol reste a ce jour faiblement duwnté. Pourtant, ces molécules sont des
éléments déterminants pour la physiologie des ggant
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L’importance de la production de molécules sigral |ps microorganismes du sol et
de leur action sur les plantes a depuis longtertiosése en évidence. Cependant, I'effet des
vers de terre sur la production de ces moléculemedee quasi inconnu malgré
'omniprésence des vers de terre dans les sol® jauwr, une des seules pistes suggérant une
action des vers de terre au niveau de la produd#gomolécules signal est I'isolement d’une
hormone végétale (I'acide indole acétique, unefdeses de I'auxine) dans des substances
humiques.

L’objectif de ce travail a été d’étudier I'implicah dees molécules signal produites en
présence de vers de terre tout en évitant que rdfumécanismes ne puissent étre
responsables des effets observés (voir Synthesedyigbhique). Ceci va nous permettre de
déterminer si les molécules signal produites darsol a un certain rythme, résultant en une
concentration donnée, sont capables d’avoir un amganificatif sur la croissance des
plantes. Un autre objectif de ce travail a été dentjfier et d’étudier la fagon dont la plante
s’adapte a la présence de vers de terre. Paraggitecheen immersiordans les mécanismes
physiologiques de la plante, nous comptons a la &pporter des informations sur les
mécanismes fins impliqués dans la réponse de laeplat confirmer nos hypothéses sur la

nature des mécanismes écologiques impliqués deffiest Iles vers sur les plantes.
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Résultats et discussions
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Chapitre 1 : Etude de la réponse morphologique ethysiologique
d’ Arabidopsis thalianaa la présence du ver de terre
Aporrectodea caliginosa
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Avant propos

L’effet des vers de terre sur la plante a souventéribué a un mécanisme trophique
ou encore a une modification physique de I'enviemmant (Brownet al, 2004). Cependant,
ces deux mécanismes ne permettent pas d’expligeex &euls I'effet observé des vers de
terre lors de certaines études (Bloeinal, 2006; Blouinet al, 2007b; Laosset al, 2010).
Une hypothese parcimonieuse afin d’expliquer céstefserait I'implication de molécules
signal dont la quantité dans les sols semble medudé les vers de terre (Tomatial, 1988;
Muscoloet al, 1998; Canellast al, 2002; Canellast al, 2011). Ces molécules signal, vont
interagir avec les voies de signalisation hormanales plantes. De cette interaction va
résulter une modification profonde de la croissagicee la physiologie des plantes, méme si
ces molécules sont produites a de faibles condemtsa Cependant, I'implication de ces
molécules signal comme mécanisme impliqué danfet'dies vers de terre sur la croissance
des plantes reste a démontrer par un isolemenaataur « ver de terre », en conditions de
laboratoire. Une analyse originale permettant @obt de nouvelles informations sur ce
mécanisme consiste a utiliser les outils dévelogpésciences du végétal afin de caractériser
I'état physiologique de la plante pour se renseighg les mécanismes écologiques qui

I'influence.

Dans une premiére étude, un turricule (déjéctionats de terre) a été introduit dans
un dispositif de culturen vitro. Les molécules ayant diffusé du turricule vergded’agar ont
eu un impact négatif sur la croissanc®nyza sativaet positif sur la croissance delium
perenne Dans une deuxiéme étudegabidopsis thalianaol-0 ou ayant subit une mutation de
deux genes impliqués dans le transport de 'aupdiEX1 et AXR4 a été cultivée en présence
de vers de terre. Ce double mutanil1-7 ; axr4-2 présentant un phénotype nain dans les
substrats de culture classiques, a été caract@iaée retrouvant un phénotype normal dans
un milieu contenant de l'auxine (Hobbie & Estell®95). Dans notre expérience, ce double
mutant présente un phénotype nain en absence slel@derre, tandis que son phénotype est
identique a celui de la plante sauvage en préesdmeers de terre. Ces résultats suggerent une
production de molécules signal en présence desdeetsrre. Ces molécules signal semblant

interagir avec la voie de signalisation des auxines

Enfin, une étude du transcriptomeéddabidopsis thalianan présence de vers de terre

a été réalisée. Les résultats de cette analyserembrifue les vers de terre sont responsables
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de l'induction de nombreuxénes impliqués dans les mécanis de défeise de la plante. C
mécanismes de défense s sous contrble de deux hormones végsé, les jasmonates
'éthylene. Ce mécanismemplique l'induction de résistance systique (ISR) par I
reconnaissance par la plarde certaines populatione PGPR. Ceci cdére a la plante ur
meilleure réactivité et résisnce face a des stress d’origine biotique plus, cette analy:
transcriptomique présente fortes similitudes avec d’autres analysesscriptomiques ayal
étudié la réponse A thaliane a la présence de bactéries promotrice la croissance. C
résultats combinés apport des arguments en faveur de I'implicn d’'un mécanism
hormonal pour expliquer I'fet des vers de terre sur les plantes. (écanisme hormon
étant analogue deelui ren:ontré avec les PGPR semble suggéree les vers de ter
agissent sur la plante via I'évation de PGP}

Cette étude a fait I'get d’un article qui a été soumis a PloS: ou il a été accep
pour publication.
Associés ) Non associés
I ¥ Molécules signal
L —

Effet positif

1

|

|
Racine

Effet négatif

Figure 9: Synthese des résultatde I'effet du vers de terreA. caliginosasur la croissance et physiologi
des plantes. Le mécanisme a rigine de l'effet des vers de terre semble impjuer une émission de
molécules signal dans la rhizophére des plantes. es molécules pénétrant a intérieur du systeme
racinaire vont interagir avec d2s voies de signalisation hormonale sous corle de l'auxine et de
I'association jasmonate/éthyleneifin d’influencer de maniére positive (a) la croisarce et (b) le mécanism
de résistance systémique ISR reiectivement. Cependant, des effets négatifs surdeoissance dO. sativaet
A.thaliana col-0 ont été observésCes effets seraient dus a une trop grande conteation de ces molécule:
signal dans la rhizosphére condusant a (c) un effet inhibiteur sur la croissance de leplante. L’ensemble de
ces résultats présentent une fortanalogie avec les mécanismes de promotion decroissance des plante

par les populations de bactériesPGPR (1) suggérant un impact des vers de te sur cette catégorie de
bactéries.
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Abstract

Earthworms have generally a positive impact on tplgrowth, which is often
attributed to a trophic mechanism: namely, eartmvdancrease the release of mineral
nutrients from soil litter and organic matter. Aheenative hypothesis has been proposed
since the discovery of a signal molecule (Indolesthc Acid) in earthworm faeces. In this
study, we used methodologies developed in plamnsei to gain information on ecological
mechanisms involved in plant-earthowm interactidny, looking at plant response to

earthworm presence at a molecular level.

First, we looked at plant overall response to @etin faeces in am vitro device
where only signal molecules could have an effectptemt growth; we observed that
earthworms were inducing positive or negative éffen different plant species. Then, using
an Arabidopsis thalianamutant with an impaired auxin transport, we denramsd the
potential of earthworms to stimulate root growth andevert the dwarf mutant phenotype.
Finally, we performed a comparative transcriptommalysis ofArabidopsis thalianan the
presence and absence of earthworms; we found #regsgmodulated in the presence of
earthworms are known to respond to biotic and abistresses, or to the application of
exogenous hormones. A comparison of our resulth wiher studies found in databases
revealed strong analogies with systemic resistaimcieiced by signal molecules emitted by
Plant Growth Promoting Rhizobacteria and/or elrsitemitted by non-virulent pathogens.
Signal molecules such as auxin and ethylene, whieh considered as major in plant-
microorganisms interactions, can also be of prionpartance to explain plant-
macroinvertebrates interactions. This could impgyvisiting ecological theories which

generally stress on the role of trophic relatiopshi
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Introduction

Plants grow and evolve in close relation with saitsl their inhabitants and have done
so for several hundred million years. Among sogasisms, earthworms constitute the most
abundant animal biomass in terrestrial ecosystémse{le & Spain, 2001). Reviews of more
than 300 assays have revealed that earthwormsasemant growth in 70-80% of cases, with
a 56% increase in shoot biomass (Browh al, 1999; Scheu, 2003). The common
interpretation of this positive effect is the inesed rate of mineral nutrient release from soil
litter and organic matter in presence of earthworhigwever, this does not provide any
satisfying interpretation for cases where earthveomaduce a negative effect on plant growth
(Brown et al, 1999; Scheu, 2003), or when they promote an @&s&@ plant resistance to
parasites (Blouiret al, 2005; Wurst, 2010). Moreover, earthworms may stdrease plant
growth even when the soil is supplied with nitrogenounts higher than needed by the plant
(Blouin et al, 2006) and their effects do not necessarily deeredth soil fertility (Laosset
al., 2010).

Alternative interpretations for earthworm effect ghant production have been
proposed (Scheu, 2003; Broven al, 2004). Among other hypotheses, signal molecuias t
mimic plant hormones could be responsible for eawthw impact. Numerous signal
molecules can be found in soil. The most widesperadcompounds analogous to hormones
such as auxins, cytokinins, ethylene, gibbereljsmsmnonic and salicylic acids (Frankenberger
& Arshad, 1995). All these molecules with a basierin plant growth and development can
be synthesized by soil microorganisms. They can Hhdifferent impact on plants. For
example, auxins and cytokinins are said to increédeset growth through the modification of
plant morphogenesis, whereas ethylene, salicilic jasohonic acids induce a resistance to
pathogens (Ping & Boland, 2004).

These molecules can be produced in soil by micraisgas such as the Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR) and may enter im@® toots by diffusion or active
transporters; although positive effects of PGPRolamts are common, negative effects have
also been reported (Persello-Cartieaetxal, 2003). These bacteria either induce direct
changes in plant development thanks to morphogemesdification, or indirect changes by
the biocontrol of plant pathogens or parasites l{Bas& Holguin, 1998; Persello-Cartieaak

al., 2003). Transcriptome analyses Afabidopsis thalianahave shown that PGPR may
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modify the expression of auxin-responsive genesyedlsas genes involved in morphogenesis

and defence mechanisms (Cartieatial, 2003; Verhageet al, 2004; Wanget al, 2005).

Changes in plant morphogenesis and a higher resest@ pathogens have also been
observed in the presence of earthworms (Blaetiral, 2005; Janaet al, 2010) or in the
presence of the compost they produce (Araretcal, 2003; Zaller, 2007). It is acknowledged
that humic acids may display hormone-like actiatyplant physiology, especially auxin-like
effects (Nardiet al, 2002). This effect was also observed with huralzssances derived from
earthworm faeces (Canellas al, 2002; Nardiet al, 2002). In addition, indole acetic acid
(IAA), which belongs to the auxin family, has aldgabeen isolated from humic substances
(Muscoloet al, 1998), as well as earthworm compost (Canedtaal, 2002). The origin of
these auxin-like compounds is still not well docueel, notably due to the difficulty of
retrieving and quantifying auxin-like compounds from natural soil. Whether signal
molecules, especially IAA, can be responsible far positive effect of earthworms on plant

growth remains an open issue.

In this work, we used recently developed toolsni@stigate whether signal molecules
could be responsible for earthworm effects on ptgotvth and development. In this respect,
we set upin vitro experiments to investigate the potential of eaottmv casts to induce
significant effects on plant growth via signal nalkes. We then focussed on the involvement
of molecules related to the auxin signaling pathwsyusing anArabidopsismutant with
impaired auxin transport. We finally analyzed thanscriptome oA. thalianato identify the
main molecular pathways modified in the presenceasthworms and to determine whether

these modifications are likely to be caused byaigmolecules.
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Results

In thein vitro experiments, earthworm casts or non-ingested(soiitrol) with the
same weight were confined in a nylon membrane whidvented the growth of bacteria

outside of the nylon bag (Figure 1A and 1B).
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Figure 1. Effect of earthworm casts on plant growthin in vitro experiments. Experimentain vitro device
with Oryza sativain presence of (A) casts &fporrectodea caliginosar (B) equivalent weight of control soll
enclosed into a nylon membrane. EffectAgiorrectodea caliginosa casts on total biomass production of (C)
Lolium perenneand (D)Oryza sativa Effect of Aporrectodea caliginosa casts on root length of (E)olium
perenneand (F)Oryza sativa Effect of Aporrectodea caliginosa casts on the number of lateral roots of (G)
Lolium perenneand (H)Oryza sativa Meanszs.e., n=10 per treatment, different letbedécates a significant
difference, Tukey HSD, P < 0.05.
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We observed an increased shoot and total biomassugion inL. perenneby
respectively 50 and 43% in the presence of earttmwcasts as compared with control soll
(Figure 1C). Root length and the number of lateogts were not significantly affected
(Figure 1E and 1G). Opposite results were obtawdth O. sativagrown in the same
conditions: earthworm casts induced a significactekese in shoot, root and total biomass by
respectively 31, 29 and 30% (Figure 1D). Casts was® responsible for a significant
decrease in total root length and the number efdatoots (Figure 1F and 1H).

In a microcosm experiment, we compared thAe thalianaresponse to earthworms
casts in wild type and a double mutant with impaieeixin transportaux1-7;axr4-3. The
double mutant exhibited a dwarf phenotype in theeabs of earthworms: total, aboveground
and belowground biomasses were reduced by respbcti¢, 94.5 and 86.8% as compared to
the wild type (Figure 2A and 2B).

The presence of earthworms had a very strong peséifect on the mutant, by
increasing total, aboveground and belowground bssesrespectively by 718, 780 and 307%
as compared with the mutant without earthworms. édwer, the mutant exhibited a 4 fold
increase in root length and a 6 fold increase ennilimber of lateral roots (Figure 2C and 2D),
parameters which are strongly influenced by auxith @thylene. All parameters measured on
wild type were affected positively in the presentearthworms (Figure 2A, 2B, 2C and 2D);
for example, root length and the number of latevats was 2 to 3 times lower. A two-way
ANOVA indicated that the interaction between thetéas “genotype” and “earthworm”
significantly affected all the morphological ancdbgth parameters that we examined (Table
1).

In the third experiment, we studied the effect aftleworms ormArabidopsistranscript
abundance. After 42 days, plants in the presen@ahworms exhibited no change in leaf
area but a 42% increase in above-ground biomassgcsely to our observation in the second
experiment with mutants. No significant differencegere observed in root system
morphology. Results from two repeated experimeptsdacted under the same conditions
with  one week of delay were deposited at Gene Bgmwa Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, accession no. BE5SGSE24393) and at CATdb
(http://urgv.evry.inra.frfCATdb/; Project: AUO07-0§round-worm) according to the
“Minimum Information About a Microarray Experimenstandards. We found a significantly

modified transcript abundance of 59 genes (Tahld&¢ transcript abundance of two genes
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was reduced in the presence of earthworms, wheraascript abundance of 57 genes was

increased.
control earthworm
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Figure 2. Effects ofApporectodea caliginosan the growth of Arabidopsis thalianacv. Columbia andaux1-
7;axr4-2 mutant. (A) Picture ofArabidospis thalianaat three weeks after sowing. Effect of the presewic
Aporrectodea caliginosan (B) total biomass production, (C) root lengtidgD) the number of lateral roots.

Means * s.e., n = 5 per treatment, different lstiedicates a significant difference, Tukey HSGs .05.

We confirmed by real-time PCR that transcript alanod of a set of six genes was
changing in the same direction than with microasréyigure 3). The 59 genes are mainly
involved in plant interactions with other organisewgh as beneficial or pathogenic bacteria
(29%), exogenous hormones applications (15%) atiakiactors (12%) (Figure 4). Some are
involved in basal metabolism (32%) and none of therknown to be specific of mineral
nutrition. Genes transcripts involved in defensgnaling showed increased accumulation
such as WRKY33 and WRKY40, involved in the bioswdis of camalexin (a major
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phytoalexin which inhibits the growth of pathogeres)d induced by salycilic acid and
avirulent pathogens (Xet al, 2006; Zhenget al, 2006).

Table 1. Impact of the factor “earthworm” and “genotype” dwiomass and morphological parameters of
Arabidopsis thaliangestimated in a two-ways ANOVA.

Aboveground dry biomass ~ Belowground dry biomass Tetl dry biomass Leaf area Root area
Df F P-value Df F P-value Df F P-value Df F P-value  Df F P-value
Earthworm 1 0.08 0.78 1 0.32 0.58 1 0.05 0.83 1 2.6 0.12 1 4.32 0.05
Genotype 1 55.3 <0.001 1 16.7 <0.001 1 55.1 <0.001 1 135 <0.001 1 113 <0.001
Earthworm*genotype 1 33.2 <0.001 1 21.7 <0.001 1 .84 <0.001 1 46.6 <0.001 1 65.7 <0.001
Residuals 16 16 16 16 16

n=20

Transcript abundance of Ethylene Response Facker&€RF11; RAP2.9; ERF104 (a
nuclear substrate involved in plant defence) an&Zkhown to induce the overexpression of
Pathogenesis-related genes such as PR-4 and Riteridihs PDF1.2 were also differentially
accumulated in response to earthworms.
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Figure 3. Validation of the results obtained in traxscriptomic analysis by real-time polymerase chain
reaction (QPCR). Six genes were selected from the 59 differentiadgressed genes obtained by transcriptomic
analysis (Table 2). Transcript abundance was stdimbal by reporting it to the constitutive At5g107Gene. A

log base 2 transformation was applied on the aeetenscript abundance level to obtain data sinidathe
transformed microarray data.

Abundance of transcripts of the gene PBP1, codimgafPinoid Binding Protein was
also increased; this gene is known to be up-regdilby auxin (Benjaminst al, 2003). In a
same way, transcript abundance of the gene coding Lipid Transfer Protein (LTP) which
belong to the Pathogenesis-related (PR) proteirs also increased, e.g. genes coding for
LTP4 and a another member of the LTP family proi@ivtgl12490) for which transcript

abundance was respectively decreased and incresascript abundance for a gene coding
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for a putative thionin (At1g66100), which acts sgistically with LTPs for an antifungal

activity (Selset al, 2008), was increased.

Table 2. List of the genes ofirabidopsis thalianadifferentially expressed in the presence/absericthe®

earthwormAporrectodea caliginosa two replicated experiments.

Fold Fold
Locus Function change Pval Locus Function change
Down-regulated AT5G54490 PBP1 (PINOID-BINDING PROTEIN 1); 0,81 2,01E-5
calcium ion binding ! ’

AT5G59310 LTP4 (LIPID TRANSE;EQPROTEW 4); lipid -1,18 0,0E+ AT4G24370 unknown protein, phosphorylase family protein 0,84 3,82E-6
AT3G28270 unknown protein -0,69 3,74E-3 AT4G12490 (LTP) family protein 0,84 3,79E-6
AT5G57560 TCH4 (TOUCH 4); hﬁgrnocl‘a;se, acting on glycosyl 085 2.80E-6

Up-requlated ATEXPAL18 (ARABIDOPSIS THALIANA .
p-reg AT1G62980 EXPANSIN A18) 0,85 2,73E-6
AT3G25780 AOC3 (ALLENE OXIDE CYCLASE 3) 0,63 4,65E-2 AT4G31970 CYP82C2 (cytochrome P450) 0,85 2,60E-6
AT4G37520 peroxidase 50 (PER50) (P50) (PRXR2) 0,63 3,90E-2 AT1G28370  ATERF11/ERF11 (ERF domain protein 11) 0,88 4,55E-7
AT1G67980 CCoAMT (caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase) 0,64 2,93E-2 AT1G32920 unknown protein 0,88 3,67E-7
AT4G06746 RAP2.9 (related to AP2 9); transcription factor 0,65 2,14E-2 AT4G27280 calcium-binding EF hand family protein 0,90 2,00E-7

L | ) . methyladenine glycosylase family protein,
AT3G46620  Zncfinger (C3HC4 pe RING finger) family 0,65 1,88E-2 AT1G80850  WRKY40 (WRKY DNA-binding protein 40); 093  2,94E-8
P transcription factor
AT1G76600 unknown protein 0,66 1,42E-2 AT1G07135 glycine-rich protein 0,96 6,36E-9
AT4G36670 mannitol transporter, putative 0,67 8,59E-3 AT3G55980 zinc finger (CCCH-type) family protein 0,97 2,40E-9
AT1G66100 thionin, putative 0,68 7,01E-3 AT2G39030  CGCNS-related N-acetyitransferase (GNAT) 0,99 1,15E-9
family protein
AT2G40140 CZF1/ZFAR1 0,68 4,90E-3 AT3G16530 legume lectin family protein 1,00 5,9E-10
AT2G24600 ankyrin repeat family protein 0,69 3,95E-3 AT1G80840 WRKY40 1,04 6,2E-11
AT5G06320 NHL3 (NDR1/HIN1-like 3) 0,70 2,73E-3 AT3G04720 PR4 (PATHOGENESIS-RELATED 4) 1,04 4,6E-11
AT5G56870 beta-galactosidase, putative / lactase, putative 0,70 2,66E-3 AT4G12480 pEARLI 1; lipid binding 1,09 0,0E+0
AT1G03220 extracellular dermal glycoprotein 0,70 2,63E-3 AT3G60140 DIN2 (DARK INDUCIBLE 2 1,09 0,0E+0
AT2G05510 glycine-rich protein 0,70 2,53E-3 AT3G23550 MATE efflux family protein 1,11 0,0E+0
AT2G38470  WRKY33 (WRKY DNA-binding protein 33); 0,70 22263 AT3G44300 NIT2 (NITRILASE 2) 111 00E+0
transcription factor

AT1G76930 ATEXT4 (EXTENSIN 4) 0,71 1,71E-3 AT4G24570  mitochondrial substrate carrier family protein 1,16 0,0E+0

AT2G26530 AR781 0,71 1,46E-3 AT2G43590 chitinase, putative 1,22 0,0E+0
ATERF-2/ATERF2/ERF2 (ETHYLENE _—

AT5G47220 RESPONSE FACTOR 2) 0,71 1,39E-3 AT1G66700 S-adenosyl-L-methionine 1,22 0,0E+0
AT5G61600 e‘hy'e”e"ESPD”S"‘J’Egﬁmem‘b'"d'”9 family 0,72 1,34E-3 AT1G11610 CYP71A18 (cytochrome P450) 1,28 0,0E+0
AT2G05440 glycine-rich protein 0,73 7,69E-4 AT4G16260 glycosyl hydrolase family 17 protein 1,40 0,0E+0
AT3G15450 unknown protein 0,73 6,30E-4 AT4G11650 ATOSM34 (OSMOTIN 34) 1,41 0,0E+0

ATBCB (ARABIDOPSIS BLUE-COPPER- . i - .

AT5G20230 BINDING PROTEIN): copper ion binding 0,73 5,60E-4 AT5G44420 PDF1.2 (Low-molecular-weight cysteine-rich 77) 1,57 0,0E+0
AT4G35770 SEN1 (DARK INDUCIBLE 1) 0,74 4,68E-4 AT3G15356 legume lectin family protein 1,59 0,0E+0
AT2G35980  YLS9 (YELLOW-LEAF-SPECIFIC GENE 9) 0,76 2,11E-4 AT1G75830 LCRE7/PDFL1 (Loﬁéﬂ‘gs;“'ar'weigh‘ cysteine- 4 ¢ 0,0E+0
AT3G57450 unknown protein 0,78 8,01E-5 AT1G73260 trypsin and protease inhibitor family protein 2,05 0,0E+0
AT2G22500 mitochondrial substrate carrier family protein 0,80 3,17E-5 AT3G49620 DIN11 (DARK INDUCIBLE 11); oxidoreductase 2,38 0,0E+0

The locus column is corresponding to the Arabidogaenome Initiative Identification (AGI ID), therfation

column is corresponding to the identified functioeported in publications or putative function from

bioinformatic analyses, the fold change columnaise&sponding to the Log2 of the ratio of transcaptindance

in the treatment reported to the transcript abuoéan the control, the Pval column is correspondmghe p-

value obtained in a paired t-test performed orldheratio, adjusted by the Bonferroni method.

40



Résultats et discussions

Transcripts of a gene coding for a protease inbib{{Atlg73260), the AR781
pheromone receptor (Segarea al, 2010), a nitrilase responsible for the productain
indole-3-acetic acid during bacterial infectiona(®l & Fink, 1994) (NIT2), a putative
chitinase (At2g43590), a lectin like protein whaseression is induced upon treatment with
chitin oligomers (Broekaeréet al, 1989) (At3g16530) and markers for the Hypersemsit
Response associated to plant response to pathugeet €t al, 2003) like YLS9 and NHL3
and the transcaffeoyl Coenzyme A 3-O-methyltramser (At1g67980) involved in the
biosynthesis of phenylpropanoid and lignificatieavisich could provide a better plant defence
against pathogens by reinforcing cell walls (Busatral, 1997) were also over-accumulated.
By comparing our list of 59 modulated genes wisktslifrom other studies referenced in
Genevestigator, we found many genes in common stildies dealing with biotic factors
(30%), elicitors of plant defence (25%) or strekg%) (Figure 5).

Discussion

In in vitro experiments, earthworm casts were enclosed inan membrane, on an
agar gel with nutrientad libitum i.e. at a level which satisfied plant needs. Asreased
mineralization of organic matter in earthworm casts negligible compared with nutrient
concentrations in the agar gel, observed modiboatiof plant phenotype could not be due to
nutrients diffusing from earthworm casts. No migganisms could exit the nylon membrane
because of the mesh size. Consequently, signaliolgcmes and other small molecular
weight compounds could diffuse from earthworm c&stslant roots, but it is easier to image
that signaling molecules or hormones, which asteay low concentrations with huge effects
on plant growth and development, are the mostylikahdidates. In this experimental device,
we observed significant positive as well as negasffects, according to plant species. This
genotype dependant response is typical of a resptnsignal molecules, and has already
been observed for different rice cultivars exposethe same earthworm species (Noguetra
al., 2011). Experimental device and results thus cgevéowards the involvement of signal
molecules in the effect of earthworms on plant ghpvalthough other mechanisms can also

be important.

Mutants ofA. thalianaused in the second experiment had a near-nuledte AUX1

gene (Hobbie & Estelle, 1995), encoding an auxituinfacilitator protein (Swaruget al,
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2004), and a null allele foAXR< gene (Hobbie & Estelle, 1995¢ncding for the pola
localization of the protein e:oded byAUX1 (Dharmasiriet al, 2006;Hobbie, 200). Despite
a slight auxin production iryoung roots and an auxin discharge frovature leaves in tr
phloem Taiz & Zeiger, 201), impaired auxin transpbm mutant is reponsible for altere
root growth, decreased prary production and dwarf phenotype. = negative effect ¢
earthworms on the wild ty: and their reversion of the mutant phepe could be due t
either auxinike compoundsor ethylene,r molecules related to the pway of one of thes
hormones. Since this dwamutant phenotype is known to be reverty exogenous auxi
application Hobbie & Estele, 199!) and auxinkike compounds havibeen isolated froi
humic substances (Muscoket al, 1998) or earthworm composCdnella: et al, 2002),
earthworms could be respsible for an higher exogenous auxin cortration in soil. This
auxin could enter root cellsicrease intracellular concertion, and restce altered phenotyy
of the double mutant. We sculate that in the absence of earthworms mutant had too lo
an auxin concentration in nt cells to exhibit the same growth rate ae wild type. In the
presence of earthworms, ationél exogenous auxin supply increaseckin concentration i
root cells, which could be sponsible for a higher growth rate (Figur. Conversely, auxi
elevated above wiltiype erxdogenous levels could lead to an inbry effect. This is
corroborated byhte fact thatearthworms stimulate cultivable 1AA procing bacteri¢(Puga-
Freitaset al, 2012) which could have positive or negative effects onit growth accordin
to their IAA production leve{Nehl et al, 1996;Barazani & Friedman, 1)€).
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Figure 4. Functions of the 59 Arabidopsis thaliani genes differentially expresed in the presence ¢
earthworms. Functional classificion was established accorg to http://www.arabidpsis.org and the relat

publications.
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With regard to the ethylene hypothesis, our trapsmmic analysis revealed the
involvement of several ethylene response factdisyléne inhibition of root growth iaux1-7
plants is approximately 30% that of wild type aiusating ethylene concentration (Pickett
al., 1990), and enhanced auxin signaling in root &éfpsr ethylene precursor treatment in the

wild type is lost imaux1mutant (Stepanovet al, 2007).
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Figure 5. Comparison between genes modulated in tlpresence of earthworms with other transcriptomic
studies.Among our 59 genes, 56 upregulated genes wera fouGenvestigator database (in column). We then
select a list of 60 studies (in line), among 54 98frenced in Genevestigator, exhibiting the nsistilar
directional changes with the 56 genes of our stoylghoosing the “mosaic” with the highest numberred
squares (higher transcript abundance in the treatasecompared with control). Green color is cqroesling to
a lower transcript abundance for the treatmentomspared with the control, and red color is corresfing to

higher transcript abundance. Color intensity isegponding to the fold change in gene transcriphdhnce.

43



Résultats et discussions

Auxin and ethylene can have antagonistic effect lateral root initiation and
synergistic effect on root elongation, with recigab effects on synthesis and signaling
(Muday et al, 2012). As a consequence, the fine-tuning of pdmatvth and development in
the presence of earthworms may be due to auxiyjeetd, or the balance between these
hormones. Isolation and quantification of auxinetinylene emissions in soil is particularly
difficult due to their low concentration in the d@ number of biochemicals present in soils.
Auxins are adsorbed on organic matter and the nunobepurification steps can be
responsible for significant losses which prevenmnparison between treatments. Ethylene
would require a specific experimental device to soea gas emissions, and measuring
precursor concentration raise the same concernsailnan. Therefore, we cannot exclude that

earthworm effects were due to a molecule actingregs of auxin and ethylene.
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Figure 6. Model explaining contrasting effects of the earthwon Aporrectodea caliginosan Arabidopsis
thaliana. This model explains positive as well as negatifects onArabidopsis thalianavild type and mutant
for auxin transportgux1-7 axr4-2 Note that the effect of an exogenous auxin supplthe presence of

earthworms is dependent on the initial auxin cotre¢ion in root cells.

Finally, small molecules recognized as elicitorplaint defence can be responsible for
the activation of ethylene signaling pathway. A pamson of our transcriptomic profile with
other results published in Genevestigator showet dbaerved pattern of differences in
transcript abundance was typical from a respondéagellin, an activator of plant defence
mechanisms against bacteria, or beneficial and beoeficial bacteria such as many
Pseudomonas syringastrains (see Results section). Activation of deéemmechanisms
together with an increased plant biomass are typic&ystemic Acquired Resistance (SAR)

triggered by local infection with an incompatiblatipogen (Heil, 1999), or eventually of
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Induced Systemic Resistance (ISR) triggered by nidagt Growth Promoting Rhizobacteria
(Persello-Cartieawet al, 2003). These mechanisms are known to be undecaheol of
hormones such as ethylene, salicylic acid and jagraxid (Ping & Boland, 2004).

We observe contrasted effects of the earthwéporrectodea caliginosan the growth of
Arabidopsis thalianadepending on the considered experiment: a negatieeon 23 days old
plants in the experiment with mutants, but a pesitone on 42 days old plants used in

transcriptomic analysis.

These differences are typical from experiments vadrthworms in natural soils:
despite numerous precautions to take up the sothe@tsame place and despite careful
homogenization of large soil volumes, there ar# stsidual differences in the physical,
chemical or biological properties, especially incteasial communities, due to initial
heterogeneity. Despite this variability, resultsnii our three experiments converge towards
the involvement of signal molecules in the effeceafthworms on plants. These molecules
could be auxin-like compounds, ethylene, elicitofsplant defence, or a cocktail of these
molecules. Novel insights in the signaling netwattkat regulate synergistic and antagonistic
activities of ethylene and auxin (Mudayal, 2012) and the role of auxin-like compounds or
ethylene in SAR (Trumart al, 2010) would help to choose between different psego
hypotheses.

An ecological perspective to this work could be explore the parallel between
earthworms and PGPR, since both change plant mogplese and induce plant resistance to
pathogens (Cartieaugt al, 2003; Persello-Cartieaugt al, 2003; Verhageret al, 2004,
Wang et al, 2005). This implies to determine whether eartmsr(i) are themselves
producing signal molecules, (ii) desorb old signadlecules from soil clays and organic
matter, (iii) consume and break down bacteria,ashey signal molecules into the soil or (iv)
stimulate PGPR or other bacteria producing signallenules. Recently, it has been shown
that the reduction of disease caused by soilborttieogans by earthworms was associated
with the stimulation oPseudomonas fluorescepspulation, a bacteria recognized as a PGPR
(Elmer, 2009). In the same way, protozoa are ablesdlect bacteria producing signal
molecules probably by differential grazing (Bonk&ys2004) and collembola, other soil
decomposers, can induce the differential expressiaiefence and auxin-responsive genes in
A. thaliana(Endlweberet al, 2011). Despite their long evolutive divergencast@vorms,

PGPR, protozoa and collembola seem to modify glamivth through a similar mechanism,
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i.e. the emission of signal molecules. This strgnghcourages research to unravel the
potentially common signaling pathway involved ire timteraction between plants and soil

organisms.

Materials and methods

Soll

Soil was collected at the CEREEP research stat®ain{-Pierre-Lés-Nemours,
France) in a natural meadow, with the permissioBextriz Decenciere, project coordinator
of the CEREEP - Ecotron IDF / UMS CNRS/ENS 3194wdis dried at 25°C for a week and
sieved at 2 mm mesh size. This soil has the follgwaroperties: total organic carbon content,
14.7 g k@' total nitrogen content, 1.19 g kgpH, 5.22; CEC, 4.08 cmol Ky texture: 6.9%
clay, 19.0% silt, 74.1% sand.

Earthworms

Adults of Aporrectodea caliginos&avigny (Annelida, Oligochaeta) were retrieved
with permission at the CEREEP - Ecotron IDF. liais endogeic earthworm which makes
horizontal or randomly oriented burrows, considdredle temporary structures because they
are rarely reused. For the vitro experiment, two breeding boxes were prepared us$iag
same weight of soil maintained at 80% of the figdghacity. Earthworms were added in one of
these boxes, the other one being used as conttoAfier 14 days of incubation, earthworm
feces, also called casts, and control soil wemgexetd from their respective breeding boxes.
In the experiments dedicated to transcriptome a@malyr to the study of the double mutant,
living earthworms were added to the devoted micnoost a density close to the one

observed in the field in France (Lavelle & Spai@Q2).

In vitro experiment

Plants were grown in sterile Petri dishes (14 canditer, 20.6 mm height, Fisher
Scientific, France) in the presence of a non-gerdrthworm casts or same weight of control
soil enclosed in a nylon membrane (Figure 1A). @eltmedium was made of 7 § jelrite
(Duchefa Biochemie, U.S.A.). Nutrients were supple 4.3 gt of basal salt mixture
(Duchefa Biochemie, U.S.A.), according to the watlown Murashige and Skoog plant
culture media (Murashige & Skoog, 1962). Macrorauits were supplied as follow: CaCl
332 mg ' ; KH,PO 170 mgt ; KNO; : 969.5 mgT ; MgSQ, : 180.5 mg T and NHNO; :
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1650 mg 1, and micronutrients: Cog€6H,0O : 0.025 mgt ; CuSQ.5H,0 : 0.025 mgt ;
FeNaEDTA 36.7 mg1; HsBOs; : 6.2 mg 1 ; KI 0.83 mg ' ; MnSQ.H,0 : 16.9 mg T ;
NaxM00O,.2H,0 : 0.25 mg T ; ZnSQ.7H,0 : 8.6 mg T and KNQ : 930.47 mg'tf. As signal
molecules are unstable at high temperature and tdmao sterilization, axenic conditions
were ensured by enclosing non sterile casts framm@arm husbandry and control soil into a
0.22 pm mesh size nylon membrane (MAGNA, Nylon,n8far membrane, GE Water &
Process Technologies, U.S) which let small molectbediffuse into the gel while keeping
bacteria inside. Seeds Ofyza sativalL.. cv Morobekanwvere provided by the Laboratoire de
Semences et des Ressources Biologiques of theeGdmiRessources Biologiques Tropicales
de Montpellier CIRAD (France) and seedslaflium perennel. bought in garden center.
They were sterilized for 5 minutes in Teepol HBWg(®a Aldricht, Germany) and 10 minutes
in ethanol 70°0. sativaandL. perennewere grown respectively for 18 and 9 days inran
vitro culture chamber under controlled conditions apeetvely 30°C and 19°C, with a 12-
hours photoperiod (light intensity: 200 umol photest. There were two independent
experiments and ten biological replicates per tneat (either with control soil or earthworm

casts).

Microcosm experiment with mutants

All Arabidopsis thalianaeeds were provided by the Arabidopsis Biologhesource
Center (ABRC) at The Ohio State University (U.S.Ap auxin-like compounds were the
best candidates for the signal molecules involvedhe earthworm effect (Muscolet al,
1999; Canellaset al, 2002; Nardiet al, 2002), we set up a microcosm experiment, to
compare the response A&f thalianacv Colombia wild type and double mutantx1-7;axr4-2

(NASC ID: N8040,http://www.arabidopsis.ojgin the presence or absence of earthworms.

The AUX1 gene is coding for an auxin influx facilitator pgm (Swarupet al, 2004). The
AXR4gene is involved in the polar localisation of gretein encoded bpUX1, and is thus
responsible for the polarised auxin transport figlmot apex to root tips (Dharmasat al,
2006; Hobbie, 2006). As a consequence, auxin caratem in the root cells of the mutant is
lower than in the wild type, which is responsibde &n altered root growth and a decreased
primary production, observed with the dwarf phepety(Hobbie & Estelle, 1995). If
earthworms are producing auxin-like compounds engtil, these molecules could enter root
cells, increase intracellular auxin concentratiand restore the altered phenotype of the

double mutant.
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A. thaliana cv Columbia wild type and the double mutantx1-7;axr4-2were grown in
experimental units of PVC (10 cm diameter, 15 ciglite n=5 per treatment) filled with 1kg
of dry soil, which was then maintained at 80% of freld capacity. One week after soil
humectation, five earthworms (1.88 g + 0.09) werteoduced. Two weeks after earthworm
introduction, one seed of wild type or mutant wasvis in each experimental unit. Plant
growth was carried on for 23 days in growth chambeter controlled conditions (Conviron,
Canada): 20+1°C and 15+1°C day and night temperstis% + 5% relative humidity, 200
pmol mi? s PPFD for 10 h per day.

Transcriptome analysis

Experimental protocol

Two experiments were made at one week of delaynture robust and repeatable
results. Plants were grown in experimental PVCsu(#0 cm diameter, 16 cm height), filled
with 6kg DW soil and maintained at 75% of the fielpacity. Seven earthworms (for a total
of 3 g on average) were introduced. After one wégk, seeds ofA. thalianacv Columbia
were sown per microcosm and grown in growth chamimeder controlled conditions
(Conviron, Canada): 20£1°C and 18%1°C day and ntghtperatures, 70% + 5% relative
humidity, 200pmol m? s* PPFD for 10 h per day. Plants were harvested 42 déter
sowing, when their rosette is 80% of their finaesicorresponding to the 3.80 growth-stage
as defined by (Boyest al, 2001).

RNA extraction and microarray analysis

Plants were pooled according to the treatment (Fe¢ad;, 2003). RNA was extracted
from rosettes and roots using RNeasy Plant Mini (Qitagen, France) with an on-column
DNase digestion using DNase | (Qiagen, France).qutadity of the RNAs was assessed with
the Agilent Bioanalyser (Agilent, Santa Clara, B.$.and the quantity determined with
Ribogreen (Invitrogen, Carlslab, U.S.A.). cRNAs wgroduced with the “Message Amp
aRNA” kit (Ambion, Austin, U.S.A). Five ug of cRNAwere reverse transcribed in the
presence of 200 U Superscript Il (Invitrogen, dalds U.S.A.), cy3-dCTP and cy5-dCTP
(NEN, Boston, U.S.A.) and hybridized on Completaidopsis Transcriptome MicroArrays
(CATMA), each with 24576 Gene Specific Tags frémthaliana(Croweet al, 2003), with a
dye swap to avoid dye bias (Cartieaatxal, 2003). After an array-by-array normalization, a
global intensity-dependent normalization and a exdion of a print-tip effect on each
metablock, paired t-tests were performed on therithga base 2 of the ratio of transcript
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abundance. The raw P-values were adjusted by théeBoni method. Transcript abundance
of 104 genes was increased in the first experirardt103 in the second one, with 59 genes in
common (Table 2). We looked for these 59 geneseime@estigator database and we found 56
of them for which we have observed an increaseanstript abundance in the presence of
earthworms (in column). As it is not possible tgert rough data from Genevestigator, we
selected the 60 studies among the 54 922 referefieddhe) exhibiting the most similar
directional changes with the 56 genes of our studghoosing the “mosaic” with the highest
number of red squares (higher transcript abundancthe treatment as compared with

control).

Real-time PCR validation

First strand cDNA from leaves and roots Af thaliana were synthesized by the
reverse transcription of 2 pg of total RNA using @igo-dTs) primer, Protector RNase
Inhibitor (Roche, France) and Omniscript Reversans$criptase kit (Qiagen, France). Real-
time PCR was performed in a LightCycler 2.0 sys{®uache Diagnostics, France) with the
gPCR mastermix LightCycler® FastStart DNA MasterPLISBYBR Green | (Roche
Diagnostics, France). Primers of three constitutgenes (At5g11770, At3g18780 and
At5g46290) as well as underexpressed and overesguegenes (At5959310, At5g47220,
At1g28370, At3g04720, At3g23550, and Atlg73260) evelesigned. The amplification
program was made of an initial denaturation at 9YCLO min, 35 cycles of amplification at
95°C for 20 s, followed by 56°C for 20 s and 72%¢ 20 s. The transcript abundance was
standardized with At5g11770 taken as reference thighgeNorm v3.5 software. A logarithm
base 2 normalization of transcript abundance watommeed and results (Figure 3) show

similar direction in the relative transcript abunda for real-time PCR and micro-arrays.
Root system analysis

Root length, average diameter, root surface, nurabéorks and tips were analyzed
with a digital scanner (EPSON Expression 10000 Ehson America Inc., U.S.A.) coupled
with the WIinRHIZO software (WIinRHIZO, version 20@ro, Regent Instrument, Canada),
following recommendations found in literature (Himllmaueret al, 2004): a resolution of 16

p mm™* (400 dpi), with the automatic transformation thielsl and a double light system.
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Chapitre 2 : Impact du vers de terreAporrectodea caliginosat de
la plante Arabidopsis thalianasur la production de I'normone
végétale acide indole acétique par les bactérieslivables
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Avant propos

Les vers de terre semblent agir au niveau de déssance des plantes via un
mécanisme similaire a celui utilisé par certain€R capables de synthétiser des molécules
signal comme les hormones végétales. Parmi cesdmasn la production d’auxine est un
mécanisme largement répandu au sein des bactériesrdezosphére (Persello-Cartieaek
al., 2003; Hayaet al, 2010). De plus, certains résultats de notre pift® étude ainsi que
ceux d'autres auteurs (Nareli al, 1988; Tomatiet al, 1988; Muscolcet al, 1998; Canellas
et al, 2002; Canellagt al, 2011) suggérent que les vers de terre agissenirvimécanisme
interagissant avec la signalisation de l'auxingnAfétudier I'influence des vers de terre sur
ces bactéries capables de produire des auxingspduction d’acide indole acétique (IAA)

par les bactéries cultivables a été étudiée erepecéset absence de vers de terre.

Dans cette étude préliminaire, les bactéries cuilésaont été isolées a partir du sol de
microcosmes (i) ne contenant aucun macro-organigieen présence du ver de terde
caliginosa (iii) en présence de la planfethalianaou (iv) en présence des deux macro-
organismes. Une fois extraites, ces communautégrmEmes ont été cultivées en présence
du précurseur pour la biosynthese de l'acide indmtétique, le L-tryptophane. Cette
technique est couramment utilisée afin de discrimies bactéries productrices des non
productrices d'lAA (Frankenberger & Arshad, 1995avkelovaet al, 2007; Dimkpaet al,
2008). Nos résultats montrent que les vers de tarteun impact positif sur la production
d’'IAA par les bactéries. La plante a un impact négar cette production d’lAA. Lorsque
plante et vers de terre sont présents simultanénemtiveau de production d’'lAA est le
méme que lorsque la plante est seule présenteé@dgats indiquent que méme si les vers de
terre peuvent stimuler la production d’lIAA par lesctéries du sol cultivables, I'effet des vers
de terre sur ces communautés n’est pas significaifue la plante est présente. L'effet des
plantes au niveau des ces communautés de bagbeaesctrices d’'lAA est prévalent sur
celui des vers de terre. Ceci suggere la mise aceppar la plante d’'un mécanisme de
contrble des bactériennes productrices d’'lAA. OntpaEmettre I'hypothese évolutive selon
laguelle ce mécanisme permettrait de prévenir wnogsement trop grand de la population
de ces bactéries, qui pourrait conduire a unedrapde production d’'lAA dans le sol, ce qui

aboutirait a un effet inhibiteur sur la croissadeda plante.
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Cette étude a fait Injet d’'un article publié dans Applied arEnvironmental Soil

Science.
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Figure 10: Synthése des résulta de I'effet du vers de terreA. caliginosasur la production d’auxine par
les bactéries cultivables du sc Les vers de terre ont un impact positif sur(1) les communauts
bactériennes du sol capables deroduire de I'auxine. Cependant, lorsque la plant est aussi présente, |
production d’auxine par les bacteries cultivables est réduite suggérant un effetrppondérant de la plante
sur celui des vers de terre. L'auxie ayent généralement (a) un effet positif sur la cissance des plantes, |
contr6le de ces communautés prductrices d'auxine a probablement été mis en ple au cours de I'histoire
évolutive de la plante afin de pré&enir une trop grande abondance en auxine da le milieu qui résulterait
en (b) une inhibition de la croissaice de la plante
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Abstract

Some soil microorganisms are involved in the compigeractions with plants and
earthworms, through the production of indole acaticl (IAA) which modifies plant growth
and development. In a factorial experiment testing impact of the presence/absence of
plants and earthworms on IAA production by cultialblacteria, we observed that plants
were decreasing IAA production of 43%, whereasheatms were increasing it of 46%. In
the presence of both plant and earthworms, IAA pctidn was as low as in the presence of
plant control, showing that plants influence on Iffduction by microorganisms prevails on

earthworm influence. We discuss functional reasamsh could explain this result.

Keywords : Cultivable microorganisms; Earthworms; IAA; Macrgganisms; Plants
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1. Introduction

Soil microorganisms can be closely associated woihanimals such as earthworms
for the delivery of ecosystem functions such as miggenatter mineralization (Browat al,
2000; Lavelle & Spain, 2001; Lavelle, 2002). Théease of nutrients due to this dual
interaction has consequences on plant growth (Imgétaal, 1985; Blouinet al, 2006; Jana
et al, 2010). In addition to nutrients, interdependeheéveen microorganisms, plants and
earthworms has led to the selection of diversifsgghal molecules, from low-molecular
weight compounds such as auxin (e.g. IAA), aminidsaand secondary metabolites, to high-
molecular weight compounds such as proteins angsaotharides (for review see (Ba&s
al., 2006)). Emission of signal molecules by micromigms can be deleterious for plants in
the case of pathogenic bacteria and invertebratieivioges, or positive with mycorrhizas,
nitrogen-fixing symbiotic bacteria or free living diaria such as Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR) (Persello-Cartieaixal, 2003; Baiset al, 2006; Badri & Vivanco,
2009). Auxin-like compounds have also been detertezhrthworm dejections (Muscokdt
al., 1998; Canellaset al, 2002), and could be responsible for the positefeect of
earthworms (Browret al, 2004) and vermicompost (Canelletsal, 2002) on plant growth.
The same molecule can have positive or negativecisffaccording to its concentration and
plant sensitivity (Barazani & Friedman, 1999).

There are very few studies which consider simubtasty the impact of plants and
earthworms on microbial activities. However, ibisprior importance to establish a hierarchy
in biotic factors influencing soil microorganisnihe purpose of our study was to determine
the hierarchy of biotic factors on IAA-producingcberia: do microorganisms obey to plants

or earthworms?

2. Materials and methods

To answer this question, we set up an experimetit witreatments: soil without
macro-organisms (S), with the plafrabidopsis thaliana(P), with the earthworm
Aporrectodea caliginoséE), with both plant and earthworms (PE). Nine aismeter-10 cm
high PVC experimental units (n=5 per treatment)enéled with 1 kg of dry sandy soil from
the CEREEP research station (Saint-Pierre-Lés-Nesnéuance).
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It was dried at 25°C for a week and sieved at 2 mash size. This soil has the
following properties: total organic carbon contelt,7 g kg-1; total nitrogen content, 1.19 g
kg-1; pH, 5.22; CEC, 4.08 cmol kg-1; texture: 6.8ky, 19.0% silt, 74.1% sand. During the
experiment, it was then maintained at 80% of tb&lfcapacity. Three earthworms (1.60 g +
0.06) were introduced one week after soil moistgnimtreatments E and PE. One seed of
Arabidopsis thalianacv. Columbia was sown per experimental unit twcekgeafter soil
watering in treatment P and PE. Plants were grawrd® days under controlled conditions
(Conviron growth chamber, Canada) at 20 + 1°C ad 1.°C day and night temperatures,
70% + 5% relative humidity, 200mol m? s* photon flux for 10 h per day.

At the end of the experiment, plant shoots andsregre retrieved, dried at 45°C and
weighted. As extraction and purification of IAA fronatural soils is very difficult due to soill
adsorbing complex (organic matter, humus, clayswg, extracted bacterial communities
from the soil of the different treatments and gifeaat the production of IAA due to
cultivable bacteria present in these extracts. Saihples (100 g) were collected from
experimental units and dried at 40°C. For all weaits (S, P, E and PE), microbial
populations were extracted from these dried soilas in aqueous solution (5°gNaCl) at
1:10 soil:water ratio with 40 rpm agitation for 1After centrifugation (3 min, 1000 rpm), 1
ml of bacterial suspension was inoculated on 6.5flijuid Czapek media (with only 5 & |
sucrose). Two hundred pg of L-Tryptophan (Sigma, USA) was added as preaufisolAA
production. Bacteria culture was performed in thekdat 27 °C with shaking at 180 rpm. At
24 h, 48 h and 72 h, 500 pl of the bacterial calsuwpernatant were retrieved. Bacterial cells
were removed by centrifugation at 5000 rpm duringifh. Part of the supernatant (250 pL)
free of bacterial cells was mixed with 750 pL olk®avski’'s reagent (50 ml HClQat 35%
and 1 ml of 0.5 M FeG). IAA concentration was determined by absorbanc8a nm with a
Novaspec Il spectrophotometer (Amersham BioscigntSA), with the help of a standard

curve obtained from serial dilutions of IAA stoakgtion (Sigma, USA).
3. Results

IAA production by cultivable soil microorganismstected from soil without macro-
organisms (S) was about 8.8°1fhol I'', whereas the presence of earthworms in soil (E) wa
responsible for a significant 46% (12.7°Gol I'Y) increase in IAA production by cultivable

microorganisms (Figure 1).
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Figure 1: Average IAA concentreion at 24, 48 and 72 h by cultivable soil baetdrom soil without macro-
organisms (S), with the plamtrabidopsis thalian (P), with the earthwormporrectcdea caliginos (E) and
with both plant and earthworms E) Means * s.e., n = 17, fi#fent letters indicatea significant difference
Tukey HSD, P < 0.05.

In the presence of gnts (P) or in the presence of plants andhworms (PE), 1AA
production was at the sar level, respectively 4.9 ® and 4.5 18 mol I (Figure 1),
suggestig that plants halve IAA production by soil microorganisms. two-ways ANOVA
confirmed the significancef plant negative effect -value = 3.10, F = 58.33), an
earthworm positive effect (RPalue = 0.02, F = 6.8) on IAA producticby microorganism
(Table 1).

Tablel: Impact of the factors “ant”, “earthworm” and their interaction on IAA oduction by cultivable

microorganisms.

IAA concentration

Df F Pvalue
Plant 1 58.33 < 0.00:
Earthworm 1 6.80 0.02
Plant * earthwom 1 8.25 0.01
Residuals 13

n=17

The reason for this hibition of IAA production by plants couloe linked to the fac
that too high IAA exogenus concentration can inhibit root grov and prevent plar
development Taiz & Zeige:, 201() (see Discussion section). This s supported by tt
significant regative correlatin (R2 = 0.71, P value = 0.005) between it biomass and IA

production (Figure 2).
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As far as the interaction between plants and eantms is concerned, we observed
that the positive effect of earthworms on IAA protion observed in treatment E disappeared
in treatment PE (Figure 1).

A two-ways ANOVA showed that the statistical interan between the factors plants
and earthworms was significant (P-value = 0.01, B.25), which means that earthworm
effect on IAA production was dependant on the preseof plants. Note that the discussed
IAA concentration was due to the production of 1A cultivable microorganisms, which
represent only a small fraction of microorganisimamg in a soil, despite the large spectrum
of microorganisms growing on the Czapek medium. alernative approach would be to
extract all the IAA from the soil, but a given edtion protocol would not have the same
extraction efficiency for soils deeply modified plants or earthworms. Moreover, protocols
developed to detect IAA in complex soils (Muscab al, 1998; Canellaet al, 2002;
Quaggiottiet al, 2004) do not provide reliable methods to quardifgolute amount of IAA

in soil samples.

4. Discussion

Interactions between organisms in soil are maigelol on trophic relationships and
exchange of signals. Among signal molecules, auxawe been showed to play a major role
in plant-microorganism interactions; for exampleizobacteria producing high amounts of
IAA are generally responsible for a negative effent plant growth and have been called
“Deleterious Rhizo Bacteria” (Suslow & Schroth, 29&chipperset al, 1987; Nehlet al,
1996).

Rhizobacteria producing low amounts of IAA are galig responsible for a positive
effect on plant growth and have been called “Pl@mowth Promoting Rhizobacteria”
(Kloepper & Schroth, 1978; Bashan & Holguin, 199&rsello-Cartieaurt al, 2003). This
important effect of IAA can be related to its rale cell division and elongation: it is
demonstrated that the auxin dose — response caitvellishaped, with a maximal elongation

rate reached for medium exogenous auxin concemtréfiaiz & Zeiger, 2010).
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Figure 2: Relationship between A concentration and plant abogeeund biomass (y -24.35x + 54.53, R2 =
0.75, P = 0.005).

Many soil bacteria us signals to direct plant carbon for the k-up of additional roo
structures (Hirsctet al, 1997 Jameson, 2000; Bonkowski, 2004)th a subsequent positi
effect on root exudates anacteria poplations. As earthworms are swsed to consum sc
microorganisms, the increa in IAA production observed in the prnce of earthworn
could be explained as a weo increase root exudates, bacterial biomand thus earthwor
resources. This is supportbg previous observations of higher IAA dent in earthworn-
worked soils as compared 1 soil without earthworm(Muscoloet al, 199¢; Canellaset al,
2002)as well as the hormo-like effects observed in compost made 2arthworms(Atiyeh
et al, 2000; Chaouet al, 200Z; Aranconet al, 2006).

However, initiation o additional root structures or increased extion is probably nc
always beneficial to plant Plants ha\ indeed developed mechanis to regulate IA#
production by microorganins. There are very few evidences of act control of IAA
producing bacterial comnnities by plants. Nevertheless, it ha&een showed th
transcription of ipdC, an Eiinia IAA biosyrthetic gene, is induced in'sponse to bean a
tobacco compound8(and! & Lindow, 1997). This kind of mechanismuld be at the origi

of the repression of IAA praicing bacteria in the presence of plants cved in our stud
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5. Conclusion

In this study, we confirmed that earthworms camdsponsible for an increase in IAA
production by microorganisms. We also observed pession of IAA production in the
presence of plants. In the presence of both earthwvand plants, we found that plants took
the advantage on earthworms in the control of \aiiie IAA-producing bacteria, by

maintaining a weak level of IAA production by culible microorganisms.

Plants are responsible for energy inputs in teie¢stcosystems (about 90% of soil
organic matter). They are major providers of swtes to microorganisms through root
exudates and dead roots, which could represent ZD% of the total assimilated carbon
(Lynch & Whipps, 1990; Kuzyakov & Domanski, 200@y, to earthworms through dead
leaves and roots (Brussaard, 1999). This couldagxphe fact that they control many soll
processes such as the production of IAA, but aftee-living bacteria nitrogenase activity
(Zareaet al, 2009), amoebae community structure (Alpéeal, 1996) and hydro-structural
stability of soil (Milleretet al, 2009).

61



Résultats et discussions

Chapitre 3 : Impact du vers de terreAporrectodea caliginosat de
la bactérie productrice d’acide indole acétiqueMicrococcus luteus
sur la croissance et le développement Alfabidopsis thaliana
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Avant propos

Les vers de terre stimulent la production de md&s signal par les bactéries
cultivables du sol. Ces molécules qui agissentiesuvoies de signalisation de nombreuses
hormones végétales ont un effet sur la croissahtedéveloppement des plantes. Alors que
les bactéries productrices d’auxine ont été anal/se la fin de I'expérience du chapitre
précédent, nous proposons dans I'étude suivantemarepulation de la population d’'une
bactérie isolée sur sa capacité a produire de fbote d’'IAA. L'objectif est ici d’étudier

l'impact de la dose de bactérie inoculée et lagnés de vers de terre.

Nous avons étudié I'impact du ver de tefrecaliginosaet de la souche bactérienne
productrice d’auxinéMlicrococcus luteusur la croissance et le développeme#t dhaliana
La bactérie a été isolée a partir de la rhizosplerglants de pomme de teri®olanum
tuberosum a partir de sa capacité a produire de I'auxirgdteCbactérie a été inoculée dans le
sol a trois concentrations. Les résultats monttenimpact négatif de ces bactéries sur la
croissance des plantes, d’autant plus grand goeclilum est important. Cet effet délétére
suggere que cette bactérie productrice d’auxineé @ee classée comme bactérie délétére de
la croissance des plantes (DRB). L'issue de l'actsur les plantes des bactéries de la
rhizosphere productrices de molécules signal eserfeant dépendante de la taille de la
population (Persello-Cartieauat al, 2001; Persello-Cartieaust al, 2003) mais aussi du
génotype de la plante (Kremer, 2006). Concernafitet des vers de terre, nous avons
observé un impact positif sur la croissance dddatp en absence dé. luteus Cependant,
cet effet positif diminue quand la taille de l'indom augmente, jusqu’a disparaitre
complétement pour la dose de bactérie la plus.firexiste donc une action antagoniste de
M. luteussur le mécanisme d’action du vers de terre. Cadtads soulignent I'importance de
l'action des molécules signal produites dans lazasphere. La bactéridl. luteus en
produisant de fortes teneur en IAA perturbe probraleint chez la plante la voie de
signalisation sous contrble de l'auxine. Ces chareg#s pourraient perturber tous les
mécanismes d'interaction les autres organismes aludent les vers de terre et leurs

conséquences sur la plante via les microorganisieés rhizosphere.

Cette étude fait I'objet d’un article prét a soutreet Applied Soil Ecology.
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Figure 11: Synthéese des résulta de I'effet du ver de terreA. caliginosaet de la bectérie M. luteus sur la
croissance et le développement'A. thaliana. L'inoculation de cette bactérie a (a)un effet négatif sul la
croissance dA. thaliana suggérart une action de type (1) DRB. Les vers de terre ¢ (b) un effet positif sur
la croissance dA. thaliana en alsence deM. luteus Cependant, cet effet est d’aant plus faible que la
taille de I'inoculum de M. luteus est grande suggérant (c) un effet antagoniste de:tte bactérie a celui du
vers de terre, qui pourrait passerar un effet sur (2) les PGPR.

64



Résultats et discussions

Title

Combined effects of the earthwormporrectodea caliginosaand the IAA-producing
Rhizobacteriavlicrococcus luteuon the growth and development of the planabidopsis

thaliana

Authors

Diana Edith CASTELLANOS SUAREZ Agnés GIGON, Ruben PUGA-FREITAS Patrick
LAVELLE 3, Elena VELASQUEZ, Manuel BLOUIN

Affiliations
1 Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de@bia, Bogota D.C., Colombia

2 UMR Biogeochimie et Ecologie des Milieux Contitenx, équipe Ibios, Institut de
Recherche pour le Développement et Université HmiLCréteil, 61 avenue du Général De
Gaulle, 94010 CRETEIL cedex, FRANCE

3 Centro Internacional de Agricultura Tropical, AR13, Cali, Colombia

4 Universidad Nacional de Colombia, Palmira, Colamb

65



Résultats et discussions

Abstract

Micrococcus luteudbacteria has been isolated from rhizospheric a(fgdotato and is
considered as a deleterious rhizo-bacteria (DRBp%®ra plant growth promoter bacteria
depending on the plant species. In this study,estetl the use of earthwornipprrectodea
caliginosg as a biocontrol or synergistic agentMf luteus We expected that earthworms
would modify microbial communities in a way that wid stimulate plant growth, as
demonstrated in a large number of experimevtsluteusactually had a negative effect on
plant growth, with respective decreases of 31.2%bflowground biomass (P = 0.96) and
23.6% for aboveground biomass (P = 0.16) (23.3%tdtal biomass, P = 0.21) with the
maximal dose applied (10CFU mi*). In the absence of bacteria, earthworm activities
allowed an 85% increase in belowground biomass (P.69) and 1.4% increase in
aboveground biomass (P = 0.99) (14% increase ah bidmass, P = 0.75). Nevertheless, this
positive effect of earthworms progressively decedashile increasing the dose Mt luteus
to finally disappear at the maximal dose, showihgt tearthworms cannot be used as a
biocontrol agent for this DRB. Effects of earthwsrandM. luteuson plant development
strongly differed: while the first had a significaetfect on the development of vegetative
organs (e.g. rosette diameter and fine root prapoitthe latter significantly affected floral
organs (e.g. floral stem height). Some parametach sas leaf area were finally only

influenced by the interaction between the two factor

Significant interactions observed between earthvgoand M. luteus suggest that
signal molecules involved in their effects are @toly different in nature, or delivered at
different periods during the plant cycle.
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1. Introduction

Some free living bacteria of the plant rhizosphexaled Plant Growth Promoting
Rhizobacteria or PGPR (Bashan & Holguin, 1998),ehpatential to increase plant growth.
Among several proposed mechanisms, PGPB could seelsignal molecules close to
phytohormones, fix atmospheric nitrogen in the abghere, solubilize nutrients, promote
mycorrhizas, or regulate ethylene production in spthey can also act indirectly on plant
growth through the suppression of major plant pg¢ine (Nehlet al, 1996; Persello-
Cartieauxet al, 2003).

On the opposite, other free living rhizobacteriaatded as deleterious rhizo-bacteria
(DRB) (Suslow & Schroth, 1982) can inhibit root asldoot growth. Since the symptoms
caused by these bacteria are scarce and non spf@oifiar symptoms similar to nutrient
deficiencies, discrete root symptoms such as bnogvand discoloration, few recorded cases
of mortality), and that there is no obligate phgsicontact between these bacteria and plant
root, they have attracted much less scientificnéitiea than the plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR).

Nehl et al. (1996) argue that the distinction bewd®GPR and DRB is probably
artificial, since bacteria are classified in oneup on the basis of bioassays, in which their
net effect on plant growth is determined. Posiwfects of PGPR and negative effects of
DRB are actually host specific, at the species anitivar levels, and there is little apparent
relationship between taxonomic characteristicshafabacteria and their function as DRB or
PGPR (Suslow & Schroth, 1982; Campbeatllal, 1986). For example, the individual effects
of 43 strains oPseudomonasisolated from roots of rough lemon in the fielaried from a
52% reduction to a 116% increase in root growthrdGeret al, 1984).

It is therefore likely that a single organism mamdtion alternatively as a DRB or
PGPR according to circumstances, i.e. plant gemeotgpil conditions or the presence of
myccorhizae (Nehét al, 1996).

The effect of these microorganisms on plants cdaoally be mediated by several
kinds of molecules such as nutrients, antibiostderophores or signal molecules mimicking
plant hormones. Among these hormone-like compousuaens, cytokinins and ethylene are
the most widespread, although other compounds sisclyibberellin and jasmonate-like

substances have been reported to be synthesizesbibgnd rhizosphere microorganisms
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(Persello-Cartieauxet al, 2003). Generally, auxins and cytokinins are reggbto increase
plant growth through the modification of plant moogenesis, whereas ethylene, salicilic
acid and jasmonic acid are beneficial due to thelie in the activation of resistance to
pathogens (van Looet al, 1998; Ping & Boland, 2004). The concentrationtied signal
molecule is crucial. For example, the dose respansge of plant to exogenous auxin
application is bell shaped (Taiz & Zeiger, 201Md ahizobacteria can induce positive or

negative effect according to their level of auxinguction (Barazani & Friedman, 1999).

Promoting microbial communities with dominance @&HR on DRB is certainly a
promising way to ecologically increase plant growtrough an improved plant development.
Our hypothesis is that earthworms might have sutheffect for several reasons. First,
earthworms are ecosystem engineers that influectogtis of other organisms at modifying
the physical environment (Jones$ al, 1994; Lavelleet al, 1997). Earthworms galleries,
allow better water infiltration (Le Bayoet al, 2002; Shusteet al, 2002) and drainage
(Blouin et al, 2007b), and thus avoid DRB proliferation whichcas in waterlogged
situations (Mandryck, 1969; Cha al, 1989). Earthworms actually have a positive eftact
plant growth in 80% of reported cases (Brostral, 1999; Scheu, 2003). Several results show
that this effect is mostly due to signal molecuéssitted in the soil (Puga-Freitag al,
accepted), probably due to the activation of PGBi&Wn et al, 2004). Other indirect effects
of earthworms on plant growth are mediated throstiyjnulation of plant defense (Blouit
al., 2005), or control of plant pathogens, which carabsociated with an increase in PGPR

population (Elmer, 2009).

In this work, we tested the effects in isolation aodmbination of a DRB
(Micrococcus luteus and of an earthwormAporrectodea caliginogaon plant growth
(Arabidopsis thalianp The bacteria used in this experimenMigrococcus luteysa Gram
positive coccus. It exhibited positive effects orowth of tomato and radish and was
therefore ascribed to the PGPR group (Arguetlal, 2011). However, in another study, this
bacteria was responsible for negative effects omgdettuce seedlingd &ctuca sativaand
thus considered as a DRB (Barazani & Friedman, 1998r study aims to answer several
guestions: (i) what is the effect M. luteuson the growth and development Af thalian&?

(i) If there is a positive effect, is there a sygewith earthworms? (iii) If negative, is there a
control due to the presence of earthworms? (iv)tvdaa we learn on the mechanisms of

action of M. I|uteus and earthworms from such a factorial experiment?
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2. Materials and Methods

The experiment was carried out in the laboratoipgishe model planArabidopsis
thaliana cv. Columbia, grown in the presence/absence of énelogeic earthworm
Aporrectodea caliginosand with three different concentrations of viabé#ls of the bacteria
M. luteusselected for its ability to produce large amournitsauxin (Indole Acetic Acid or
IAA).

2.1. Microcosms

Soils were collected from the top layer (0-20 cmi),the Centre de Recherche en
Ecologie Expérimentale et Prédictive - CEREEP (SRiarre-Les-Nemours, France). It is a
poor cambisol supporting a natural meadow (totghnic carbon content: 14.7 g kgtotal
nitrogen content: 1.19 g KgpH, 5.22; CEC: 4.08 cmol Ky with a sandy texture (6.9% clay,
19.0% silt, 74.1% sand). Soil was dried at 25°Cdeveral weeks, and sieved with a 2 mm
mesh sieve. PVC pots 13 cm in diameter and 12aghiwere filled with 1.2 kg of soil. Soll
was maintained at 80% of the field capacity witlodesed HO (240 g of water per 1200 g
dry soil). The amount of water in soil was checkatte a week by weighting pots. No

nutrient addition was made.
2.2. Bacterial inoculums

Bacteria were isolated from the rhizosphere of thgalpotato plants Jolanum
tuberosum in an organic cultivation in the savanna of B@g@¢Colombia) (Ledn, 2003).
Taxonomic characterization performed by 16S rRNAegsequences ascribed the bacteria
used in this experiment to thM. luteus speciedM. luteusis a Gram positive coccus, that
produced 52 pg riflof IAA after 6 days of fermentation (Arguelkt al, 2011). Colonies of
bacteria were isolated on agar LB and grown in m0@f BT broth in 250 ml flask, up to a
cell concentration of 1.0 x2Ccells mi* (Castellanoset al, 2009). Bottles were placed in
continuous shaking in an orbital shaker at 170 rfgmperature 27°C for 48 hours (Celis
Bautista & Gallardo, 2008), for a final concentratiof 1.9 x18 CFU mI*. From this culture,
we obtained dilutions of £01¢ and 10 CFU mi* by adding sterile deionized water. Three
applications of bacterial inoculum were carried: @ittime zero (addition of seeds), 7 and 14
days later. These applications of 10 ml inoculunrenperformed at four points on the
microcosm surface (for a total of 40 ml), locatedaohcm diameter circle from the centre of

the microcosm, around the plants.
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2.3. Earthworms

Earthworms Aporrectodea caliginogavere collected at the IRD site of Bondy (Seine
Saint Denis, France) and maintained in a breedogirfor several weeks. Two weeks after
microcosms set up and soil watering, two earthwowrtk a 0.46 g average weight were
inoculated in each unit, corresponding to a biontd€20 kg h# in the field.

2.4. Plant growth conditions

Ten seeds oArabidopsis thalianacv. Columbia were placed in the center of each
microcosm 10 days before earthworm introductiofty felays after sowing, only one seedling
was left in each microcosm. Plants were grown fod&®s under controlled conditions in a
culture chamber (Adaptis A1000, Conviron, Canadigh & 22/20°C day/night temperature, a
70/75% day/night humidity, and a 12h photoperiothwai 150 umol photon fhs* intensity.

2.5. Experimental design

There were 8 different treatments: 4 with (EO, ER, E3), and four without
earthworms (CO, C1, C2, C3). CO and EO were comteatment without inoculated bacteria.
C1-E1, C2-E2 and C3-E3 treatments were inoculaspectively with 19 1¢° and 10 CFU
ml™. Each treatment was replicated 6 times, for d @ftd48 microcosms. Microcosms were
randomly distributed in the culture chamber, angirtiposition changed two times a week,
after weighing and watering.

2.6. Plant measurements

At the end of the experiment, floral stem lengtll ansette diameter were measured.
Foliar and root systems of each plant was analya#da digital scanner (Epson Expression
10000 XL, Epson America Inc., San Jose, CA, USA)pted with the WIinRHIZO software
(WIinRHIZO, V. 2007 pro, Regent Instruments, Quet@anada), at a 16 p mm(400 dpi)
resolution and using the automatic transformatioaghold, following the standard procedure
(Boumaet al, 2000; Himmelbaueet al, 2004). Eleven diameter classes were defined: from
0-100 to 800-900 and >900 mm. After root systentyaisa above- and belowground organs
were dried for 2 days at 45°C and weighed.
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2.7. Determination of Indole Acetic Acid productimncultivable bacteria

Twenty grams soil samples were retrieved from eaichocosm 30 days after sowing,
at the four inoculation points. Subsamples were dggmnized and one gram was used for
measurements. Bacteria were extracted in 9 ml eblation of NaCl 0.9% (w/v) under
circular agitation at 40 rpm for 30 minutes. Th&son was then centrifuged at 1000 rpm for
3 minutes. One ml of supernatant was mixed to 6l5ofmCzapeck culture medium and
incubated under constant agitation (150 rpm at @p After 24 hours, 800 pl of a stock
solution of L-tryptophan (2 pg i) was added as IAA precursor. Colorimetric quacgifion
of IAA production was made at 24, 48 and 72 hobirge hundred pl were centrifuged for 75
seconds at 14000 rpm. Two hundred and fifty ulwesnatant were mixed to 750 ul of
Salkowsky reagent and incubated for 30 minutehédark. Absorbance was measured at
535 nm with the Novaspec lll spectrophotometer (Asham Biosciences, USA). IAA
concentration was obtained from absorbance acaprtina standard curve equation (y =
16.636 x ; R2=0.99).

2.8. Statistical analyses

All analyses were performed using the R softwamrea(, 2008). To get an overview
of plant response in our data set, we performedilivariate analysis (Principal Component
Analysis) of all treatments based on dependantabbes (biomasses and root and shoot
morphology). The significance of treatment effeaswested in a Monte Carlo test. We also
performed two-ways ANOVA, with earthworm presencel 8. luteusinoculum as factors,
on all dependent variables. Non-linear regressfonsll dependent variables then allowed
determining the equation of a regression curveafgiven dependent variable as a function of
the dose oM. luteusinoculated, either in the presence or absencartfiworms (two distinct
regressions). Because the dose response curve @iaht toM. luteusdose could be bell-
shaped as in the case of exogenous auxin applicatienfirst tested a second degree
polynomial function (dependant variable = f(inoaulu= axX + bx + c). If the second degree
parameter was not significantly different from zewe used a first degree polynomial
function (f(x) = ax + b). As a consequence, thepshaf the regression curve was not always
the same according to the treatment (with or witheaithworms) or to the dependant

variable.
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We finally looked for potential correlations eithéetween IAA production by
cultivable microorganisms and the factors “earthm&r and ‘M. luteus inoculum”, or
between IAA production and plant parameters.

3. Results

After describing our experimental results in a glolwvay with the PCA, we will

provide a detailed analysis for each dependenabiai
3.1. Overall effect of treatments on plant paramsete

Treatments resulted in significant differences lempresponse (Monte Carlo test: P <
0.001)(Figure 1).

F2(20.6%)

F1(33.19 -
biom tige-florale (33.1% -/ \/ ]
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diam rosette

P<0.001

Figure 1 : Ordination of the different growth parametersdothalianaaccording to the inoculation dose of
Micrococcus luteuin absence or presence of the earthwArroaliginosain the plane defined by the axis 1 and
2 of the PCA.

Factor 1 (33.1% of explained variance) opposedtrtreats with the lowest
concentrations of inoculants to treatments withhlghest concentrations of inoculants. The
first set of treatments had higher shoot, floraénstand root biomass, size and number of
leaves as compared with the second. Low inoculevesls were also associated with high
root biomass proportion in fine diameter classe4d0 and 100-200 um). Treatments with

the highest inoculation rates had plants with ararsots and generally smaller biomasses.
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Axis 2 (20.6%) clearly separated earthworm treatsié@om the other ones. These earthworm

treatments exhibited highest biomasses of leavesantsl, but not reproductive parts.

Treatments with both earthworms akid luteusshowed an interesting pattern, with a
general improvement of production parameters atdoncentrations (), no difference at
intermediate concentrations f1Gnd apparent enhancement of the deleterioustgftéche
DRB at the highest inoculation rate (L0 Donate-belt and Ricardo, (2004), observed the
presence oMicrococcus luteusn the rhizosphere o€hamaecytisus proliferuagasaste)
which is a forage legume tree-shrub endemic tcCiweary Islands with a concentration of 63
CFU g*. Univariate parametric analyses allowed betteaitieg) the general picture provided

by PCA analysis.
3.2. Plant biomasses

Taking into account all treatments irrespectivetltd presence of earthworms, we
found a significant negative effect of the doseMbfluteuson total biomass (P < 0.001),
aboveground biomass (P < 0.001) and belowgrounadss (P = 0.002). When restricting the
analysis to the four treatments without earthwo(@®, C1, C2 and C3), we found an almost
significant effect ofM. luteusdose on total biomass (P = 0.094), abovegrounchdss (P =
0.082), but not on belowground biomass (P = 0.20B& decrease in plant production due to
the maximal dose dfl. luteus(10' CFU mi* as compared with the control without bacteria)
was significantly higher in the presence of earttms than in the control with no worms:
37.8 % (P < 0.001) instead of 23.3 (P = 0.21) dbaltbiomass, 63.8% (P = 0.003) instead of
31.2% (P = 0.96) for belowground biomass and 30(R% 0.007) instead of 23.6 (P = 0.16)
for aboveground.

A two-ways ANOVA with earthworms and bacterial inbems as factors showed that
earthworms had a positive effect on belowgroumanaiss (P = 0.017) and total biomass (P
= 0.076) but not on aboveground biomass (P = 0.93@3tricting the analysis to the
treatments withouM. luteus(CO and EO), we found a significant effect of baxdrms on
total biomass (+ 14%, P = 0.017), belowground bssn@ 85%, P = 0.045), but still not on
aboveground biomass (+ 1.4%, P = 0.762).

When considering all data, total biomass and raomhss were affected by the
interaction between earthworm aMl luteusalthough threshold for statistical significance
were not attained (P = 0.097 and 0.153 respec)ively
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In the absence of earthworms, the second degremmpter of the polynomial
regression was not significant resulting in a Imesgression of the type y = ax + b for all
biomass parameters (Figure 2). However, in theepies of earthworms, the second degree
parameter of the polynomial regression was sigamfidor aboveground and total biomasses,
resulting in a regression of the type y = ax? + lix ¥his means that the negative effeciof
luteusat 16 CFU mlI* observed in the absence of earthworms was disdpgea their
presence. However, mean comparisons were ineftigrerinding a significant difference
between these treatments. The shoot:root ratidjasacteristic of plant development, was

affected neither by earthworms nor by bacterial ihams.
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Figure 2: Relationship between the inoculation doséiidrococcus luteusn Arabidopsis thalianan absence

(x) or presenceA) of earthworm and their respective regression J and (- Jon (a) above-ground biomass ((--
-), y=-0.018x + 1.71;), y = 0.908x — 0.095x2 - 0.72); (b) below-groundrbass ((--- ), y =-0.022x + 0.3;
(), y =-0.083x + 0.71); (c) total biomass ((---y,= - 0.095x + 1.955;«), y = 0.658x — 0.081x2 + 0.442). A

log transformation (log (x+10000)) was applied de bacterial inoculation dose to obtain an homogese

distribution on the x-axis.
3.3. Aboveground morphology

Earthworms andV. luteusdid not affect plant development in a similar w&n
measured parameters, earthworms affected positwedetative organs, especially rosette
diameter (+4.3%, P = 0.068) (Figure 3). On the othand, M. luteus dose affected

reproductive organs, with a significant (P < 0.00&gative impact on floral stem height
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(Figure 4), the density (height/biomass) of flaetdm (P = 0.003) and the ratio between floral

stem biomass and leaf biomass (P < 0.001).
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Figure 3: Effect of Aporrectodea caliginosgoresence on the rosette diameter Ashbidopsis thaliana,
irrespectively of the dose dfficrococcus luteusnoculated C: control treatment without earthworms; E:
treatment with earthworms. Meanszts.e., n=24 petriment, different letters indicates a significaiffedence,
Tukey HSD, P-Value < 0.05

Surface leaf area was affected neither by earthwoomM. luteus but by the
interaction between these factors (P = 0.029).dbse ofM. luteuswas responsible for a
significant increase in leaf area in the absenceadhworms, but for a significant decrease in

leaf area in the presence of earthworms, as showigure 5.
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Figure 4: Effect of the dose dflicrococcus luteusnoculated orArabidopsis thaliandloral stem heigth (y= -
5.25x + 52.1372x2 -85.1316), irrespectively of theesence of earthworms. A log transformation (log

(x+10000)) was applied on the bacterial inoculatiose to obtain an homogeneous distribution onxthes.
3.4. Belowground morphology

Root biomass distribution in diameter class wasaéd by earthworms amd. luteus
Taken separately, absolute root biomass in eadcheoD-100, 100-200, 200-400, 400-600,
>600 um diameter classes were significantly aftbdtg M. luteus whereas earthworms
affected only the 0-100 um class (results not shoBerause root biomass was changing

according to the treatment (see above), a morevaelevariable to characterize plant
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development is the biomass per diameter class texptw the total root biomass, i.e. relative
root biomass in each class. With this transformatiae found that earthworms had a
significant impact on classes 0-100 um (P = 0.0090-200 pum (P = 0.091), 200-400 pm (P
=0.032) and > 600 um (P = 0.072).

Leaf area (cm?)

50

0 10° 108 107
Bacterial inoculation (cfu ml )

Figure 5: Relationship between the inoculation doséafrococcus luteusn Arabidopsis thaliandeaf area in
absence (x) or presenca)(of Aporrectodea caliginosand their respective regression ( --- ) (y = 29.#7
133.8) and () (y = -10.22x + 364.88). A log transformation dlgx+10000))was applied on the bacterial
inoculation dose to obtain an homogeneous distahuin the x-axis.

M. luteusdose had a significant effect on classes 0-10qRm 0.0006), 100-200 pum
(P =0.030), 400-600 (P = 0.0002) and >600 pum (R019). Interaction between earthworms
andM. luteusdose had a quasi significant impact on the 0-10Qc|ass (P = 0.066). The root
biomass distribution profiles for each one of tighetreatments show clearly that, in the O-
100 um diameter class, there were few variatiom®raing to theM. luteusdose in the

absence of earthworms, but important variatiorth@ir presence (Figure 6).
3.5. IAA production by cultivable bacteria

As M. luteusused in this experiment has been selected amoligatile bacteria
according to its ability to produce high amountAf (Arguello et al, 2011), we measured
the production of IAA by cultivable bacteria in @atreatment. Surprisingly, two-ways
ANOVA was not showing a clearly significant effexdtthe dose oM. luteusinoculated in
the pot on the IAA concentration produced by caltke bacteria (P = 0.10). Conversely,
earthworms and the interaction between earthwomasM luteusdose had a significant
effect (P = 0.002 and 0.001 respectively). Earttmgwere increasing the production of IAA
by cultivable bacteria (Figure 7a); the shape ef ¢fffect ofM. luteusdose was a parabola
with a maximum in the absence of earthworms, bua marabola with a minimum in the

presence of earthworms (Figure 7b).
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Figure 6: Effect of Aporrectodea caliginosan the root morphology dirabidopsis thalianan absenced) or
presencex) of earthworms, for different dosesMicrococcus luteusGrey intensity indicates increasing doses;
0: no bacteria; 1: fOCFU; 2: 16 CFU; 3: 16 CFU mi*

Correlation between measured |IAA and factors

Surprisingly, we found no correlation betwelgn luteusinoculums and the dose of
IAA produced by cultivable microorganisms extrachemn soil in the different treatments (P
= 0.26). Conversely, we found a significant cotiela between IAA production and the
presence of earthworms (P = 0.009).

3.6. Correlation between IAA production by cultileabacteria and plant parameters

When tested on all data whatever the treatmenfpued that several plant parameters
were negatively correlated with IAA production hyitevrable microorganisms: shoot biomass
(P = 0.017), floral stem biomass (P = 0.022) awndafl stem heigth to a lesser extent (P =
0.090). When plants submitted to earthworm presevere analyzed separately (EO, E1, E2
and E3), we found that root biomass (P = 0.02&), é&ea (P = 0.0072), leaf biomass (P =
0.031), and to a lesser extent the percentageobbiomass in the >600 um diameter class (P
= 0.073), and 0-100 um diameter class (P = 0.060d)e all positively correlated with the
production of IAA by cultivable microorganisms. Thevas no correlation of IAA production
with plant parameters for plants which were notrsitied to the presence of earthworms (CO,
C1, C2 and C3).
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Figure 7: (a) Relationship between the inoculation dosMimirococcus luteusn IAA production by cultivable
soil micro-organisms in absence (x) or presengjeo{ Aporrectodea caliginosand their respective regression (
--- ) (y= 0.0374x - 0.0035x2 - 0.0879) and-() (y=-0.0997x + 0.009x2 + 0.2809). A log transfation (log
(x+10000))was applied on the bacterial inoculatitmse to obtain an homogeneous distribution on thgix
and (b) the effect ofAporrectodea caliginosaon IAA production by cultivable soil micro-orgams.
Meansts.e., n=24 per treatment, different lettedécates a significant difference, Tukey HSD, Puéak 0.05

4. Discussion

4.1. What is the effect of M. luteus on the growith @evelopment of A. thaliana?

In our experiment, we observed a significant negagéffect of the dose dfl. luteus
on plant total, above and below-ground biomassegh \Wome exceptions, it can be
generalized that the greater the density of DRB giteater the growth inhibition (Neét al,
1996). This negative effect of oM. luteusstrain was surprising to us, since it had been
selected from a rhizospheric soil for its positeféect on biomass production of red radish
(Raphanus sativiisand tomatol{ycopersicon esculenturArguello et al, 2011). A negative
effect of M. luteushas already been observed on lettuaiuca sativacv. Noga 936) root
growth, 96h after seed humectation; this was imétgal as an effect of the high amount of
IAA produced byM. luteus (195.1+0.2 pM after 84h of culture at 27°C) (Baaiz&
Friedman, 1999). The host specificity of DRB hagadly been discussed (Nedtlal, 1996;
Persello-Cartieauet al, 2003). As with all pathogens, DRB are pathogemcsome hosts
and not others (Schippees al, 1987). For exampléyzotobacter paspahas almost absolute

specificity for a single ecotype &aspalum notatumiiggé (Dobereiner & Pedrosa, 1981).

We thus confirm the idea that rhizobacteria arg@osteriori categorized either as
deleterious rhizobacteria (DRB) or plant growthrpoting rhizobacteria (PGPR) according to
bioassays of their effects on plant growth (Nehlal, 1996), depending on the couple of

plant-bacteria considered and on the abundancieobacteria. There is no physiological,
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morphological or other characteristic identified & as an indicator of the effect of

rhizobacteria on plants (Schroth & Hancock, 1982).
4.2. Is there a control due to the presence ofteeotms?

In our experiment, earthworms had a positive eféecplant growth (especially roots)
when no bacteria were inoculated. This positivéheasrm effect however decreased with the
dose ofM. luteus and finally disappeared at 1CFU ml* (Figure 2). The slope of the
regression line for root biomass was more negativihe presence than in the absence of
earthworms (Figure 2b). This reveals that inste&da acontrol of M. luteus effect by
earthworms, we observed a disappearance of earhypositive effect when the inoculum of
M. luteuswas increasing. The earthworporrectodea caliginos# thus not relevant to be
used as a biocontrol agent agaikistluteusfor Arabidopsis thalianan edaphic and climatic

conditions set in this experiment.
4.3. What can we learn about the mechanism of mciidM. luteus and earthworms?

Several mechanisms have been proposed to explaimdbative effect of DRB on
plant growth (see (Neftdt al, 1996) for a detailed review). An interesting meghan which
could explain both negative and positive effectsptant growth could be that inhibitory or
promoting effects of DRB and PGPR respectively dwoe to the production of IAA by
bacteria. Up to 80% of rhizobacteria can synthegsimmle-3-acetic acid (IAA) (Loper &
Schroth, 1986). Root growth promotion by free lyiPGPR, e.g.Alcaligenes faecalijs
Enterobacter cloacgeAcetobacter diazotrophicuspecies ofAzospirillum Pseudomonas
and Xanthomonas as well as by symbionts, such &sadyrhizobium japonicumand
Rhizobiumspp., has been related to low levels of IAA seone{Patten & Click, 1996). In
contrast, the inhibitory effect of some deleterioh&obacteria (DRB) has been related to
high amounts of IAA excretion, e.genterobacter tayloragSarwar & Kremer, 1995) and
Pseudomonas putidgXie et al, 1996). In a convincing study, bacteria respoesiol the
suppression of root growthM( luteus Streptoverticilliumsp., Pseudomonas putigdaand
Gluconobactersp.) were shown to produce high levels of IAA (78481), whereas four
isolates responsible for a positive effect on plgrawth @Agrobacteriumsp., Alcaligenes
piechaudij and two different strains d@omamonas acidovoransecreted lower levels of
IAA (16.4 MM) (Barazani & Friedman, 1999). A similaonclusion could be drawn from the
effect of several concentrations B$eudomonas thivervalengan IAA-producing strain) on

Arabidopsis root length and branching (Perselloti€anx et al, 2001): an inoculum of £0
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CFU mi* gave reproducible developmental and morphologitahges on colonized plantlets
whereas above $0CFU mi* the bacterization caused irreversible damage amtpl An
important consideration in predicting whether IAf@ucing bacteria stimulate or inhibit
root growth is therefore the concentration of |1A%at would actually be disposable for plants
(Persello-Cartieaurt al, 2003).

The level of IAA produced bi. luteusis one of the highest observed among a high
number of cultivable bacteria retrieved from planizosphere, i.e. 195.1 uM (Barazani &
Friedman, 1999). In our study, the decrease intptaomass as the bacterial inoculum
increased could thus be explained in a first attebypthe fact that IAA production per
bacteria or bacterial population are too high tduite positive effect on plant, even af 10
CFU ml*. However, we did not observe correlation betwéén luteus dose and the
production of IAA by cultivable bacteria extractegdm the soil at the end of the experiment
(see Results section). Ad. luteushas been isolated in the same way than we cudtivat
bacteria for IAA production assessment, this isbptly not due to the extraction procedure.
There was probably a factor responsible for thedetation betweeM. luteusdose and the
production of IAA by cultivable bacteria. Above aen threshold at which the dose of
bacteria and/or IAA becomes harmful, the plantliitseuld have exerted a control on IAA
producing bacteria, by maintaining them at low dgnis the soil, or at a physiological state
which is not associated with a high IAA productidndeed, it has been demonstrated that
plant can take an active part in the regulatioomafrobial IAA biosynthesis. For example,
transcription of ipdC, an Erwinia IAA biosynthetyene, is induced in response to bean and
tobacco compounds (Brandl & Lindow, 1997). As tlapability to produce auxins from
tryptophan is common among soil micro-organismss itempting to assume that bacterial
auxin synthesis is dependent upon plant-exudedadpyyan (Persello-Cartieawet al, 2003).

By reducing tryptophan exudation, plant could tHusit the production of IAA by

microorganisms.

The story complicated again when integrating thiectfof earthworms: statistical
analyses showed that earthworm presence was assbceiath a higher level of IAA
production, and that the interaction betwddn luteus dose and earthworms also had a
significant effect on IAA production (Figure 7b).a8Atould imagine that earthworms have
stimulatedM. luteuspopulation growth or its production of IAA at LGFU mi*, plant was
responsible for an inhibition of IAA production 46° CFU mil*, but was no more able to

control bacteria population when 1@CFU mI' were inoculated in the presence of
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earthworms, explaining the increase in IAA prodmetand the decrease in plant biomass
(Figure 2).

Finally, we only measured IAA production by micrganisms extracted at one single
time, not the kinetic of IAA production. Howevet, is likely that both earthworms and
bacteria have not produced signal molecule exattthe same rate along the experiment. In
fact, earthworms affected vegetative stages (Fig@)rewhereasM. luteus affected floral
stages (Figure 4). A survey of IAA production dbrag the experiment will probably greatly
improve our understanding of biotic interactionsotigh signal molecules. In addition, other
parameters such as leaf area (Figure 5) or roondss distribution in diameter class (Figure
6) were affected only by the interaction betwd&&nuteusandA. caliginosa suggesting that
synergistic effects of both the organisms couldiérminant for specific parameters of plant
development. This could be explained by the diwersi signal molecules in general, or the
diversity of auxines (e.g. IAA, IALD, ILA...), whicltould potentially be involved in plant
growth promotion or inhibition (Sarwar & Kremer,9%). More investigations are needed to

understand the consequence of this molecule cbekidiits kinetic.
4.4, Conclusion

In this study, we observe thislt luteus a bacteria selected for its high IAA production
and a positive effect on red radigkaphanus sativjisand tomatol{ycopersicon esculentum)
was responsible for a density dependant negatifextebn Arabidopsis thalianabiomass
production, whereas the earthwodporrectodea caliginosavas responsible for a positive
effect. When testing the possibility to use thistesorm as a biocontrol agent of the
Deleterious Rhizo-Bacteria, we found the oppogteilt from what we expected: the negative
effect of the bacteria observed at the highestidlemss the same in the presence or absence
of earthworms, i.e. the positive effect of earthmerdisappeared. The exact mechanisms
involved in earthworms ankll. luteuseffects are still to unravel. If both have beenposed
to be due to signal molecules such as IAA, our erpnt stresses on the need for a temporal
analysis of IAA production, and the developmentsafeening methods to identify the
diversity of signal molecules produced in the pneseof micro and macro-organisms. Such a
better understanding of signal molecules could benajor help in developing alternative

agricultural practices through soil ecological ewgiring.
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Chapitre 4 : Impact du vers de terreAporrectodea caliginosaur
la pathogénicité du piétin échaudage du blé
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Avant propos

Les vers de terre semblent capables d’induire ohEgzanismes de résistance
systémique induite (ISR) chdg thaliana(Puga-Freitagt al, accepted). Ce mécanisme passe
par la stimulation de certaines populations de PGP#te induction d’'une ISR par les vers
de terre pourrait étre a l'origine de I'impact sfgratif qu'ont les vers de terre sur la
réduction de certaines maladies des plantes (Steghal, 1994; Blouinet al, 2005; Elmer,
2009). Cependant, l'induction d'un mécanisme d’'I8lkez les plantes par les PGPR est
fortement dépendante du génotype de la plante.dfinonforter les résultats obtenus a&ec
thalianail serait donc intéressant d’étudier I'impact dusvde terre sur une maladie affectant

une autre espéece de plante, notamment d’intéréhagrique.

Dans cette étude, nous avons étudié I'impact des de terreA. caliginosasur la
maladie du piétin échaudage affectant le BlétiCcum aestivurh Dans une expérimentation
en serre, la séveérité de cette maladie appelém @ébhaudage, et causée par le champignon
pathogéné&aeumannomyces graminiar tritici, est réduite en présence de vers de terre. Ces
résultats viennent confirmer le réle du vers deeteromme agent de contrdle biologique
efficace dans la suppression de cette maladie (Stemt al, 1994; Stephens & Davoren,
1995). L’étude du transcriptome du blé en réponsk. &aliginosane présente pas de
modifications similaires a celles induites surrbnscriptome dA. thaliana Ceci souligne que
l'issue de l'action des vers de terre sur les glgantmécanisme qui semble dépendant des
bactéries de la rhizopshére, est difficilement tdde. Concernant la maladie, la sévérité
semble due a une manipulation par le champignomuEsmnismes de défense basale de la
plante ainsi que d'une dérégulation des voies dmsybthese et de la signalisation de
nombreuses hormones végétales. Cette dérégulaiamenécanisme connu, qui est induit
lors de l'infection par de nombreux champignons tgleBotrytis cinerea afin de faciliter
l'infection. Sur les plantes infectées, la présede vers de terre n'a qu’une faible incidence
sur la dérégulation de ces genes. Ceci suggeriagéaduction de la sévérité de la maladie par
les vers de terre passe probablement par un adcanisme que l'induction de résistance
systémique chez la plante. Les vers de terre negelaat pas les propriétés chimiques du sol
dans un sens qui pourrait étre néfaste pour ladieglBhypothese la plus parcimonieuse au
regard de la littérature serait un changement aeani de la composition microbienne de la
rhizosphéere. Certains sols ont été identifiés commdtant pas compatibles avec le

développement de cette maladie. Cette incompaéhali été corrélée avec la structure des
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communautés microbiennede ces sols. Les vers de terre stimit des commnautés
microbiennes, en particulieles bactéries, ce qui pourrait augmenterompétition pour le
ressources et défavoriser piétin qui est sensible a la compétiti(Cook, 2003). Ces
bactéries pourraient égalent émettre des composés antibiotiq nuisibles pour |
champignon. Méme si le inscriptome du blé reste fortement déré I'antagonisme de
bactéries d sol avec le piin pourrait ralentir la progression du mzliurr, réduisant en

conséquence la sévérité demaladie

Cette étude fait I'olet d’'un articlequi esten cours de rédéion, en vue d'un

soumission a Molecular PlaMicrobe Interaction.

Le tableau supplémeaire Supplementary Table 1) est fouer Annexe .

Associés Non associés

: Effet pasitif
1
Racine

Effet négatif

Figure 12: Synthése des résulta de I'effet du vers de terreA. caliginosasur I'incidence de la maladie dt
piétin échaudage chez le bléTgiticum aestivim). La maladie du piétin échaudge, causée par (1) |
champignon tellurique Gaeumaniomyces gramini var tritici est responsable (a) d’n impact négatif sur la
croissance du blé. L'analyse du anscriptome du blé en réponse a 'attaque de cghampignon révde une
forte modulation de I'expressior de genes impliqués dans la réponse hyperseble et dans la voie di
signalisation de nombreuses hmones végétales. Ces hormones végétales sonpliquées dans (a) de:
processus de croissance et (bles mécanismes « défense. La modulation del'expression de géne
impliqgués dans des mécanismese résistance par le champignon va probablemenraciliter la progression
de la maladie. En présence de vs de terre, I'incidence de la maladie est fortenm¢ réduite. Cependant le
ver de terre ne semble pas moder la réponse de la plante comme suggéré par ksence de différence a
niveau du transcriptome. Le male d’action des vers de terre semble passer pun effet direct sur le
pathogéne (prédation ou modication de I'environnement) ou via la simulation de (2) certaines
populations de PGPR. Ces poputions de PGPR pourraient avoir (c) une action aragoniste sur le piétin a
travers la synthése de composéstibiotiques ou encore via une compétition pourds nutriments.
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Abstract

The take-all disease caused by the soilborne fu@aeumannomyces graminiar
tritici (Ggt) is one of the most-studied and widespread razgaties worldwide. Through the
deterioration of roots, this fungus disrupts thdewdlow to the shoots, causing the death of
plants. The actual absence of plant genetic remistand efficient fungicide against this
disease stimulate the development of alternativeagement strategies such as crop-rotation
or the use of biological control agent such asheatms. Here, we investigated the ability of
the earthwormAporrectodea caliginos#o induce take-all disease tolerance in wheata In
greenhouse experiment, we compared the effectrtfivearms,G. graminisand the presence
of both the organisms on wheat growth, developnard resistance to take-all. Gene
expression was studied by transcriptome analysigetosome insights in the mechanisms
involved in earthworm an@. graminiseffects on plants. Our results showed tBagraminis
was responsible for a lower growth of plant shostsereas earthworms were responsible for
an increase in plant height as compared with therabplants during a first phase, which
then disappeared. At the end of the experinféngraminishad a strong negative impact with
an 81% and 83% decrease in wheat root and shootals® respectively. However, when
earthworms were present in association W&h graminis the density of necrosis was
significantly reduced by 63%, and no significanduetion in plant growth was observed in
comparison with control plants. Earthworms weresthesponsible to take-all disease
suppression. As far as mechanisms are concerne?l, P461 and 1717 genes were
differentially expressed as compared with the adnin the presence of earthwormG,
graminisand both the organisms respectively. Genes indoivehe hypersensitive response
and in many hormones signaling pathways were meetlilduring the disease induced Gy
graminis This manipulation of plant metabolism by thesechamisms is known to be
induced by several pathogens in a way that fambtéheir infection. Mechanisms involved in
the reduction of take-all severity by earthwormsd diot seem to modify hypersensitive
response and hormonal pathways, as suggestecratlite. Rather, earthworms were likely
to act directly on the pathogen or by stimulatimgl snicroorganisms which have an
antagonistic effect o®. graminis Our study provides new insights on molecular ma@gms
involved in take-all disease and shows the higemqtal of earthworms in the control of take-

all disease of wheat.
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Introduction

Take-all disease caused by the soilborne fur@asmmanomyces graminiar. tritici
(Ggt) is the most widespread and studied root disehgenter wheat. Besides the infection
of wheat, it also affects barley and rye in a lesse@ent and occurs particularly in areas of
intensive and continuous cultivation of cerealsisThngus, growth as superficial mycelium
on roots and produce feeder hyphae that penetratdissues and colonize the cortex leading
to the destruction of the root system (Cook, 200@&eman & Ward, 2004; Agrios, 2005).
Then the pathogen remains into the soil and susveaprophytically in the dead roots and
stem bases used as food source to infect the nestt drop. Nevertheless, molecular

mechanisms involved i6. graminisinfection are still unknown.

Neither the absence of host plant resistance nfectafe fungicides are efficient
(Cook, 2003; Freeman & Ward, 2004). This has ledd&velop alternative control
management (for Review see Cook, 2003). Chemicgtalowhich principally consists in the
use of soil fumigants appears to be not afford&dsl@an agronomic crop such as wheat (Cook,
2003). At this time, take-all decline depends pritgabn cultural practices, in particular crop
rotation with non host plants to beak the infestatcycle. Another cultural control use
fertilization such as ammonium rather than nittatenake the wheat rhizosphere more acidic
and detrimental t&. graminis(Cook, 2003). A great deal of last decades resdsasltbeen to
try to discover and develop biological controlstake-all. Some soils were shown to be
suppressive to take-all, whereas others were coivduto the disease (Freeman & Ward,
2004). Efforts to isolate the cause of this suppoes focused primarily on isolating
microorganisms antagonist to these pathogen (Freé€n&/ard, 2004) from soil where take-

all decline was observed.

It has been shown that take-all decline (soil sepgiveness) was brought about by
root-colonizing bacteria that are antagonistiGtograminisand inhibit its growth on the root
surface. Bacterial strains have been found thabiinthe fungus effectively in laboratory
tests. Among these bacterial straifseudomonas fluorescehas a high potential as an
efficient biological control agent (Chapet al, 2002; Cook, 2003; Freeman & Ward, 2004;
Daval et al, 2011). Butin vitro screening or pot experiments are not necessdfégtee in
the field (Freeman & Ward, 2004).

Among other biological control agents, earthwornasehalready be showed to be

effective againsG. graminis(Stephenst al, 1994; Stephens & Davoren, 1995; Clapperton
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et al, 2001) and several others plant pathogens suBfeaamodiophora brassica&usarium
oxysporum, Heterodera sacchat Venturia inaequaligBrown et al, 2004; Elmer, 2009;
Wurst, 2010). Further their reduction of the seyedf several plant diseases, mechanisms
through which earthworms act on plant disease aile reot understood. Moreover,
earthworms are known to have strong impacts orNtlegcle. An additional flux of 63 kg N
ha'year” through earthworms could count for 38% of the Itdtauptake by the sorghum
crop (Parmelee & Crossley, 1988); this additionat®uld help the plant in facing fungal
infection. Earthworms are also an important drivdr nitrification, denitrification and
ammonification (Parkin & Berry, 1999). This charigeN form between N@ and NH" can
be associated with a change in soil pH, which ctedd to soil alcalinization or acidification,
respectively favorable and harmful Gt graminis

Here we investigated the potential control of takedisease by earthworm on wheat
plants. Through a microarray analysis we investidaplant response t&. graminis to
identify the mechanisms involved in the disease tmdinderstand and determine how

earthworms eventually alleviate this disease.

Materials and methods

Soll

Soil was collected at the INRA research center\@ivial-Grignon, France) in a field
free from wheat, conducted in monoculture of maikaen shorgo. It was dried at 25°C for a
week and sieved at 2 mm mesh size. This soil haddifowing properties: total organic
carbon content, 27.1 g Rgtotal nitrogen content, 1.28 g kgpH, 8.31; CEC, 14.5 cmol Ky
texture: 28.7% clay, 55.1% silt, 16.2% sand.

Earthworms

Aporrectodea caliginos&avigny (Annelida, Oligochaeta) is an endogeichsastm
which makes horizontal or randomly oriented burrogesidered to be temporary structures
because they are rarely reused (Sanal, 1985). In the experiments, living earthworms were
added to the devoted microcosms at a density aing.8m-3, close to the one observed in the

field in France (Lavelle & Spain, 2001), 2 weekiea6. graminisinoculation.
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Pathogen inoculation

Soil infestation was made by adding barley infesteeldds bys. graminisprovided by
the INRA Bio3P (Rennes, France). In devoted expemial units, 1000 propagules
corresponding to 1.60 g of seeds were mixed testile In treatments without pathogen, the
same amount of non-infested barley seeds were migethe soil. At the end of the
experiment, for each treatment and experimentd| thme number roots with necrosis lesion
was counted and reported to their respective rmohdss. A necrosis index (called necrosis)

was then calculated, corresponding to the amoung&oifosis per root biomass.

Experimental protocol

Seeds ofTriticum aestivuncv Soisson were purchased from the breeder Flodmon
Desprez (Cappelle-en-Pévéle, France). Seeds werengged for 48 h and vernalized during
two weeks at 5°C. One week after the introductibthe earthworms, three seeds of wheat
were sown per microcosm and grown in experiment&C Rinits (10 cm diameter, 15 cm
height, n=10), filled with 900 g DW soil and maimad at 75% of the field capacity by
weighing pots two times a week. Three earthworros &f total of 1.5 g on average) were
introduced. After one week, three seeds were sa@vmycrocosm and grown in greenhouse
at a density of 24 experimental units per squareenfellowing these conditions: 13 °C and
11 °C day and night temperatures during the figays, 19 °C and 13 °C day and night
temperatures from 5 days to the end of the expeatimred 75% + 5% relative humidity.

Root system analysis

Dry root biomass distribution between diameter s¢aswas established according to
the method of Blouin et al. (2007) inspired fromamulometry methodology. Briefly,
shredded dry roots were passed through a columsieses with decreasing mesh sizes;
biomass distribution according to root diameter veasessed by weighing the biomass
recovered in each sieve (Blowhal, 2007a).

Soil chemical analyses

Total carbon and nitrogen were analyzed by elemeamtalysis after dry combustion
(NF 1SO 10694 and NF ISO 13878). Soil nitrate amirnium contents were determined by
KCL extraction and quantified by spectrocolorimetdfghosphorus was determined by
spectrometry (NF ISO 11263). All these analysis evarade at the INRA “Laboratoire
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d'Analyse des Sols” (Arras, France). For each rreat, approximately 50 g of soil were

taken from three separate microcosms and usedh&bysas.

Transcriptome analysis

RNA extraction and microarray analysis

Plant leaves of three replicates of each treatmemé sampled after 52 days. RNA
was extracted using the RNeasy Plant Mini Kit (Qragerance) with an on-column DNase
digestion using DNase | (Qiagen, France). The guafithe RNAs was assessed by capillary
electrophoresis using the Agilent Bioanalyser (&gi] Santa Clara, U.S.A.) and its
concentration was measured by its absorbance at r#60on a NanoDrop 1000

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, U.B5.A

For microarray analysis, total RNA was processedPastnerChip. This analysis was
performed on Affymetrix GeneChip Wheat Genome aragntaining 61 127 probes sets
corresponding to more than 55 052 Unigene cluséexyrding to the two-cycle amplification
protocol from the manufacturer (Affymetrix, U.S.Apn brief, 200 ng of total RNA was
reverse transcribed in presence of T7 oligo(dT)mpri and Superscript Il Reverse
Transcriptase to generate first-strand cDNA. Seairahd was synthesized using DNA
polymerase | and RNaseH. After second-strand sgigha vitro transcription was carried
out using T7 RNA polymerase and biotinylated nutitkxs analog/ribonucleotide mix for
cRNA labeling (GeneChip IVT Labeling Kit, U.S.A)d&h cleaned up using the GeneChip
Sample Cleanup Module and quantified by absorbare@surement at 260 nm. The resulting
biotinylated cRNA was fragmented by incubation ifragmentation buffer at 94°C for 35
min to reduce the fragment size to approximatel@-120 nucleotides. Fragmented cRNA
was hybridized on Affymetrix GeneChip Wheat Genaaneay for 16 h at 45°C along with
internal hybridization controls. Washing and stagniprocedures were performed in an
Affymetrix Fluidics Station 450. Probe arrays wergposed to ten washes in non-stringent
wash buffer A (6x SSPE, 0.01% Tween20) at 30°Cp¥ed by six washes in stringent
buffer B (100mM MES, 0.1M [N3, and 0.01% Tween20) at 50°C. Biotinylated cRNAreve
stained with a streptavidin—phycoerythrin conjug®APE, 10 pug mi) and washed again 10
times with non-stringent buffer A. Finally, array®re scanned in an Affymetrix GeneChip
Scanner 3000.
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Probe-level expression data (CEL files) were preduasing GeneChfbOperation
Software (GCOS) version 1.4 and data were norndiliseng the MAS5 algorithm. Quality-
control and statistical analyses (background aajest, normalization, and probe-level
summarization of data) used the GC-Robust MultieAraverage algorithm (GC-RMA) from
the GeneSpring GX11 Software.

Annotation and database analysis
Since wheat genome was poorly annotated, we coetpliste annotation given by

Affymetrix (http://www.affymetrix.com/analysis/index.ajbby a transcript characterization

following the recommendation$it{p://jcvi.org/wheat/annotate_methods.shtofl the Wheat

Genome Database. For all the genes, an annotatidine@\rabidopsis thalianagenome was
made by comparison with RefSeq proteins of thetetusanscripts of the UnigenelD. A Gene
Onthology function was attributed to each gene®micg to the functional genomics tool
DAVID (Huang et al, 2008; 2009) Ifttp://david.abcc.ncifcrf.gov/summary.jspFinally, a
pathway analysis for all genes with modified traigcabundance was performed thanks to

KEGG pathway mapping toohitp://www.genome.jp/kegg/pathway.himl

Results

During the first 38 days of the experimeAtcaliginosasignificantly promotedT.
aestivumheight (Fig. 1a) by 36%, 31% and 28% respectivetylf3, 28 and 38 after sowing,
whereas they had a small effect on plants expas&l graminis(Ggt + E). After day 38 to
the end of the experiment, earthworms (E) had mgdo significant effect. Conversely to
what happened in the treatment with@utgraminis earthworms had a positive impact on the
height of plants infested b§. graminis(Ggt + E) after day 38. Earthworms increased the
height of plants exposed @. graminisby 47% and 39% as compared with plant with daly
graminis at 50 and 63 days respectively. After 63 dayshatend of the experiment, no
significant differences subsisted in the height pénts between the treatments with
earthworms and control plant&gttE, E and C) whereas. graminiswithout earthworms
significantly reduced it by 37% as compared to manplants. This negative impact &.
graminiswas also found on above-ground, below-ground aial plant biomass (Fig. 1b)
with a reduction by 83%, 81% and 82% respectivatycompared to control plants (C). In the
presence of earthworm&gt + E) this negative impact @&. graminiswas less important with
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a reduction by 41% of above-ground, below-ground ttal plant biomass as compared to

control plants (C).
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Figure 1: Effect of Aporrectodea caliginosaand Gaeumannomyces graminigar. tritici on the height and
biomass of Triticum aestivum during the experiment (63 days).Effect of Aporrectodea caliginosand
Gaeumannomyces gramimar. tritici on: (a) plant height during the experiment (63 jagnd (b) above-
ground, below-ground and total plant biomass. Ontrab treatment; E: treatment with earthworn@Ggt
treatment with the pathogenic fung@aeumannomyces graminigr. tritici; Ggt + E: treatment with
Gaeumannomyces graminiar. tritici and earthworms. Meanszs.e., n=5 for C and E tresattimnd n=10 foGgt

andGgt + E treatments, different letters indicates aificant difference, Tukey HSD, P-Value < 0.05

The positive impact of earthworms on wheat plantssted withG. graminiswas also
observed on parameters such as necrosis per rootabs (Fig.2a). Earthworms partially
suppressed disease symptoms on plants infestedGuitiraminis(Ggt+E) by significantly
reducing it by 63% (P-value = 0.004) when compareglants infested witls. graminis
(Gab).
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Figure 2: Effect of Aporrectodea caliginosan the severity of the symptoms caused bgaeumannomyces
graminis var. tritici on Triticum aestivum Effect of Aporrectodea caliginosand Gaeumannomyces graminis
var. tritici on: (a) necrosis notation on wheat roots, (b)ti@iahip between the number of necrosis and tha tot
biomass (y = 26.8 / x). C: control treatment; tfeatment with earthworm&gt treatment with the pathogenic
fungus Gaeumannomyces graminigr. tritici; Ggt + E: treatment wittGaeumannomyces gramingr. tritici
and earthworms. Meanszts.e., n=5 for C and E traatrmied n=10 foiGgt and Ggt + E treatments, different

letters indicates a significant difference, Tukey P-Value < 0.05
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The severity of disease symptoms (Fig. 2a) seemdxt tinversely correlated to the
effect observed on total biomass in a non-lineay \{@g.2b): the more the amount of
necrosis, the less the total biomass.

Concerning plant morphologyG. graminis strongly impacted leaf area and root
diameter (Fig. 3a and bg. graminisreduced leaf area by 78% and increased the proport
of thick roots (200 at 630 um) at the expense ddlsones (>200 um). Earthworm had a
positive impact on leaf area of plants infestechw@t graminisbut had no effect on the root
morphology. The proportion of thin roots was moneportant in the plants withou®.
graminis(C and E) as compared to treatments dtlgraminis(Ggt andGgt + E). For all the
treatments, the higher proportions of roots hatmedter between 400 and 200 um (Fig. 3b).

(@) 20

200 -

—i

150 -

100 - T

—= o

Leaf area(cm?)

50 -

C E Ggt Ggt+E

(b)

60 -
50 -
40 - e
30 -

——C
20 -

- E

¥ Ggt

Percentage of
total root biomass

-
.
.
.

10
i

o0 -
imm< | 630pm | 400um | 200pm | 100pym | >100pum | M- Ggt+E

—&—cC a a ab a a a

-®-E a a b a a ac

- Ggt a a a b b be

- %= Ggt+E a a c b b b

Diameter classes (um)

Figure 3: Effect of Aporrectodea caliginosand Gaeumannomyces graminigar. tritici on the above-ground
and below-ground morphology of Triticum aestivum (a) Effect of Aporrectodea caliginosaand
Gaeumannomyces graminigr. tritici on leaf area and (b) root distribution. C: contrelatment; E: treatment
with earthwormsGgt treatment with the pathogenic fungBaeumannomyces graminvar. tritici; Ggt + E:
treatment withGaeumannomyces graminiar. tritici and earthworms. Meanszs.e., n=5 for C and E trexattm
and n=10 forGgt and Ggt + E treatments, different letters indicates a ificant difference, Tukey HSD, P-
Value < 0.05
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Soil nitrate content was deeply modified in pregsen€G. graminis(Fig.4) with a
significant 115% increase as compared to contralglBe = 0.006). Earthworms had also a
positive effect on nitrate content by increasingbyt 58%, but this difference was not
significant (P-value = 0.40). This increase in suoitate content in presence of earthworms
(E) andG. graminis(Ggt) seems to be additive since in presence of bajarasms Ggt + E)

total nitrate content was increased by 166%.
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Figure 4: Effect of Aporrectodea caliginoseand Gaeumannomyces graminisar. tritici on soil nitrate
content and ammonium : nitrate ratio. C: control treatment; E: treatment with earthworr@sgt
treatment with the pathogenic fungdaeumannomyces graminiar. tritici ; Ggt + E: treatment with
Gaeumannomyces graminiar. tritici and earthworms. Means + s.e., n=5 for C and Enreat and
n=10 forGgt andGgt + E treatments, different letters indicates aificant difference, Tukey HSD,
P-Value < 0.05

Earthworms had also a positive effect on nitratet&at by increasing it by 58%, but
this difference was not significant (P-value = Q.4Dhis increase in soil nitrate content in
presence of earthworms (E) a@d graminis(Ggt) seems to be additive since in presence of
both organisms Ggt + E) total nitrate content was increased by 16696. significant
differences were observed for the other measureahpsers: carbon, nitrogen, ammonium
and phosphate (Table 1). Since no changes in anwmomiontent were observed, the
ammonium : nitrate ratio (Fig.4) show an invertettgra than nitrate concentration, with the
higher NH" : NOs™ ratio of 0.22 was found for control treatment @nel minor i.e. 0.07, for

Ggt + E treatment.
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Table 1. Effect of Aporrectodea caliginosaand Gaeumannomyces graminigar. tritici on soil chemical

properties

Total C (g kg?) Total N (g kg?) NH," (mg kg?) P (P,Os) (g kg?)
Treatment
C 199+0.32 a 193+030 a 1046x063 a 0.21+0.02 a
E 19.22+054 a 185+032 a 1030+046 a 0.29+0.03 a
Ggt 19.12+0.20 a 199+035 a 1085+0.63 a 0.25+0.03 a
Got+ E 19.23+0.35 a 201+030 a 1000x0.35 a 0.23+001 a

C: control treatment; E: treatment with earthwormSgt treatment with the pathogenic fungus
Gaeumannomyces gramimar. tritici; Ggt + E: treatment withGaeumannomyces gramimigr. tritici and
earthworms. Means * s.e., n=5 for C and E treatrardtn=10 foiGgt andGgt + E treatments, different letters
indicates a significant difference, Tukey HSD, Pliva< 0.05

Microarray analysis of gene expression onT. aestivum after inoculation with A.

caliginosaand/or G. graminis

To obtain a global analysis of gene expressiofriticum aestivun{C) in response to
the presence of the earthworporrectodea caliginos4E), the infection byG. Graminis
(Ggt) and the impact of earthworm on plants infestethwd. Graminis (Ggt + E), four
independent microarray analyses were preformedhi@e tplants harvested at 58 days in each
microcosm of all treatments. Wheat genome is feflguenced but poorly annotated, and the
best way to investigate pathways responsible fa phant response to pathogen and
earthworms was to annotate genes with an UniGeranlibe basis of function known for the
Arabidopsis thalianagenome. Results of the annotation (detailed orM&& section) with
their respective gene ontology function are avadaim Supplementary Table 1. Expression
profile of each of the EGgt and E+£qgt treatments was compared to the control condition

(without earthworms an@. graminig.

We observed that earthworms had a small effect lo@atvgene expression (E vs C)
with 212 genes differentially expressed, whei®asraminishas a stronger effect with 1461
genes differentially expresse@dtvs C) (Table 2). This small impact of earthwormsptamt
genes expression was also observed in plant iofegith G. graminissince only six genes

were differentially expresse&gt + E vsGqgt).
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Table 2: Comparison of the number of differentiallyexpressed genes between the treatments

EvsC Ggtvs C Ggt+ EvsC  Ggt+ E vsGgt
Up-Regulated 110 790 1016 3
Down-Regulated 102 671 701 3

C: control treatment; E: treatment with earthwormSgt treatment with the pathogenic fungus
Gaeumannomyces graminar. tritici; Ggt + E: treatment withGaeumannomyces gramimar. tritici and
earthworms. The comparisons were made betweenréatrtents. For the comparis@gtvs C andGgt + E vs
C only the genes with a fold-change > 3 and a pesal 0.05 were considered. For the comparison € aad

Ggt + E vsGgt only the genes with a fold-change > 1.5 and alpeva 0.05 were considered.

Thanks to the DAVID database, we were able to asaigutative function to wheat
non annotated genes. The low number of genes tedula the presence of earthworms did
not allow distinguishing specific class of genegutated in their presence. The majority of
the genes regulated I6y. graminisinfection belonged to the following functional egories
(Fig.5): “oxidation-reduction process” (16.4 % qgb-tegulated genes and 17.5% of down-
regulated genes), “response to abiotic stimulus’l(25 of up-regulated genes and 19.5% of
down-regulated genes), “metabolism” (including pitemus and lipid metabolism, 30.9% of
up-regulated genes and 21.9% of down-regulatedsyefproteolysis” (5.9% of up-regulated
genes and 4.8% of down-regulated genes), “trartgmmip translation” (11.8% of up-regulated
genes and 14.3% of down-regulated genes), and dssified genes” (including unknown
functions, 19.7% of up-regulated genes and 21.9%owMm-regulated genes). Similar results
were observed for expression profiles of plantsnstibd to G. graminisand earthworms
(data not shown) since earthworms have a small éginpa wheat gene expression of plants
infested byG. Graminis(Table 2).
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Figure 5. Functions of the Triticum aestivum genes differentially expressed in the presence of
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Gaeumannomyces graminigar tritici. Pie charts showing the percentage of (a) up-regdiland (b) down-
regulated genes in each of the functional catego@idation-reduction process; Response to abatiticulus;
Metabolism = phosphorus, lipid and general metahgliproteolysis; transcription / translation andumkn

function. Functional classification was establishedording to the DAVID Bioinformatics Resources.6.

Discussion
Impact of Gaeumannomyces graminisn wheat

Large scale analysis of gene expression duringetitey steps of the disease was
already studied (Guilleroux & Osbourn, 2004). Laegm plant response to the fungus is
however unknown and large scale screening seerbg @n effective strategy. Microarray
chip represent an efficient technique to obtairapid and large view of genes expressed
during plant response to a stimulus. This analgsie give us reliable information on
mechanisms involved in plant defence against thbogen. Secondly, they allow us to
investigate a putative modulation of these mechmasivy the earthworms leading to a

potential take-all decline.

Looking at plant response 6. graminisat the level of transcript accumulation, we
observed that the attack by this pathogen stromglyenced the transcriptome of the plant.
During their multiple interactions with many patleog, plants have developed along
evolution several mechanisms to respond to thosafohorganisms. One of these primary
responses is the perception of pathogen-assoawatéetular patterns (PAMPs). PAMPs are
common features of microbial pathogens, such asingchilagellin, glycoproteins and
lipoplysaccharides (Pieterss al, 2009). Those molecules are recognized by planface
receptors known as pattern-recognition receptoRR&). The activation of these receptors,
after the signal transduction, are resulting in #dc&vation of basal resistance mechanisms
known as PAMP-triggered immunity (Pietersé¢ al, 2009; Kombrinket al, 2011). In
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presence o6. graminis wheat plants are able to recognize the pres of this pathogen ¢
shown by the accumulatiorf transcripts for several genes involved ir signal transductic
following the perception oPAMPs (Fig. 6). The transcript accumulin of genes such ¢
Rboh+, required to the full roduction of reactive oxygen intermedia(Torres et al, 2002),
and the high proportion ofenes involves in oxidatio— reduction proess and proteolys
suggested tha6G. graminisinduced a hypesensitive response (HR)IR is a basal plar
defense mechanism, whichvolved an oxidative burst and a programi hypersensitive ce
death localized at the site nfection to limit the expansion of the pagen(Pieterseet al,
2009; Taiz & Zeiger, 2010).

Apoplast Cytoplasr
PAMP-triggered iraraunity
Fungal PANP
B '— ——=| P - :p_ CDPK b Rboh F————————————— O —————— - Hypersensitive response (HR)
. ROS —¥  Cell wall reinforcroent
NADPH oxidase 'J(_f”"-
CNGCs Cavicn ) NOS |—————— po—=—"__ ____ —® Stomatal closure
Ca* Ca?* NO

Figure 6. Pathway involved in the recognition of Gaeumannomyces graminigar. tritici by Triticum
aestivum This signal transductiomvolves the calcium ion * as secondary messen. The recognition of th
pathogen leads to the activation:he cyclic nucleotide gated ion channel (CNGCJ an increase in cytosol
Cd" concentration. Gabind to calmodulin (CaM) (or Cal-like protein, CML). Thit complex regules the
synthesis of downstream signal components (nitric oxide, NO, and hydrogen Kide, F,0,), which are
essential for the development o hypersensitive response (HR). The increases®* elevation can activate
H,0, production through regulati of NADPH oxidase (Rboh) activity. CaM, CDPNO and 0, also play
pivotal roles inactivating the expssion of pathogen defense g¢ (adapted from M et al., 201.. Arrows
indicate activation unless notecherwise. The squares correspond to a protr a protein family that i
involved in the PAMP¥iggered inmunity. Green square show proteins for whichrtrespective gene are r
modulated in our study. Pink sqes show transcript accumulation in wheat in rese toG. graminis for at
least one gne coding for the relad protein. These genes ({CPK7 coding for a C&-dependent protein kina:
(CDPK), Rboh — F coding for aNADPH oxidase Rboh (Respiratory burst oxidaomomlog) and a ger
coding for a putative calciurninding protein CML25 (CaMCIL). Pathway analysis us established accordi
to the KEGG pathway mapping t (http://www.genome.jp/kega/pathway.hjml

However, this hypeiensitive response would favour growtt pathogens with
necrotrophic lifestyle, as ttir virulence strategy relies on their capy to kill host cells
(Glazebrook, 2005)It was &dso shown that some necrotrophic fungke Botrytis cinerea
could induce HR through & synthesis of elicitors, which results ire promotion of thu
disease Govrin & Levine, 20(, Govrin et al, 2006) According to theseverity of tak-all,

we can postulate that thibasal mechanism of defence is ineffez in confining the
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pathogen, and could conversely promote the diseAseG. graminis could survive
saprofitically on dead roots, we can argue that dtimulation of the HR response could
facilitate the spread of the fungus.

Aporrectodea caliginosaeduce the severity of take-all

In our study, earthworms induce take-all declineptemts exposed t&. graminis
Take-all decline was already observed in presefidhenearthworms speciésporrectodea
rosea and Aporrectodea trapezoideStephenset al, 1994; Stephens & Davoren, 1995).
Several mechanisms could explain the decline d-tdkdisease. One of them was a change
in nutrient availability, especially nitrogen, sen¢ake-all disease was more important in

restrained concentration of nutrients in the soils.

It has already been observed that the more selermfiection, the less important the
N uptake by the crop (Macdonald & Gutteridge, 20IR)is resulted in more mineral N
(mostly nitrate) remaining in the soil as compatedlant less infected. This reduction of
nitrate uptake was probably correlated to the theat the root system in presence @f
graminis was reduced and has a lower proportion of thinsr@s compared to control or
earthworms treatments. Since thin roots are moiieiesft than the thicker ones on soil
nutrient uptake, their inhibition b$. graminiscould reduce N uptake. It has been shown that,
in earthworms burrows, the amount of nitrifying tea@ is more important than in the
surronding soil (Businellet al, 1984; Parkin & Berry, 1999; Wat al, 2012). Ammonium
content was weakly influenced by earthworms. Suéceon nutrient content was already
observed in presence of the earthwofm caliginosa(Janaet al, 2010), with a strong
influence of the earthworm on nitrate but not ammoncontent. The high amount of nitrate
in soils in the presence of both earthworms @dgraminiswas probably the result of a
decreased N uptake by the plant due to the infechg G. graminis coupled to the
enhancement of the microbial nitrifying activity the earthworms. All the others parameters

(total N, total C and total P) were not signifidgraffected.

Take-all disease could be managed by providingtbp with ammonium rather than
nitrate, with a concomitant acidification of the Is@@ook, 2003). Soil ratio of NH:NO3
close to 3 results in a soil acidification by agher concentration of ammonium as compared
to nitrate (Cook, 2003). But, in our study, thisoaloesn’t seem to be a sufficient mechanism
to explain positive effect of earthworms on takieeisease reduction since the NHNOs

ratio was around 0.1 f@égt andGgt+E treatments.
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Since a change in nutrient distribution are ndtigant to explain take-all reduction,
others mechanisms might be investigated.GAsgraminisgrowth superficially and do not
expand in soil, we can postulate that earthwormsnaibfeed on this fungus. Moreover,
earthworms do not seem to interact physically witteat root system since no changes on
root morphology (Fig. 3b) or growth (Fig. 1b) wabserved. The stimulation of plants
defence mechanisms by soil organisms such as Mamivth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) (van Weest al, 1999; Persello-Cartieaust al, 2003; van Wee®t al, 2008),
collembolas (Endlwebeet al, 2011) and earthworms (Puga-Freittsal, accepted) has
already been demonstrated. But, the induction o$ethdefence mechanisms such as the
induced systemic resistance (ISR) is not effedtivall plant species and in all kind of soils
(Bakker et al, 2007). In the presence of earthworms only a smraportion of genes are
modulated in wheat plants infestg@gt + E) or not (E) withG. Graminis(Table 1) and these
genes doesn’'t seems to be related to defence meoigmisuch as ISR. We can argue that
take-all decline mediated by earthworms was notiated by an enhancement of wheat
defence mechanisms, which would have been obsérweldeat gene expression.

The last hypothesis was the stimulation by theheatm of microbial antagonist
populations. It was already observed that earthwonmare able to reduce several soil borne
diseases (Elmer, 2009). On asparagus plants, tbardarof root lesions caused Bysarium
oxysporumwas halved in the presence of earthworms, withgighificant changes in
Fusariumdensity. The fact that earthworms did not actaliyeon pathogen density to reduce
disease severity was supported by another stutieested in investigating the impact of two
earthworms orFusarium population (Wolfarthet al, 2011) and the earthworiillsonia
anomalaon the density of the nematological populatiotieferodera sacchaiiBlouin et al,
2005). On their study, Elmer (2009) found that e@uction of the diseases might have been
mediated through change in microbiological activithe density of the population of the
PGPRPseudomonas fluorescenss increased in presence of earthworisfluorescenss
known to inhibit G. graminisby the production of several antibiotics compouK@sok,
2003; Freeman & Ward, 2004). It was also showetldhghworms cast (dejection) and plant
rhizosphere were survival hot spots for the soitidated biological control agents
Pseudomonas protegefpreviouslyPseudomonas fluoresc@rSHAO (Troxleret al, 2012).
Moreover, our results are strongly similar to thasedying the reduction of the take-all
disease by th&@seudomonas fluorescens strdi29A (Chaponet al, 2002). Earthworm
reduction of several soil borne disease seem tmibeobially-mediated (Clappertoet al,
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2001; Elmer, 2009). Our results did not allow usdémclude on the mechanism involved on
take-all suppression by earthworm but biochemicatifications through the activation of
antifungal producing PGPR seemed to be the morky likgothesis.
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1. L'interaction des plantes avec les organismes dol : un réseau
signalétiqgue complexe

Les plantes, comme tout organisme vivant, se dépeltpet évoluent en interaction
avec les organismes présents dans leur milieueRanple, les étres humains maintiennent
une association symbiotique avec leur microflotestinale indispensable a leur nutrition, a
leur développement et a leur systéme immunitairen Bvant les animaux, les plantes se sont
associées avec d'autres plantes, mais aussi aveaideoorganismes du sol (Figure 13) afin
de réaliser des processus similaires. Ces assmsasiont facilitées a travers I'échange de

molécules signal dans la rhizosphere entre la @lankes organismes du sol.

1.1 Les molécules signal dans la communication estbactéries de la rhizosphére

Au niveau des bactéries du sol, la coordinatiolalgivité entre plusieurs bactéries
est un mécanisme largement répandu. Ce mécanipmgersur une communication de cellule
a cellule, appelé « quorum sensing (QS) » ou détedu quorum en francais. Ce mécanisme
est réalisé a travers la diffusion de signaux ofpires. Méme si les signaux et les mécanismes
impliqués dans le quorum sensing varient, les pgmndus sont les N-acyle homosérine
lactones (AHLs) (Badret al, 2009). Cette détection du quorum va coordonrexplession
de certains génes bactériens lorsque la populativa atteint une densité suffisante. Les
molécules signal (AHLs) impliquées sont produitaga concentration constante par chaque
bactérie. En conséquence, la concentration de a#écules dans le milieu extérieur va
augmenter au fur et a mesure que la densité pepialation bactérienne augmente. Une fois
la concentration seuil atteinte, certains régulst@ont étre activés, induisant I'expression de
genes spécifiqgues (Williams, 2007). L'activatiomsitanée de ces genes chez toutes les
bactéries d’une colonie va permettre la coordinatieteurs comportements afin de s’adapter
a leur environnement. Ceci va notamment facilisrduisition de nutriments ou d’une niche,
augmenter la virulence de certaines especes pateggpermettre la fuite de la colonie ou
encore permettre la formation de biofilms (Willen2007; Badret al, 2009). Au niveau de
'association entre les plantes et les microorgaas du sol, ce mécanisme de détection du
quorum va permettre I'association de la plante ales organismes symbiotiques (Baelri
al., 2009) ou pathogénes (von Bodnedral, 2003; Liuet al, 2008).

103



‘@

o

Qo

+—

Q

—

wi
Q
=

- e - o
©
o

Effet négati

Discussion générale

Associés

Non associés

* Molécules signal

104



Discussion générale

Figure 13 : Modele représentant les modes d’actiodes vers de terre sur les interactions entre la pfae et
les organismes de la rhizospheére. Ces interactionsnt résulter en des effets négatifs ou positifs Isa le
type d’organisme. L'effet des vers de terre sur cemteractions va étre synergique ou antagoniste aur
effet sur la plante, avec en général une issue pibas.

Les organismes bénéfiques sont (1) les mycorrhiz€®) les bactéries fixatrices d’azote atmosphériqué3)
les bactéries promotrices de la croissance des ptas (PGPR). Les organismes déléteres sont : (4) les
bactéries de la rhizosphére délétére de la croissam des plantes (DRB), (5) les nématodes et (6) les
champignons. Ces organismes vont agir au niveau ¢k résistance et croissance des plantes au traveats
'émission de molécules signal (hormones végétalest molécules PAMP qui sont des éliciteurs des
mécanismes de résistance des plantes). Ces compogast (a) stimuler ou (b) inhiber la croissance
végétale par des modifications de 'homéostasie hopnale de la plante. La perception par la plante din
organisme pathogéene au travers de la reconnaissande molécules PAMP va conduire a la mise en place
de mécanismes de défense. Cependant, certains orgames pathogenes sont (c) capables de manipuler les
mécanismes de reconnaissance et de défense de lantg. En cas de réponse efficace de la plante,
l'infection qui a ainsi échouée va conduire a (d) ne résistance systémique acquise (SAR) conféranteain
meilleure résistance de la plante lors de futurest@mques. Certains organismes bénéfiques sont capabl
d’'induire des mécanismes de défense chez la plantea perception de ces organismes a travers la
reconnaissance de molécules PAMP va conduire a (#&duction d’une résistance systémique (ISR). Ce#t
ISR, va permettre a la plante de (f) mieux résistelors de I'attaque de certains pathogénes, inhibardinsi
les effets négatifs de ces derniers sur la croissan et les mécanismes de résistance. Ces organismes
bénéfiques peuvent également avoir (h) un effet dmntrble biologique sur les organismes (4), (5) €6) a
travers la synthése dans la rhizosphére de molécsleayant une action antibiotique ou encore via une
compétition pour les nutriments. Dans la sphére desrganismes n’établissant pas de contact physique
avec la plante, les (3) PGPR peuvent avoir des aBeositifs via I'émission de molécules diffusantgr voie
agueuse ou gazeuses, telles que des hormones végetau des composés organiques volatiles (COV).
D’autres organismes ayant un effet déléteres a datice sont appelés (4) DRB et agissent par des
mécanismes proches des PGPR, mais avec des molécydeoduites a des concentrations différentes,
généralement plus élevées que chez les PGPR (egdAdndole Acétique). Les PGPR et les DRB peuvent
exercer (g et h) des effets inhibiteurs réciproquede plus, selon I'espéce de la plante et de lalkaide la
population de PGPR, ces derniéres peuvent avoir (ine action de DRB.

Les vers de terre au travers de leur domaine d’ifience (drilosphére) vont avoir un impact positif
(fleche) ou négatif (fleche arrétée) sur I'activitéet la densité de ces organismes bénéfiques ou tiiés. La
stimulation par les vers de terre des organismes héfiques va résulter en une action amplifiée de ces
derniers sur la croissance et la résistance des plas par les mécanismes (a) et (e). L'effet des geade terre
des organismes déléteres va réduire I'effet néghtle ces derniers sur la croissance et la résistandes
plantes par les mécanismes (b), (c) et (g). Cepemiales vers de terre peuvent sur-activer les
communautés de PGPR, produisant un effet délétereurs la croissance des plantes du fait d'une (i)
production de molécules signal trop importante (e.gforte concentration d’acide indole acétique). Ennf,
les vers de terre en stimulant certaines populatiande PGPR vont favoriser (h) un effet de controle
biologique direct des agents pathogénes. Les verg derre favoriseront ainsi un effet antagoniste des
PGPR sur les organismes délétéres sans changer taypiologie de la plante.

1.2 Les molécules signal dans la communication eetbactéries et plantes

Les plantes sont également capables d'interagic &® microorganismes du sol,
notamment a travers des molécules signal présdatesleurs exsudats. Cette interaction peut
étre réalisée par I'émission de molécules mimaxftdt des AHLs (Teplitsket al, 2000; Bais
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et al, 2006; Badriet al, 2009) mais aussi au travers d’un large spectretds molécules qui
sont souvent spécifiqgues a une catégorie d'organisias exsudats maintiennent et favorisent
une haute diversité en microorganismes dans laspiere. Cette diversité est spécifique a
chaque espéce de plante, suggérant une évolutiommopne entre la plante et les
microorganismes du sol (Badri & Vivanco, 2009).r&ponse a I'exsudation de ces composeés
par la plante, les organismes du sol qui colonitemhizosphéere sont capables eux aussi de
synthétiser des molécules signal. Ces molécules ywamticiper a linteraction gu'ils
entretiennent avec les plantes. L’interaction elatqglante et les organismes du sol va résulter

en des effets négatifs ou positifs sur la croissatadéveloppement de la plante (Figure 13).

Parmi les interactions positives, on peut distimgdes relations symbiotiques ou
'organisme est physiquement associé a la plantelies ou il n’y a pas de contact physique
(Figure 13). La sécrétion de ces molécules sigaall® plante va, par exemple, servir de
signal dans linitiation des symbioses avec desmigmes tels que les (1) mycorhizes ou
encore (2) des bactéries fixatrices d'azote (Fidiyd et 13.2). Au niveau du large spectre de
molécules exsudées, les flavonoides jouent le délenolécules signal dans l'initiation de
I'interaction avec les mycorhizes mais égalementlactéries fixatrices d’azote (Baetial,
2009). Cependant, une interaction positive peet également observée avec des organismes
non symbiotiques, ou l'organisme n’est pas physitem lié a la plante mais interagit et
communique avec cette derniere a distance, via debreuses molécules. Les bactéries
agissant de cette facon (Figure 13.3) sont regwgoéls la dénomination PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Persello-Cartieatnal, 2003; Podile & Kishore, 2006;
Hayat et al, 2010). Les plantes sont capables d’attirer cgarosmes par chimiotaxie, a
travers I'exsudation de sucres, d’acides aminésg’'atides aliphatiques tel que l'acide

malique impliqué dans I'attraction avBecillus subtilis(Badriet al, 2009).

Une distinction similaire peut étre faite pour lederactions négatives, ou I'on
retrouve des organismes physiquement associés @latde, comme des champignons
nécrotrophes ou biotrophes (Figure 13.6), des raeat(Figure 13.5) et des organismes non
associés physiguement a la plante (Figure 13.4)paom@ment regroupés sous l'appellation
DRB (Deleterious RhizoBacteria) (Baet al, 2006; Kremer, 2006). Ces DRB sont des
bactéries qui colonisent la surface du systemena@rel des plantes, mais pas les tissus
vasculaires des plantes comme le font les pathggéWehl et al, 1996; Kremer, 2006).
L’'absence de l'induction de symptdmes caracténstod’'une maladie et leur mode d’action
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au travers de la rhizosphére est responsable twdai ces bactéries aient longtemps été
ignorées ou considérées comme des pathogenes mi(l&@mer, 2006). Cependant, des
études récentes montrent que ces bactéries setmientomposante non négligeable de la
communauté totale de la rhizosphere (Kremer, 20@Bune maniere similaire aux
interactions positives, ces interactions négatseeg également réalisées autour de molécules
exsudées par la plante ou secrétées par I'organisiétere. Les flavonoides sont connus
pour étre a I'origine de I'initiation de I'assod@t avec certains champignons pathogénes. De
leur coté, les nématodes sont capables de sed&tecytokinines qui vont étre impliquées
dans l'initiation de leur interaction avec le sys&racinaire des plantes (Badtial, 2009).
Etant donné le nombre et la diversité des orgaristhe sol et la diversité de composés
biochimiques que chacun peut émettre dans la nhi&ws, ces signaux vont former un réseau

biochimique extrémement complexe.

1.3 L'impact des vers de terre sur ces échanges signaux

Dans les sols, d’autres organismes sont capahleemigir avec les communautés de
microorganismes. Parmi ces organismes, les vetsroesont d'importants déterminants des
processus biologiques. Dans la drilosphere, défeiemmme le volume de sol qui sous
l'influence fonctionnelle des vers de terre (Lagel002), les communautés microbiennes et
tous les processus qui leur sont associés vontra&idifiés. Lorsqu’une racine s’allonge dans
le sol et rentre en contact avec des turriculegyaleries de vers, la superposition de la
drilosphére et de la rhizosphéere va induire desxghments au niveau de la communauté
microbienne, et donc sur le réseau signalétiqueladehizosphere (Figure 13). Cette
implication des vers de terre dans le réseau sjgak a été démontrée par la présence de
certains composés proches des hormones végétalededasubstances humiques dérivées de
l'activité des vers de terre (Nareli al, 1988; Tomatet al, 1988; Canellast al, 2002; Nardi
et al, 2002; Canellaet al, 2011). Ce changement dans la composition chimudgida
rhizosphere de la plante va alors avoir des eHBatsla croissance et la physiologie de la
plante. Les effets des vers de terre sur la phygieldes plantes ont déja été démontrés par
'étude de génes impliqués dans la division etéddhciation cellulaire, (Jaret al, 2010),
codant pour une H+ ATPase membranaire (Canellad, 2002), sur des génes codant pour
des protéines impliqués dans la réponse au stress @n précurseur de I'acide jasmonique,
hormone impliqguée dans les mécanismes de déferssplaates (Blouiret al, 2005). Plus
récemment, I'impact des substances humiques déridée I'activité des vers de terre
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(Trevisanet al, 2011) ou I'impact direct des vers de terre (Phggtaset al, accepted) sur le
transcriptome dArabidopsis thalianaa été étudié. Ces études transcriptomiques maniren
réle important des molécules signal dans la répdeda plante. Ces résultats nous permettent
de mieux comprendre le mécanisme via lequel les gderterre agissent sur la croissance, la

morphogénese et la résistance des plantes fageathixgenes et parasites.

2. Les molécules signal dans le développement déasnes

2.1 L'importance des hormones végétales dans I'effdes vers de terre

L’action des vers de terre sur la croissance dastes via des molécules signal a été
suggérée par la découverte de substances humimaesives dérivées de I'activité des vers
de terre (Tomatet al, 1988; Muscolcet al, 1998; Nardiet al, 2000; Canellagt al, 2002;
Nardi et al, 2002; Quaggiottet al, 2004; Canellagt al, 2011). Ces extraits ont un impact
significatif au niveau de la croissance des plartesemblent agir via un mécanisme proche
de celui de certaines hormones végétales. Notme gfauga-Freitagt al, accepted) vient
appuyer ces observations. L'effet significatif dumricule de ver de terre sur la croissance de
deux espéces de plantes, alors que les nutriment®s quantité optimale pour la croissance
de ces plantes, confirme bien la présence de pati@écules émises dans les structures
produites en présence de vers de terre (Chapitiéok) études montrent pour la premiere fois
gue ces molécules sont actives, disponibles etufiesd en quantités suffisantes dans un
turricule pour agir sur la croissance des plantes un mécanisme proche de celui des

hormones végétales.

L'implication de composés proches des hormonestatsggedans l'interaction entre les
plantes et des organismes du sol est un mécanigmecbnnu, notamment au niveau de
l'interaction entre la plante et certaines PGPRrqé&ll-Cartieauxet al, 2003; Podile &
Kishore, 2006; Hayaket al, 2010). L'impact des vers de terre sur les commiésade
microorganismes du sol a déja été bien étudié (leae¢ al, 2004). Cependant leur impact
spécifique sur ces communautés de PGPR reste aucegjiasiment inexploré. De rares
eléments de littérature confirment toutefois unevaton des PGPR en présence de vers.
Certaines études (Elmer, 2009; Ritlal, 2012) montrent un effet positif des vers de tetne

la densité globale des bactérigseudomonas fluorescemeconnues comme modele parmi
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les PGPR. L'effet des vers de terre sur la st&bditnoculum deP. fluorescena également
été démontré au champ (Troxketr al, 2012). De plus, une de nos expériences (Chapjtre
montre qu’en présence de vers de terre, la pramludtauxine par les bactéries cultivables est
plus élevée. Ces composés auxiniques vont pérderer les cellules du systéme racinaire et
modifier la concentration cellulaire interne deukine (Martens & Frankenberger, 1994). A
lintérieur des cellules végétales, la concentratibormonale est finement régulée et
dépendante de l'organe, du stade de développemedesestress environnementaux (Robert-
Seilaniantzet al, 2007; Peleg & Blumwald, 2011; Durbak al, 2012). Ces hormones
agissent d’'une maniere synergique ou antagonisteeswoies de signalisation sous contrble
d’autres hormones (Depuydt & Hardtke, 2011; Roleitaniantzet al, 2011; Mudayet al,
2012). Il résulte ainsi de la modification de laguction d’hormones par les PGPR une

modification des concentrations hormonales deslleslivégétales.

2.2 La balance hormonale : un mécanisme fin de régation de la croissance des plantes

2.2.1 L’'auxine et les cytokinines

Au niveau de la croissance, l'auxine et les cytimiéa sont deux hormones végétales
majeures. Ces deux hormones sont connues pour jouadle important au niveau du
méristeme apical aérien, racinaire et axillaireauxine est une hormone essentielle a
I'élongation cellulaire, du moins a faible dosei¢T& Zeiger, 2010). Cependant, a des doses
plus élevées, 'auxine a un role antagoniste a ddsicytokinines au niveau des racines, des
feuilles mais aussi au niveau des bourgeons aed#laiCes deux hormones ont un role
synergique au niveau du méristeme apical aérienbdkuet al, 2012). Au niveau du
meéristéme apical racinaire, leur interaction va avoi effet régulateur sur le transport et la
signalisation de l'auxine. En présence d’auxinesdis racines, le répressesiHY2/IAA3
réprimant les protéines ARF (Auxin Responsive Faotarétre dégradé. Les protéines ARF
vont alors activer les transporteurs PIN, impligdass le transport de I'auxine, conduisant a
'accumulation d’auxine dans I'extrémité de la reei(loio et al, 2008). Cette accumulation
d’auxine va avoir pour conséquence d’inhiber lecpssus d’élongation. A l'inverse, une
concentration élevée en cytokinine dans les racingaduire I'expression des gendRR1et
ARR12 qui vont activer le répresseur SHY2. Ceci vatéml’accumulation d’auxine dans le
méristeme apical des racines et permettre I'élomgascinaire (Durbalet al, 2012).
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En présence de vers de terre (Chapitre 1 et 4), me semble indiquer qu’une
production de cytokinine soit impliquée dans laorgge des plantes. Cependant, I'implication
des cytokinines dans I'action des PGPR a déjaétéodtrée (Persello-Cartieaex al, 2003;
Hayatet al, 2010; Wilkinsonet al, 2012) méme si elle a fait 'objet de moins d’@sdjue
I'éthyléne ou l'auxine. Ainsi, la bactériacillus subtilisest capable de synthétiser différents
composés de la famille des cytokinines tel que datine riboside. Quinze jours apres
inoculation de plants de laitubgctuca sativa..) avec cette bactérie, une augmentation dans
la concentration en auxine dans les racines estrnafs. Parallelement, une augmentation
dans la concentration en acide abscissique et ioyigkau niveau des feuilles est également
observée comparativement a des plantes non inocdOEs changements au niveau de la
concentration interne de hormones sont accompagugrédes effets positifs au niveau de la

croissance racinaire et aérienne (Arkhipeval, 2005).

Dans une étude récente, les effets de I'amibe thaoté Acanthamoeba castellarsur
la croissance de deux lignées transgéniquésabtiidopsis thalianant été étudiés. L'étude de
lactivité d’'un gene rapporteur pour l'auxinéDR5:GUS) et pour les cytokinines
(ARR5:GUS) a montré que ces protozoaires modulaiemtdephogene dt. thalianavia des
changements du rapport de concentration de cestaemones (Kromet al, 2010). Sur des
plantes agées de six semaines, les auteurs ontvépea présence du protozoaire, une légére
diminution de l'intensité de la coloration GUS chkz mutant DR5GUS et une forte
augmentation chez le mutaRR5:GUS démontrant un équilibre entre auxine et dyiak
différent. Ces changements au niveau de la coratemtrde ces deux hormones seraient
fortement liés a la prédation sélective exercéelesicommunautés bactériennes du sol par
I'amibe A. castellanii Cette prédation sélective des bactéries du sali@s protozoaires, qui
favorise les bactéries productrices de moléculgsasia été observée a plusieurs reprises
(Bonkowski & Brandt, 2002), et pourrait étre unepbthese alternative a la boucle
microbienne, qui explique l'effet positif des protaires sur les plantes par un recyclage plus
rapide des nutriments (Bonkowski, 2004). Ces rawilnontrent I'importance que peut avoir
un changement au niveau de la structure de la coraaté@ bactérienne sur la plante. On peut
penser que les changements provoqués par les @desrd au niveau des communautés de

bactéries peuvent avoir des effets similairesauweraoissance des plantes.
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2.2.2 L’auxine et I'éthylene

L’auxine est également connue pour interagir avaattes hormones au niveau des
processus de croissance des plantes. Dans soactidaaravec I'éthylene, I'auxine influence
de nombreux processus de morphogénese au niveaystikme racinaire (Mudagt al,
2012). Ces deux hormones agissent de maniére $ynergu niveau de I'élongation et de
I'émission de poils absorbants et de maniere aniatgpau niveau de la formation de racines
latérales et de I'élongation de I'hnypocotyle (Mudgtyal, 2012). Dans notre étude (Chapitre
1), nous avons observé que les vers de terre seid@ via la voie de signalisation des
auxines. En effet, le ver de terde caliginosa a un effet positif sur la croissance du double
mutant dA. thalianaaux1-7;axr4-2et un effet négatif sur la croissancédthalianacol-0.
L’auxine étant produite majoritairement dans le isiéme apical, le double mutant va étre
fortement perturbé dans le transport de I'auxineci@a affecter la croissance de la plante,
provoguant le nanisme de la plante. Ce double m#sinconnu pour avoir un phénotype
normal lors d’'un apport exogene d’auxine (Hobbi&gtelle, 1995). L'auxine sous sa forme
d’IAA est majoritairement transportée de celluleelule, cependant, d’autres molécules de la
famille des auxines peuvent étre transportées deeneapassive (Delbarret al, 1996), par
des voies indépendantes d’AUX1. L'effet du verdeatee produit le méme effet qu’un apport
exogene d’auxine. La réponse transcriptomique thalianaa la présence d’organismes du
sol semble suggérer que la voie de signalisations sontrdle de I'auxine est bien impliquée,
aussi bien en présence de vers de terre (Chapitneel)de collemboles (Endlwebet al,
2011). Cependant, I'implication d’autres molécukggnal interagissant avec l'auxine et

impliquées dans les mémes processus de croissapeginétre exclue.

L’éthylene pourrait également étre responsableeffess observés car cette hormone
interagit avec la voie de signalisation de 'auxi@Gette hypothése est cohérente avec d’autres
études qui montrent que les gerddX1 et AXR4 sont connus pour répondre a d'autres
hormones telles que I'éthylene (Rahman al, 2001; Lewiset al, 2011) ou bien des

composeés organiques volatiles (Lopez-Buatial, 2007).

2.3. La balance hormonale : une petite perturbatiorpour de grandes conséquences

L’implication d’une régulation de la balance entes hormones a lintérieur de la

plante permet d’expliquer les effets contrastésddgsctions de vers de terre sur la croissance
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de plantes. Dans notre étude (Chapitre 1), noussawbservé un effet négatif des vers de
terre surO. sativaalors qu’il est positif suL. perennedans le méme dispositif. De méme,
cette hypothése permet de comprendre I'effet niégatile cultivarcolumbiaalors qu’il est
positif sur le double mutaratux1-7 ; axr4-2(Chapitre 1). La signalisation des hormones est
connue pour étre soumise a une fine régulationrdigree de leur concentration tout autant
que de leur nature, de leur interaction avec légeshormones et de I'espece végétale. De
son cOté, la plante a mis en place des mécanismasge prémunir de ces effet négatifs
causes par un apport exogene d’auxine. Ces mecassomt bien connus en ce qui concerne
linteraction entre les plantes et les PGPR. Ladpation d’auxine par certaines PGPR
conduit & I'émission d’1l-aminocyclopropane-1-cafdmxacid (ACC) par la plante au travers
d’exsudats. Cet ACC se retrouve dans la rhizopskeérga alors réprimer I'élongation
racinaire comme le ferait un apport exogéne d'étigl (Persello-Cartieauat al, 2003).
Cependant, certaines bactéries se sont a leurattaptées a ce mécanisme de défense de la
plante. Certaines PGPR possedent un gene codant AGC désaminase qui va hydrolyser
ACC en ammonium eta-ketobutyrate. L’hydrolyse de cet ACC par ces baeséva
conduire a un déseéquilibre entre la concentrativerme et externe de ce compose. Ceci va
conduire a une augmentation de I'émission de ceposg par la plante afin de maintenir
'équilibre. La plante va alors présenter une augatén de I'élongation racinaire compte
tenu de la diminution de la concentration interneéthylene (Persello-Cartieaex al, 2003).

Au niveau de notre étude (Chapitre 1), I'implicatide I'éthyléne ne peut étre écartée. Les
mutantsaux1-7etaxr4-2 sont connu pour étre insensibles a I'éthylenenduiction de génes
sous contrdle de l'auxine par un apport exogeneC€Aest perdue chez le mutamix1-7
(Stepanovat al, 2007) et chez le mutaakr4-2 (Lewis et al, 2011). Dans I'hypothése ou cet
ACC ne serait pas dégradé par les bactéries pessdans le milieu, on devrait donc observer
un effet inhibiteur sur la croissance du cultivausage dA. thaliang alors que le double

mutant insensible n’aurait pas sa croissance iehibé

En plus des effets « dose dépendant » et « orggmendant » de certaines hormones,
il existe également un effet génotype. Cet effgiérotype dépendant » est illustré par
certaines études portant sur les bactéries dététhrda croissance des plantes (DRB). Une
spécificité entre la souche DRB et la plante hétalde étre un facteur important dans l'issue
positive ou négative de I'interaction, sur la csaisce de la plante. A partir de l'isolation de

bactéries de la rhizosphére d’'une culture de amditaucus caroty un effet négatif sur la
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croissance des plants de carotte a été observéréveles bactéries isolées alors que 29% des

bactéries isolées inhibent la croissance de la poorterre (Surettet al, 2003).

Les PGPR sont considérées comme étant antagoaisteBRB. Leur coexistence et
leurs adaptations réciproques ont abouties a dessndd coexistence spécifiques. Par
exemple, I'association commensale entre une soDéB de Pseudomonagt une souche
PGPR deBacillus (Probanzaet al, 1996) témoigne de la coévolution entre DRB et RGR
classification d’'une souche bactérienne au seinRIBBR ou des DRB est basée sur des
« bioassays », c'est-a-dire des tests sur du mlatdviant, comme une plante spécifique.
Puisque l'effet des DRB et des PGPR est propre agudh génotype de plante, certaines
bactéries de la rhizosphére sélectionnées commeérP¥BP une espéce végétale donnée se
sont révélées avoir des effets déléteres sur |asance d’autres espéces (Nehhl, 1996;
Kremer, 2006). Cet effet ce retrouve également deresde notre étude (Chapitre 3). Une
bactérie isolée dans la rhizosphére de plants dengode terre§olanum tuberosuna partir
de sa capacité a produire de l'auxine s’est révalédr un effet inhibiteur sur la croissance
d’A. thaliana Cet effet délétére est d’autant plus importang tp taille de la population
inoculée était grande, comme déja observeé poutréalPGPR et DRB (Persello-Cartieaix
al., 2001). Un effet antagoniste de ces DRB sur leBR&mble également suggéré par notre
étude. L'effet positif du vers de terre sur la ssaince dA. thalianas’estompe d’autant plus
gue la taille de l'inoculum est grande. La réductde I'effet des vers de terre par ces DRB
serait donc due a un effet antagoniste de ces RREs populations de PGPR stimulées par

les vers de terre.

3. Impact des vers de terre sur les mécanismes disrstance des plantes :

implication des molécules signal

3.1. Les mécanismes de défense basale chez lestpkan

La plante se développe dans un environnement camplens lequel elle est amenée a
interagir avec divers agents pathogénes qui ontraetes de vie et des stratégies d’infection
différents (Pieterset al, 2009). Le premier obstacle rencontré par lesqugthes lors de
I'attaque de la plante est la barriére physique@i), enzymatique et chimique dressée par
la plante. Le champignon pathogéne responsableiétin gichaudageGaeumannomyces
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graminis est capable de synthétiser un large spectre yheeg impliquées dans la
dégradation de ces parois (Freeman & Ward, 2004pefidant, méme si le pathogene
posséde toutes les enzymes nécessaires, la pEntapable de synthétiser et d’émettre au
travers d’exsudats de nombreuses enzymes et compsmiques pouvant empécher
l'infection par le pathogene. Par exemple, lesmegid’avoine synthétisent une saponine,
'avenacine, qui est un métabolite secondaire ayangffet antimicrobien efficace face a de
nombreux champignons. Les pathogénes ont dévelbggpééponses pour déjouer l'inhibition
de l'infection par ces molécules exsudé€&ks :graminisvar avenapossede une avenacinase
qui permet la dégradation de cette molécule alass@ graminisvar tritici ne la possede
pas. Ainsi, les composés exsudés et les enzymegjirdps dans leur dégradation permettent
d’expliquer queG. graminisvartritici ne peut pas infecter les racines de plant d’avaioes

gueG. graminisvaravenaen est capable (Freeman & Ward, 2004).

3.2. Les molécules signal dans la reconnaissance@kgeumannomyces graminis

En cas de réussite de l'agent pathogéne a travesparoi ou d’échapper a des
molécules exsudées, la plante va alors mettre age @’autres mécanismes de défense. Les
plantes et les organismes pathogénes ayant co-éeolyéintement, des mécanismes de
reconnaissance et d’évitement ce sont mis en plactit de la sélection naturelle. Cette
evolution conjointe est décrite comme une « coararmement » dans laquelle le pathogéne
développe des armes qui déjouent les défensespliente, tandis que la plante développe un
nouveau systeme de défense contre les nouvellessatmpathogéne (Pieterseal, 2009;
Kombrink et al, 2011). Les armes du pathogéne peuvent étre raesnpar la plante qui
interpréte la présence de certaines molécules pesdpar le pathogene comme des indicateur
de sa présence; ces molécules, appelées moléglitgsices, deviennent par sélection
naturelle des molécules déclenchant les mécanidmdéfense des plantes. Ce mécanisme de
reconnaissance des molécules élicitrices est urams¥ne connu et répandu dans le régne
animal et végeétal. Il a déja été bien étudié p@as Mammiferes (souris), insectes (drosophile)
et plantes monocotylédones (riz) et dicotyléedoestiidopsis thalianp(Goémez-Gomez &
Boller, 2002; Ronald & Beutler, 2010). Une de napé&iences met en évidence ce type de
mécanisme de reconnaissance (Chapitre 4) : ennmedsl@ champignon responsable du piétin
échaudage, la plante est capable de reconnaittaines molécules effectrices comme en
témoigne le profil d'accumulation des transcrits dgnesCPK7 et RBOH-F (Figure 14).

L’initiation des mécanismes de défense de la plastéait au travers de la reconnaissance
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d’éliciteurs (PAMP), commda chitine, qui sont des composants de lai des champignon:
La structure de la chitine aé conservée au cours de I'lution, et cett molécule n’est pe
produite par les plantes. G éliciteurs vont se lier & une protéine ptrice membranait
capable de reconnaitre le rif spécifique de I'éliciteurpatternrecognitbn receptors. Cette
reconnaissance va conduiril'activationde mécanismes de défense be tes que la réponse
d’hypersensibilité.

apoplast | | Cytoplasma

PAMP-triggered iruaunity
Fungal PAMP
“E R — :p_ R e I S —» Hypersensitive response (HR)
Ao B2 CDPK Rioh ROS —»  Cell wall reinforcreent
NADPH oxidase ‘_/,_.-»"'”'
s CNGCs 5 Cavicn | {Nos |—————— ’OEO’_F _______ —# Stomatal closure
Ca®* Ca*

Figure 14 : Voie de signalisation impliquée dans la reconnaissance du champon Gaeumannomyces
graminis var tritici (Ggt) par Triticum aestivim. La transduction du signal implique les ions calcium C**

comme messagers secondairesa reconnaissance par des recepteurs membranas d’eliciteurs (Fungal

PAMP) produits par Ggt va conduire a l'activation d'une nucleotidyl cyclase (¢tué sur la membrene

plasmique ou dans le cytosol), Ji va avoir pour conséquence de provoquer unaugmentation dans le

concentration en nucléotides cyques. L’augmentation de la concentration en casucléotides cycliques vi

activer la protéine membranaire CNGC (cyclic nicleotide ion channel) qui provogie une élévation de |i

concentration en Ca2+ dans lccytosol. Ces ions calcium vont alors venir sfixer sur la protéine

calmoduline (CaMMCM). Ce complexe formé entre la calmoduline et les ions ccium (Ca2+/CAM) va

réguler la synthése d’oxides nitriues (NOXx) et de peroxyde d’hydrogene (,O,) qui sont essentiels pour |

développement de la réponse hyrsensible (HR). Les ions Ca2+ vont également fixer sur des protéines

de type kinases (CDPK) qui peuent activer la production d’ H,O, a travers la régulation de I'activité de

protéines NADPH oxidase Rbo (Respiratory burst oxidase homomlog). Adap: de Ma (2011) et di

'analyse par KEGG pathway mapping tool (http://www.genome.jp/kega/pathway.html). Les rectangles
correspondent & une protéine a une famille de protéines impliqués danla voie de signalisatiol. Les

rectangles verts correspondent  des protéines pour lesquelles nous n'observonas de modification de

I'expression pour les génes assiés. Les rectangles roses correspondent a destéines pour lesquelles

nous observons une accumulatin des transcrits en présence dG. graminis(Chapitre 4) pour au moins

un des génes associés.

La reconnaissance cces liciteurs est une réponse efficace cale est généraleme
suivie d'une réponse hypsensible au niveau du site d’infecti(Pieterse et al, 2009;
Kombrink et al, 2011) Au travers d'un pic oxydatif apoplastique (dative burst), cett
réaction conduit la mort celulaire programmée des cellulggriphériqle a la zone infect.
L’'agent pathogénese trouvt alors cofiné et l'infection ne peut pasirogresse. D’autres
mécanismes peuvent egalent étre mis en place et incluent une répirapide reposaisur
une fortificationde la paroi es cellules en périphéide la zone d’infectin par la sythése de
callose et ddignine. D’autres mécanismes de résistance vont égaleétre mis en place,
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travers la production de métabolites secondairastayne activité antimicrobienne tel que les
phytoalexines ; une accumulation de protéines laéda pathogénie (Pathogenesis Related
proteins ; PR protein) telles que des chitinasefestglucanases pouvant dégrader les parois

des champignons et des oomycetes.

La maladie du piétin échaudage est responsable rdéondes modifications
physiologiques comme en atteste le profil d'accatoih des transcrits dans les stades
précoces (Guilleroux & Osbourn, 2004) et avancéati@ 4) de l'infection. Nous avons
observé une augmentation de I'accumulation dessdras pour prés de 800 genes et une
diminution pour prés de 700 génes. Ces genes pequels il semble y avoir une régulation
différente sont impliqués dans des processus haleg tel que les processus d’oxydation, la
protéolyse, la biosynthése et la signalisation loorate et en particulier dans l'initiation d’une
réponse hypersensible (Figure 14). On notera eticpiger 'accumulation de transcrits du
géene CPK7, qui code pour un membre de la famille des progikmases calcium
dépendantes (CDPK), du geRBOHF (Respiratory burst oxidase homomlog), qui code pour
une NADPH oxidase transmembranaire impliquée darfermation d’espéeces réactives de
'oxygéne (ROS) via la génération de radicaux soxides dans les cellules végétales en
réponse a des pathogénes (Astial, 2008; Wiet al, 2012). Ce géne est indispensable a
divers mécanismes de résistance (Chaoethal, 2012). L’'activation de cette cascade
signalétique conduit a une réponse hypersensibleiveaau du site d’infection. Cependant,
cette réponse hypersensible n'a pas que des aeanti&fle peut influencer voir faciliter
l'infection de pathogénes nécrotrophes tel daarytis cinerea(Govrin & Levine, 2000;
Govrin et al, 2006). Ce pathogene va étre capable de résistress oxydatif résultant de la
réponse hypersensible (Temme & Tudzynski, 2009%eCGéponse hypersensible va conduire
peu a peu a la mort cellulaire de tous les tisgggtaux infectés, qui serviront de ressources a
B. cinereaet permettront a la maladie de se propager. Ds, péufait de retrouver une
accumulation des transcrits, pour des génes imggiglans la cascade signalétique de la
réponse hypersensible, au niveau des feuilles tgraogu’au lieu d’étre adaptative et
localisée au niveau du site d’infection, la répomke la plante est systémique et donc

probablement due a une manipulation de ce mécarmsrdéfense par le champignon.

Certains agents pathogénes sont en effet capablesrdourner les mécanismes de
défense des plantes ou encore de les manipuleen@apt, au cours de la coévolution entre

les plantes et leurs pathogenes et de la coursarmement qui en a résulté, certains
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pathogenes ont acquis des molécules signal effestrCes molécules sont transportées dans
les cellules de la plante h6te et vont supprimeéjense initiale de la plante qui était dirigée
par la perception d’éliciteurs (PAMP triggered imntynPTI). Cette suppression promeut la
virulence du pathogéne par une réaction de seisiliirigée par des effecteurs (effector
triggered susceptibility, ETS). En réponse, cedsiplantes ont acquis des protéines dites de
résistance (R protéines) qui sont capables de retmarces molécules effectrices, résultant
en une seconde réponse de défense appelée imndintgge par des effecteurs (effector
triggered immunity, ETI). Lissue de la bataille entla plante et I'agent pathogene va
dépendre de la balance entre la capacité du pate@gsupprimer les mécanismes de défense
de la plante et de la capacité de la plante a redtve le pathogéne et activer un mécanisme
de défense adéquat (Pietees@l, 2009; Kombrinket al, 2011; Ma & Berkowitz, 2011).

A la suite de cette réponse précoce, mise en masele début de I'attaque, va se
mettre en place (1) une cascade signalétique sousdte de plusieurs hormones résultant en
(2) l'induction d’'un mécanisme de résistance sygiém plus complexe et adapté au type de

pathogene rencontré.

3.3. La balance hormonale dans les mécanismes dsistance des plantes

L'importance de la régulation hormonale en répoastes stress biotiques (Robert-
Seilaniantzet al, 2007; Robert-Seilaniantzt al, 2011) ou abiotiques (Peleg & Blumwald,
2011; Wilkinsonet al, 2012) apparait de plus en plus comme étant uammsoe a la base de
la résistance ou bien de la susceptibilité facees stress. En réponse au champignon
pathogénes. graminis(Chapitre 4), nous avons observé une diminutiotadguantité des
transcrits pour deux genes impliqués dans la veibidsynthése de I'éthyléne, le geh@O1
et ACO4 Ces deux genes codent pour une 1-aminocyclopespararboxylate oxidase (ACC
oxidase), impliquée dans la conversion du 1-Amictagropane-1-carboxylic acid (ACC) en
éthyléne (Taiz & Zeiger, 2010). Hormis la biosyr#héle certaines hormones, leur voie de
signalisation est également modulée en présenceede de terre. La régulation de la
signalisation via le protéasome 26S est importdates les mécanismes de défense (Dieten
al., 2010; Robert-Seilaniant al, 2011). Dans notre étude (Chapitre 4), une dinonuie la
guantité des transcrits est observée pour le @¥DH. La protéine codée par ce géne est
fondamentale dans la signalisation de 'acide jasquen(Figure 15).
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Figure 15: Voie de signalisations via l'acide jasonique modulée par la présence du champignon
Gaeumannomyces graminigar tritici (Ggt) chez Triticum aestivum Cette analyse a été réalisée a partir de
'outil KEGG pathway mapping (http://www.genome.ijp/kega/pathway.htmj. Une fleche () indique une
activation. Dans le cas contraire [()) cette fleche indique un effet inhibiteur. Les reangles correspondent
a une protéine ou une famille de protéines impliqu# dans la voie de signalisation. Les rectangles t®r
correspondent a des protéines pour lesquelles non®bservons pas de modification de I'expression pou
les génes associés. Les rectangles bleus corresmoich des protéines pour lesquelles nous observamse
diminution de la quantité des transcrits en présere de G. graminis (Chapitre 4) pour le géneCOIl
(Coronatine insensitive 1). Ce géne code pour unegtiéine a F-Box et joue un réle clé dans la réguletn
de la signalisation au travers des jasmonates. Errgsence de jasmonates, le répresseur JAZ (Jasmonate
ZIM domain) va se lier a la protéine COllet va étreainsi étre ubiquitiné et dégradée au travers du
protéasome 26S.

La mutation au niveau du geri@OIl1 va déréguler la réponse de la plante face a
certains pathogenes. Ainsi le mutaail est plus résistant face BRseudomonas synringae
(Kloek et al, 2001) ou encor&usarium oxysporuniThatcheret al, 2009) mais a une plus
grande sensibilité face a des champignons pathege® queAlternaria brassicicolaet
Botrytis cinerea(Thommaet al, 1998) ou encoré&clerotinia sclerotiorum(Stotz et al,
2011).

Au niveau de la signalisation des gibbérellineg\iFe 16), la diminution des transcrits
pour le gene codant pour la protéine GID1, qui iegtliquée dans la dégradation des
protéines DELLA, suggere une stabilisation de gesémes DELLA. Ces protéines DELLA
sont impliquées dans la répression des genes soule des gibbérellines. La stabilisation
des protéines DELLA est un mécanisme impligué dengésistance a divers stress
environnementaux et interconnecte de nombreuses ®gnalétiques hormonales (Robert-
Seilaniantzt al, 2011).
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Figure 16: Voie de signalisations des gibbérellise modulée par la présence du champignon
Gaeumannomyces graminigar tritici (Ggt) chez Triticum aestivum Cette analyse a été réalisée a partir de
I'outil KEGG pathway mapping ( http://www.genome.jp/kega/pathway.htmj. Une fleche (—) indique une
activation. Dans le cas contraire (1) cette fleche indique un effet inhibiteur. Les retangles correspondent
a une protéine ou une famille de protéines impliqu# dans la voie de signalisation. Les rectangles t®r
correspondent a des protéines pour lesquelles non®bservons pas de modification de I'expression pou
les génes associés. Les rectangles bleus corresmmtch des protéines pour lesquelles nous observamse
diminution de la quantité des transcrits en présene deG. graminis (Chapitre 4) pour le géneGID1C. Ce
géne code pour une protéine GID1 (GA-insensitive davf 1). La signalisation au travers les gibbérellies
est bloquée par une famille de protéines DELLA qurépriment I'expression de génes sous contrle des
gibbérellines. En présence de gibbérellines, cesqtéines DELLA vont venir se lier au récepteur GID1.
Ces protéines DELLA vont étre ubiquitinés puis vonttre dégradées par le protéasome 26S.

D’autres hormones, autres que les gibbérellinegygrd agir sur la dégradation des
protéines DELLA. Ainsi, I'auxine ou I'éthylene, émteragissant avec la voie signalétique de
'auxine (Achardet al, 2003; Fu & Harberd, 2003; Weiss & Ori, 2007), y&nt agir au
niveau de la stabilité de ces protéines DELLA. logevde signalisation des auxines (Figure
17) semble elle aussi fortement dérégulée commmdetre I'accumulation des transcrits
codant pour la protéine SHY2. Cette protéine agihme répresseur des géenes sous contréle
de l'auxine (Robert-Seilanian&t al, 2011; Durbalet al, 2012).
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Figure 17 : Voie de signalisations de I'auxine modée par la présence du champignoGaeumannomyces
graminis var tritici (Ggt) chez Triticum aestivum Cette analyse a été réalisée a partir de 'outkEGG
pathway mapping http://www.genome.jp/kega/pathway.htmj. Une fleche (—) indique une activation.
Dans le cas contraire ([)) cette fleche indique un effet inhibiteur. Les retangles correspondent a une
protéine ou une famille de protéines impliqués danda voie de signalisation. Les rectangles verts
correspondent a des protéines pour lesquelles non®bservons pas de modification de I'expression pou
les génes associés. Les rectangles roses correspah@ des protéines pour lesquelles nous observamse
accumulation des transcrits en présence d8. graminis(Chapitre 4) pour le géneAUX1 et SHY2/IAA3. La
protéine AUX1, est un transporteur membranaire api@al impliqué dans l'influx d’auxine dans les celluls.
La protéine SHY2/IAA3 est impliquée dans la répredsn des genes sous contrdle de I'auxine. En présenc
d’auxine, ces protéines SHY2/IAA3 vont se lier a lgorotéine réceptrice de type F-box TIR1, étre
ubiquitinées puis dégradées par le protéasome 268boutissant a la levée de la répression qu'elles
induisent.
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Enfin, la signalisation via I'acide abscissiquefmone végétale connue pour étre
impliquée dans des processus de développement awas de résistance a des stress

abiotiques, est également fortement modulée (Fit@)ye
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Figure 18: Voie de signalisations de l'acide abssique modulée par la présence du champignon
Gaeumannomyces graminigar tritici (Ggt) chez Triticum aestivum Cette analyse a été réalisée a partir de
'outil KEGG pathway mapping ( http://www.genome.ijp/kega/pathway.htmj. Une fleche (—) indique une
activation. Dans le cas contraire ([1) cette fleche indique un effet inhibiteur. Les retangles correspondent
a une protéine ou une famille de protéines impligu®dans la voie de signalisation. Les rectangles t&r
correspondent a des protéines pour lesquelles non®bservons pas de modification de I'expression pou
les génes associés. Les rectangles roses correspoh@ des protéines pour lesquelles nous observamse
accumulation des transcrits en présence d8. graminis(Chapitre 4) pour au moins un des genes associés.
Les rectangles bleus correspondent a des protéinpsur lesquelles nous observons une diminution de la
guantité des transcrits en présence d&. graminis (Chapitre 4) pour les génes associés. On observeeu
accumulation des transcrits pour les génes PYL1 &YL4. Ces deux génes codent pour des protéines ae |
famille des RCARs/PYR1/PYLs, qui, en présence d’ABAvont réguler I'effet inhibiteur des protéines
appartenant a la famille des PP2C, qui sont ellesémes des inhibiteurs de la voie de signalisation de
’ABA. Une diminution de la quantité des transcrits des génes la famille des PP2C a été observée pour
quatre de ces membres (HAIL, HAI2, HAI3 et ABI2) cdant pour des protéines phosphatases de type 2C.
L'acide abscissique en se fixant sur les protéing®YL va induire un changement dans la conformation d
ce complexe qui va alors pouvoir inhiber le site @€ des protéines PP2C, supprimant I'effet inhibitaur de
ces derniéeres sur les protéines de la famille desfSK2. Au niveau des protéines SnRK2, une diminution
dans la quantité de transcrits pour les génes OSTERK2A et SRK2C est observée. Ces protéines SnRK2,
sont des protéines sérine / thréonine kinases quont induire I'activation de génes sous contrble deacide
abscissique a travers l'activation de protéines (@umulation des transcrits pour ABF2). Ces protéines
ABF vont étre responsables avec d’autres régulatesrde I'activation des génes répondant a 'ABA.

On peut postuler que la diminution de la quantitét@@scrits codants pour des
protéines SnRK2, impliquées dans I'activation d&seg sous contrdle de I'acide abscissique,
est responsable des signes de stress hydriquesiéasssola maladie du piétin échaudage
(Cook, 2003). En effet, I'acide abscissique est bhoemone souvent associée a des stress
édaphiques tels que la sécheresse (Raghavesided, 2010; Wilkinsonet al, 2012),
provoquant une fermeture des stomates afin dedins pertes hydriques de la plante par
transpiration. La perturbation de la signalisatden cette hormone va donc potentiellement
provoquer des signes de stress hydrique en régolasmaladie du piétin échaudage.
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Nos résultats (Chapitre 4) mettent en avant la gidaion de nombreuses voies
signalétiques hormonales. On peut émettre I'hysaitgie 'augmentation des transcrits pour
le géne codant pour la protéine SHY2, va conduiren@ forte répression des géenes sous
contr6le de l'auxine. D’'une maniere similaire, lar@gulation des génes codant pour la
protéine GID1 et COI1, vont conduire a une stafii des protéines réprimant
respectivement I'expression des génes sous conwéke gibbérellines et de l'acide
jasmonique. Enfin, la dérégulation au niveau deola de signalisation de I'acide abscissique
va potentiellement résulter en une diminution dexpression de genes sous contréle de
I'acide abscissique. Ces résultats montrent qagefaction entre les plantes et les organismes
du sol est réalisée au travers des modificatiora dgnalisation hormonale. De plus, en plus
de la compréhension des interactions de la plarde s organismes du sol, la gestion de
I'équilibre entre les hormones constituerait unpraphe originale pour la gestion des stress

environnementaux au niveau des cultures (Pelegugnilald, 2011; Wilkinsoret al, 2012).

3.4. L'induction de mécanismes de défense systémegpar les vers de terre

Les mécanismes de défense systémique sont sousledmbrmonal. Généralement,
le mécanisme de défense systémique acquise (SAR3, contrdle de l'acide salicylique,
confére une résistance aux pathogénes biotropimestgue les mécanismes de défense
systémique induite (ISR), sous controle de I'asstomi entre I'acide jasmonique et I'éthylene
activent des défenses généralement efficaces cdeBeorganismes pathogenes ayant un
mode de vie nécrotrophe (Robert-Seilaniaatzal, 2011). Ces mécanismes de défense
systémique SAR et ISR sont antagonistes. L'activati'un de ces mécanismes va conduire a
la répression de l'autre mécanisme (van Leoral, 2006; Robert-Seilaniantzt al, 2011).
Que ce soit le mécanisme de défense SAR déclenchBaftaque d’'un pathogene ou le
mécanisme de défense ISR induite par des PGPRd&mussont contrélés par le régulateur
transcriptionnel NPR1. C’est ce régulateur NPR1wvgupermettre de réguler I'expression de
nombreux génes en fonction de la voie signalétguieest activée en amont. Cette régulation
va permettre a la plante de finement adapter socangme de défense selon I'organisme
pathogene rencontré (van Loehal, 2006), et ainsi éviter que trop de pathogéne deééot

des réponses comme I'hypersensibilité a leur ageni@hapitre 4).

Le mécanisme de défense SAR est caractéristique dittaque par un pathogene non

compatible avec la plante. La transduction du digoas controle de I'acide salicylique va
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alors provoquer une synthese et accumulation déipest de défense. Cette accumulation va
étre réalisée localement au niveau du site d’ildactians un premier temps, puis de fagon
systémique, dans I'ensemble des tissus de la pl@etenécanisme va rester actif pendant des
semaines, voire des mois, et conférera une maslleggistance de la plante si une nouvelle

attaque d’'un organisme pathogene a lieu (Kombeirdd, 2011).

Contrairement a la SAR qui est induite par unegattad’'un organisme pathogéne,
ISR n’est pas associée a une forte reprogrammationranscriptome. Le changement au
niveau de I'expression des génes étant souverieé fadir négligeable (van Wees al, 2008).
L'ISR est caractéristigue de linteraction avectaimes PGPR. Les motifs spécifiques
(MAPM) reconnus par la plante au travers d'un systéle perception (PRR) incluent une
large liste de composés : des lipoplysaccharidebattéries Gram-négatif, des falgellines
bactériennes, des facteurs d’élongation EF-Tuadshitine d’origine fongique ou encore plus
reicemment des peptides sulfatés nommés Ax21 isalész une proteobactérie
phytopathogéne du ri¥anthomonas oryzae oryz@@akkeret al, 2007). Des extraits purifiés
de flagelline, induisent chek. thalianaune ISR au travers de leur perception par la prete
membranaire FLS2, tandis que chez les plants dbiaet de tomate, ce mécanisme n’est pas
induit (Gomez-Gémez & Boller, 2002; Bakket al, 2007) soulignant la spécificité de
I'induction de ce mécanisme en fonction du génotypda plante hote.

En présence de vers de terre (Chapitre 4), on wabseiveau des feuilles une
accumulation des transcrits pour certains genaststbrs de stress biotiques ou abiotiques.
Certains de ces genes sont sous contrdle de certhioenones végétales comme les
jasmonates (JA) et I'éthyléne. Ainsi, on observe aneumulation des transcrits pour les
genes PR-4 et PDF1.2 identifies comme étant deguears de la réponse d’ISR (van Loon
et al, 2006). De plus, contrairement a la SAR, I'ISR st’epas associée a une forte
reprogrammation du transcriptome (van Weesl, 2008). Ceci est cohérent avec la faible
proportion de genes qui semblent modulés par laepee du ver de terre. L'absence de
différence au niveau de I'accumulation des trats@our des genes connus pour étre régulés
par I'acide salicylique, comme des géenes codant gesrprotéines PR (PR-1 par exemple),
semble indiquer que le vers de terre n’exercentymastress sur le systeme racinaire de la
plante comme celui que I'on pourrait rencontrercakegtaque de certains insectes herbivores
(Engelberthet al, 2012). En complément, la comparaison du proéihgcriptomique .

thalianaen présence de vers de terre avec d’autres attigesncées dans la base de données
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Genevestigator montre une forte similarité entreenptofil transcriptomique et ceux d’études
portant sur lI'influence d’extraits purifiés de filines, d’autres molécules élicitrices (ET-Fu)
ainsi que des organismes pathogenes inactivésréSaltats viennent appuyer I'hypothése
d’'une action synergique entre les vers de terrlesetbactéries de la rhizosphére capables

d’induire une ISR.
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La synthése de nos résultats met en évidence lgatmn de molécules signal dans I'effet
des vers de terre sur les plantes. Ce mécanisnmt ptabablement réalisé en étroite
collaboration avec certains microorganismes dailoosphére. Il serait intéressant de
mettre en place une série d’expérience afin deocterf nos résultats et d’approfondir
I'exploration des mécanismes impliqués dans langpales plantes a cette association des
vers de terre avec les microorganismes du sol. Bansut, nous proposons quatre axes de
recherche distincts, mais complémentaires : (1aatériser les changements induis par les
vers de terre au niveau des populations microbednesol ; (2) étudier plus précisément les
voies métaboliques impliqguées chez la plante danséponse aux vers de terre; (3)
caractériser ces molécules signal dans les sal} ;éfudier le lien évolutif entre les
microorganismes du sol, les vers de terre et kstes.

1. Etude des modifications de la composition desmounautés

microbiennes du sol.

Dans nos expériences, le lien entre les vers de é¢rcertains microorganismes du sol
capable de promouvoir la croissance des plantesé anés en évidence. Ces résultats
fournissent une premiere démonstration de I'impilicades molécules signal dans I'effet des
vers de terre sur les plantes. Cependant, ces effiétété observés a travers des changements
au niveau de la croissance, du développement let idsistance des plantes (Chapitre 1 et 4).
Ces changements sont analogues et spécifiques anohuts par les populations de PGPR.
Nous avons démontré également une influence desdesterre sur ces PGPR. Ces études
préliminaires constituent de nouvelles pistes abeeche qu'il est nécessaire d’approfondir.
Dans nos autres études (Chapitre 2 et 3), nous smumes intéressés a une fraction réduite
des bactéries du sol : les communautés cultivatnlesine souche de PGPR inoculée. Ces
études ont également été centrées autour d’'unédanta production d’acide indole acétique
par ces bactéries. Il est nécessaire de réaliserétiedes sur l'influence des vers sur
'ensemble des communautés de microorganismes gifiéirentes fonctions comme la
production d’autres molécules signal ou des congastibiotiques afin de dégager une
vision plus globale. Afin d’atteindre ces objectifiéutilisation de nouvelles techniques
émergeantes en écologie microbienne comme la nr&aggue fournirait un outil adapté a

cette problématique.
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Actuellement, la question de la diversité des ndoganismes d’un sol est étudiée en
ciblant une séquence d’'un géne codant pour laepsdiis-unité 16S des ribosomes. Le choix
de cette séquence est di a son ubiquité et a sdndbgré de conservation au sein des
microorganismes. Cette technique repose sur l'etxtra de I'ADN total d’'un sol. La
séquence complete ou bien une séquence partielteétrenamplifiés par réaction en chaine
de polymérisation (PCR). L'obtention des séquemnossplétes est utilisée afin de construire
des arbres phylogénétiques pour étudier les comméma de microorganismes.
L’amplification par PCR d’'une séquence partiellieisprapide, est quant a elle utilisée afin de
réaliser une empreinte génétique sur électrophaésegel en gradient dénaturant (DGGE).
Pour I'empreinte génétique, les différents fragrmeotitenus aprés PCR vont étre séparés en
fonction de leur taille et de leur composition asidas nucléiques. Cette méthode est la
technique couramment utilisée afin de caractédsemaniere simple et rapide la diversité

globale des communautés microbiennes d’un sol éamaps et lieu donné.

Cette technique donnant une vision sur la divegdidale est souvent couplée a une
autre technique permettant d’étudier le fonctionaeeihde ces communautés. Généralement,
cette analyse est réalisée a travers le systemeo@iMicroPlates. Ce systeme permet de
tester 95 substrats carbonés différents et reposdascapacité d’une communauté a se
développer sur ces milieux. Les différents orgaesntomposant la communauté qui a été
isolés du sol, vont consommer ces différents satssttarbonés a des vitesses différentes. Ceci

va renseigner sur la structure de la communauté@uiessur la diversité fonctionnelle.

Ces deux techniques ont couramment été utiliséeslafcaractériser des changements
au niveau de la composition et du fonctionnemest de@nmunautés bactériennes d’'un sol
(Barton & Northup, 2011). Toutefois, ces deux teghas pourraient étre adaptées a notre
problématique d’étude. La synthese de moléculesmbagissant sur la croissance des plantes
est largement répandue au sein des microorganidmssl (Persello-Cartieauat al, 2003;
Hayatet al, 2010). De plus, de nombreuses voies de biosymtesces composés par les
microorganismes du sol ont déja été identifiéear(kenberger & Arshad, 1995; Hooykas
al., 1999; Persello-Cartieauat al, 2003). En prenant comme exemple l'auxine, sa deie
biosynthése chez les microorganismes du sol, smita celle de chez les plantes, differe
cependant sur quelques points (Figure 7). Certaénegmes impliquées dans cette voie de
biosynthese propre aux microorganismes ont étéiftas et la séquence des genes codant

pour ces enzymes est connue (Lehmanhml, 2010). En amplifiant ces genes par PCR, |l
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serait possible d'avoir une empreinte génétique I'dasemble des microorganismes,
cultivables ou non, capables de participer a l& & biosynthése des auxines. A partir de
cette empreinte, il nous sera alors possible dermter I'impact des vers de terre sur la

diversité fonctionnelle des microorganismes camabtéeproduire de I'auxine dans un sol.

Pour ce qui est du profil global, I'étude du gémelant pour la petite sous-unité du
ribosome 16S fourni des informations importantespéhdant, ces profils ne renseignent pas
sur la composition exacte de communauté microbietmdait de la petite taille du fragment
amplifié. Afin d’obtenir des arbres phylogénétiqueescis il faut passer a des techniques plus
lourdes comme le séquencage des séquences complétesrgence de nouvelles techniques
en écologie microbienne peut permettre d’obtenimufianément des informations sur la
diversité globale spécifique et fonctionnelle dasroorganismes. Une de ces techniques est
la métagénomique. Cette technique présente l'agantBétre basée sur un protocole ne
nécessitant pas de cultiver les organismes isolés dia environnement. Ceci représente un
grand avantage méthodologique sur les techniquessagant de cultiver les bactéries. En
effet, on estime que dans la plupart des enviroemésn 99% des microorganismes ne
peuvent étre cultives selon les méthodes courafRessenfeldet al, 2004). Un autre
avantage de la métagénomique est d’analyser lenggrammplet de tous les organismes
composant la communauté et non plus de cibler g@uddéquence du génome. Cette technique
va alors permettre d’étudier la nature et le padérfonctionnel de quasiment chaque
microorganisme présent, avec un degré de précidigmendant de la profondeur du

séquencage.

Au niveau de la technique, la métagénomique comengac I'extraction de 'ADN
total d'un échantillon prélevé dans un milieu. €edtape va étre suivie de I'insertion de ces
molécules d’ADN dans un vecteur plasmidique. Cedergs vont par la suite étre clonés
dans un organisme hote tel ggtherichia coliafin de constituer une banque génomique. Par
la suite cette banque génomique pourra étre séfaegrdce aux nouvelles techniques de
séquencage a haut débit (technologie 454 et CRax&lumina). A partir des données de ce
séquencage, des ARN ribosomaux de la sous unit¢ d@Ssont des genes hautement
conservés et présents en grande quantité pourtentidlés afin de constituer des arbres
phylogénétiques. Cette banque d’ADN pourra égaléngre utilisée afin d’étudier le
potentiel fonctionnel de la communauté. Grace autdés techniques telles que la
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meétatranscriptomique et la métaprotéomique, I'esgicer de ces genes et l'analyse de
l'activité spécifique de certaines enzymes perraetie connaitre le fonctionnement de ces
communautés. De cette fagon, certains génes cpdantcertaines enzymes impliquées dans
la biosynthese des molécules signal peuvent éitésgileur expression étudiée et leur activité

enzymatique évaluée.

2. Etude des voies métaboliques impliqguées dansriponse des plantes aux

organismes du sol.

Les vers de terre, comme d’autres organismes du teblque le champignon
responsable de la maladie du piétin échaudage,respbnsables de changements au niveau
du transcriptome de la plante (Chapitre 1 et 4% €&@ngements semblent réalisés en étroite
collaboration avec la voie signalétique de nomlasusormones. L'utilisation de plantes
ayant subit une mutation sur un ou plusieurs gémgdiqués dans la signalisation de ces
hormones constitue un outil performant dans I'étdel€es mécanismes. Les plantes mutantes
ont été largement utilisées afin de comprendre éeanisme d’action des PGPR sur les
plantes. Ces études ont par exemple permis deenggitévidence une interaction de certaines
PGPR avec I'homéostasie hormonale des plantes coreena mise en évidence de
'implication de molécules signal a I'origine dénitiation de I'ISR (Persello-Cartieawst al,
2003; Bakkeret al, 2007; Zhangpet al, 2007a; Zhangt al, 2007b).

Ces études portant sur les PGPR se sont généralentéressées a une souche
spécifigue. Le vers de terre, par un remaniementl'éesemble des communautés
microbiennes, va complexifier les interactions spmt entretenues entre les microorganismes
de la rhizosphére et la plante. De cette complatibn va résulter une modification de
'abondance relative de I'ensemble des moléculgraasiproduites. L'utilisation de plantes
mutantes soumises a une variation de I'abondanatveede ces composés pourrait permettre
d’identifier les voies signalétiques impliquées slda réponse aux vers de terre. De plus,
grace a l'utilisation de mutants, il serait possidle supprimer des carrefours signalétiques
(cross-talk) et ainsi d’identifier 'implication dhe molécule signal indépendamment de ses
interactions avec les autres. Il serait ainsi fbssie déterminer si I'implication de I'auxine

dans l'effet du vers de terre, mise en évidencdgatponse du double mutaniAd'thaliana
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auxl1-7 ;axr4-2 est bien due a I'’émission de cette hormone dansizosphére, ou a une autre

molécule signal comme I'éthyléne ou un éliciteuctbaen.

Dans la continuité de cette étude, il serait @géant de voir I'interaction des ces voies
meétaboligues avec le changement des propriétésiguesy (nutriments) et physiques
(porosité et agrégation) induit par les vers deetau niveau des sols. Les vers de terre via
leur activité vont conduire a I'apparition de zongmtch) ou les nutriments sont a des
concentrations différentes du sol adjacent. Cefgrdifice de la distribution des nutriments
(comme le nitrate) sont connues pour influenceni&sion et élongation des racines latérales
(Zhanget al, 1999; Linkohret al, 2002). Dans une étude annexe a ce travail (An@gxe
nous nous sommes déja intéressés a l'influencea aistribution et de la disponibilité en
nitrate sur le développementAdabidopsis thaliangBlouin & Puga-Freitas, 2011). Dans un
dispositif de culture in vitro, plusieurs dosesk{ia, optimale et forte) de teneur en nitrates on
été couplées a différents degrés d’hétérogénéilée(rdaible et forte). Dans la continuité de
ces travaux, il serait intéressant d’étudier la n&gode plusieurs plantes mutantes affectées
dans la signalisation d’'une ou plusieurs hormones datre dispositif expérimental. Il serait
notamment intéressant de faire le lien entre Itogénéité de la distribution des nutriments,
la teneur en nutriments des zones riches et l&ipcésde molécules signal dans ces zones, qui

pourrait modifier la croissance et le développenugstracines.

3. Dosage des molécules signal dans les sols

Une autre démonstration claire de I'impact des & terre sur les molécules signal
serait de doser ces composés dans les sols. Lrataiod'un protocole permettant d’extraire,
d’isoler, de doser ces composés et de caractdesereffet sur les plantes permettrait
d’étudier la stabilité, la disponibilité et 'abormze de ces composés dans les sols et de mieux
comprendre l'effet des vers de terre. Largementris@ipour les tissus végeétaux (Hooykaas
et al, 1999; Birkemeyeet al, 2003; Barkawiet al, 2008), le dosage de ces composeés dans
les sols est soumis a de nombreuses contraintesm@asouligné précédemment, le dosage de
'auxine a déja été entrepris dans les déjecti@ssvers de terre (Nardt al, 1988; Tomatet
al., 1988 ; Muscolet al, 1998; Canellast al, 2002). Ces dosages ont été entrepris selon des
techniques immunologiques (test ELISA) ou bien plaromatographie en phase gazeuse

couplée a un spectrophotométre de masse (GC-MS).éGmles ont montré la présence
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d’auxine dans les sols soumis a 'activité des derserre. Dans la continuité de ces travaux |l
serait intéressant de voir si ces protocoles peemiela comparaison de plusieurs sols, pour

différentes molécules signal.

Le dosage simultané de ces molécules signal dapisriée et dans le sol permettrait
de mieux comprendre l'importance de la régulatibrde I'action de ces composés. Les
plantes dans leurs environnements sont soumisesi@nalereux stress biotiques et abiotiques.
La production de certains composés hormonaux parchampignons pathogénes est un
elément clé dans leur virulence (Robert-Seilaniaital, 2007; Robert-Seilaniantat al,
2011). Les bactéries de la rhizosphére, en produtss composés, vont pouvoir influencer
I'équilibre hormonal dans la plante, ce qui poureaicroitre la capacité de défense et donc la
croissance des plantes. Cette voie de rechercheagodéboucher sur des alternatives a
I'utilisation de pesticides ou d’organismes génément modifiés (OGM) dans la lutte

contre les pathogénes et parasites des plantes.

4. Etude du lien coévolutif entre les plantes, legers de terre et les

microorganismes de la rhizosphere.

Les effets opposés des vers de terre sur difiéseespeces de plante (Scheu, 2003;
Brown et al, 2004; Puga-Freitast al, accepted), souligne I'importance de diversifies |
especes de plantes, de vers de terre, voire daraasition des communautés microbiennes
par une diversification des sols utilisés ou parotulation de bactéries spécifiques. Cela
nous permettrait d’approfondir le lien co-évoluiii existe entre ces différents acteurs. Les
études portant sur I'action d’organismes du solgte? les PGPR ou les pathogeénes, sur la
plante, ont souligné I'importance des mécanismeaptadifs sur lesquels reposent ces
interactions. En réalisant différentes associat@nee plante et d’un ver de terre issus ou non
de la méme aire géographigque, on pourrait vérifjee I'effet positif est d’autant plus
important pour des organismes issus de la mémemrrégeographigue. Le fait que des
mécanismes de communication entre la plante etrtedeesterre soient responsables d’'un effet
des vers plus efficace pour les organismes issua d&me région soutiendrait I'idée d’'une

co-évolution mutualiste entre les plantes et les de terre.
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Les analyses métagénomiques pourraient égalemdrguctéer sur une meilleure
compréhension des liens évolutifs qui existe ecgieorganismes. Il serait intéressant de voir
I'influence d’'une plante et d’'un vers de terraus®u non de la méme aire géographique, sur
un sol (et donc une composition microbienne) qur lest commun ou non. A partir de la
caractérisation des communautés microbiennes deziasphere on pourrait ainsi voir si une
espéece invasive (de vers de terre ou de plantejmyeser une nouvelle composition
microbienne ou alors si I'espece autochtone (detplau de vers de terre) va étre capable de
conserver la composition d’origine ou bien si uadsage va avoir lieu et va résulter en une

communauté microbienne nouvelle.
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Annexes

Annexe 1 : Tableau supplémentaire 1 de la publicain du
Chapitre 4 :

Take-all disease involves hypersensitive responsedahormonal control of
wheat by the pathogenic fungussaeumannomyces gramini&r tritici,
which can be depleted in the presence of the eartlonm Aporrectodea

caliginosa
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Supplemantary table 1.List of the genes ofriticum aestivundifferentially expressed in the presence/absence

of the pathogeGaeumannomyces graminiar. tritici in compraison to control treatme@dtvs C).

Annotations UniGene ID AGI ID Foldr;iir;ange P-value
Up-regulated genes
Oxidation reduction (16.45%)

Monothiol glutaredoxin-S2 Ta.60367 At5g18600 57.3 2.65E-03
Laccase-17 Ta.4048 At5g60020 32.02 4.03E-02
Laccase-5 Ta.47228 At2g40370 25.28 1.03E-02
Probable rhamnose biosynthetic enzyme 1 Ta.25823At1g78570 22.60 1.73E-02
Peroxidase 3 Ta.14580 At1g05260 21.54 3.94E-03
At2g37790 Ta.332 At2g37790 18.97 4.69E-02
Ferredoxin-1 Ta.8020 At1g10960 18.59 3.00E-02
Temperature-sensitive omega-3 fatty acid dessgura Ta.701 At5g05580 16.21 2.38E-03
At1g02205 Ta.10382 At1g02205 16.15 4.03E-03
Cytochrome P450 84A1 Ta.55317 At2g34770 15.71 6083
Peroxidase 67 Ta.38418 At5g58390 14.28 1.48E-02
Peroxidase 52 Ta.54713 At5g05340 10.88 3.77E-02
12-oxophytodienoate reductase 1 Ta.9073 Atlg76680 9.86 2.31E-02
Peroxidase 12 Ta.13307 Atlg71695 9.36 2.95E-03
At3g61880 Ta.15927 At3g61880 9.16 1.81E-02
At5g32450 Ta.9074 At5g32450 8.29 7.76E-03
At5g24530 Ta.20360 At5g24530 8.01 1.95E-02
Ferredoxin-dependent glutamate synthase 1 Tas4485 At5g04140 7.26 2.75E-02
Probable polyamine oxidase 4 Ta.8976 At1g65840 70 6. 1.90E-02
Putative basic blue protein Ta.55458 At2g02850 656. 2.52E-03
At5g23990 Ta.10673 At5g23990 6.52 1.39E-03
Leucoanthocyanidin reductase Ta.40162 Atlg61720 .11 6 6.21E-03
At4g20760 Ta.20522 At4g20760 6.04 3.23E-02
Flavonoid 3'-monooxygenase Ta.8802 At5g07990 5.78 9.95E-03
Catalase-3 Ta.27917 At5g36940 5.47 1.72E-02
At1g24470 Ta.12277 At1g24470 5.26 3.05E-02
At2g46960 Ta.57301 At2g46960 4.92 1.50E-02
At2g29290 Ta.22286 At2g29290 491 3.53E-02
At5g14760 Ta.48645 At5g14760 4.89 9.60E-03
At4g14890 Ta.19705 At4g14890 4.89 2.36E-02
Putative dihydrodipicolinate reductase 3 Ta.33315 At5g52100 4.88 2.92E-02
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A a.447 At1g67090 4.87 2.17E-02
Peroxidase 63 Ta.4713 At5g40150 4.86 6.59E-03
Laccase-7 Ta.31798 At3g09220 4.76 4.53E-04
At5g50600 Ta.6892 At5g50600 4.74 4.52E-02
At2g38240 Ta.25763 At2g38240 4.01 2.36E-03
At3g58670 Ta.31850 At3g58670 3.81 3.82E-02
Peroxidase 16 Ta.24255 At2g18980 3.75 3.16E-04
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Annotations UniGene ID AGI ID Foldr;;ir:)ange P-value
Glutamyl-tRNA reductase 1 Ta.55653 At1g58290 3.70 3.72E-03
Glutamate dehydrogenase 1 Ta.5091 At5g18170 3.61 6.30E-03
At4g39330 Ta.24122 At4g39330 3.61 2.09E-02
At1g66540 Ta.56402 At1g66540 3.56 3.47E-03
Protoporphyrinogen oxidase Ta.5948 At4g01690 3.49 3.64E-02
Gibberellin 20 oxidase 1 Ta.48793 At4925420 3.44 1.01E-02
Alcohol dehydrogenase-like 6 Ta.1744 At5g24760 393. 6.65E-03
Cytokinin dehydrogenase 7 Ta.4850 At5g21482 3.32 4.50E-02
Putative L-ascorbate peroxidase 4 Ta.488 At4g0901  3.21 4.97E-02
At1g65560 Ta.32602 At1g65560 3.20 2.17E-02
Respiratory burst oxidase homolog protein F Tal705 Atlg64060 3.10 3.78E-03
Uncharacterized protein At4g01050 Ta.22819 AtD5H0L 3.06 2.77E-02

Response to abiotic stimulus and defense responSel@l%)

Germin-like protein subfamily 3 member 3 Ta.30673 At5g20630 185.52 2.42E-02
Expansin-Al Ta.54937 At1g69530 116.72 3.07E-04
Germin-like protein subfamily 2 member 1 Ta.7885 At1g09560 45.80 5.22E-03
Glutathione S-transferase ERD13 Ta.22191 At2g30870 33.74 1.83E-02
ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 5 Ta.29834  tHy45249 16.86 3.75E-02
Dehydration-responsive element-binding protein 1C Ta.67273 At4g25470 12.00 3.26E-02
Alpha Ta.48678 At1g78580 8.55 7.53E-03
Rac-like GTP-binding protein ARAC7 Ta.7476 At49g28950  8.26 3.74E-02
At3g20470 Ta.24667 At39g20470 8.25 3.98E-03
Aquaporin PIP2-1 Ta.48798 At3g53420 7.28 3.25E-02
Uncharacterized protein At5g02240 Ta.33427 At2ap 7.04 6.06E-04
Glutathione synthetase Ta.41136 At5g27380 6.88 01B-02
At5g04590 Ta.19092 At5g04590 6.49 4.98E-03
Probable calcium-binding protein CML25 Ta.13803 1¢g@4620 6.42 3.61E-03
Phosphopantetheine adenylyltransferase Ta.32581 t2g18250 6.30 1.71E-02
Vesicle transport v-SNARE 11 Ta.22789 At5g39510 216. 5.94E-03
At4g08950 Ta.11836 At4g08950 6.00 2.32E-03
3-ketoacyl-CoA synthase 17 Ta.4398 At1g04220 5.70 8.96E-03
At3g55990 Ta.27021 At39g55990 5.22 3.10E-02
3-ketoacyl-CoA synthase 1 Ta.38008 At1g01120 5.12 9.10E-03
Chalcone synthase Ta.55798 At5g13930 5.09 2.25E-03
MLO-like protein 12 Ta.280 At2g39200 5.05 3.75E-0
Auxin transporter protein 1 Ta.49842 At2g38120 764. 4.24E-03
At5g57170 Ta.40496 At5g57170 4.61 7.42E-03
3-ketoacyl-CoA synthase 19 Ta.20041 At5g43760 4.60 1.81E-02
Acyl carrier protein Ta.38188 At4g25050 4.52 Ei02
Maltose excess protein 1 Ta.5092 At5g17520 432 .81B03
LOB domain-containing protein 40 Ta.34590 Atlg6710 4.18 3.44E-02
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Fold-change

Annotations UniGene ID AGI ID ratio P-value
Multiprotein-bridging factor 1c Ta.12225 At3g2450 413 5.11E-03
Tubulin beta-6 chain Ta.55336 At5912250 3.95 8-63
Nitrate/chlorate transporter Ta.21127 Atlg12110 .953 1.42E-02
At3g54890 Ta.58292 At3g54890 3.74 2.37E-02
Beta-amylase Ta.3983 At5g65700 3.68 1.77E-03
Putative glucan endo-1 Ta.48826 At2g27500 3.62 82B-02
Carbonic anhydrase 2 Ta.54374 At5g14740 3.58 3BE
At2g26740 Ta.33182 At2g26740 3.56 1.68E-03
fc(:)?::ql?:]og?e synthase A catalytic subunit 1 [UDP- Ta.54424 At4g32410 3.49 4.30E-02
Glutamate receptor 3.4 Ta.45975 At1g05200 3.34 56802
At3g60750 Ta.53918 At3g60750 3.30 4.06E-03
ﬁ;“r:qe;(';‘;’gt‘;f:ﬁer?hp;ﬁrrgr{g;ieﬂg‘stimate" Ta.49788  At5g17920 3.29 3.52E-02
At5g20270 Ta.36946 At5g20270 3.16 2.76E-02
Root phototropism protein 2 Ta.21258 At2g30520 53.1 2.90E-02
At1g67280 Ta.28068 At1g67280 3.10 2.23E-02
Transcription factor AS1 Ta.37433 At2g37630 3.09 3.17E-02
At4g35920 Ta.28022 At4g35920 3.06 3.25E-02
Actin-depolymerizing factor 4 Ta.b577 At5g59890 .03 3.56E-03

Proteolysis (5.92 %)
At4g15160 T$:§g§4715/// At4g15160 497.06 7.92E-04
At3g54400 Ta.21787 At3g54400 69.05 1.36E-02
Serine carboxypeptidase-like 11 Ta.42224 At2gP297 57.69 4.33E-03
Metacaspase-1 Ta.57077 At1g02170 57.19 5.27E-03
At4g10550 Ta.408 At4g10550 12.10 4.41E-03
Serine carboxypeptidase-like 27 Ta.40327 At3g0799 10.73 6.36E-03
Xylem cysteine proteinase 1 Ta.55562 At4g35350 109. 5.80E-03
Serine carboxypeptidase-like 26 Ta.53984 At2g8578 7.60 3.47E-03
At2g04160 Ta.46799 At2g04160 6.65 6.56E-03
Serine carboxypeptidase-like 34 Ta.8076 At5g23210 4.94 1.16E-02
At1g35340 Ta.43429 At1g35340 4.06 1.20E-02
At5g10770 Ta.25381 At5g10770 4.04 5.85E-03
At2g45270 Ta.56775 At2g45270 3.71 1.67E-02
Serine carboxypeptidase-like 49 Ta.54265 At3g0041 3.41 3.64E-02
Methionine aminopeptidase 1D Ta.44814 At4g37040 173 1.78E-02
Serine carboxypeptidase-like 5 Ta.25320 Atlg73290 3.07 3.91E-03
At3g26085 Ta.537 At3g26085 3.04 4.58E-02
At4g17740 Ta.23662 At4gl17740 3.01 2.75E-02
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Fold-change

Annotations UniGene ID AGI ID ratio P-value
Metabolism (30.92%)
At1g65870 Ta.25384 At1g65870 144.61 4.07E-03
At5g64570 Ta.18225 At5g64570 29.99 2.03E-02
At3g57030 Ta.32597 At3g57030 28.20 2.88E-03
Beta-amylase Ta.137 At4915210 2491 4.18E-03
Tubulin beta-4 chain Ta.3723 At5g44340 24.68 B-:63
At2g33590 Ta.9686 At2g33590 21.08 1.02E-02
At3g53620 Ta.54569 At3g53620 18.23 1.94E-02
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1 Ta.66570 t1g@6520 17.53 7.32E-03
Quercetin 3-O-methyltransferase 1 ?54275207/5” At5g54160 17.45 1.47E-02
E;‘;zzﬁ'g’ d?éﬁg{gggisphory' diester Ta.25428  At5g55480 17.13 4.69E-02
Probable inactive receptor kinase At1g48480 T4808  At1g48480 15.18 1.59E-02
GDSL esterasellipase At5g45910 Ta.47129 At5g45910 14.10 2.91E-02
Histone H2B.11 Ta.54247 At5g59910 12.45 4.95E-03
At2g42960 Ta.11367 At2g42960 11.43 3.00E-02
At5g41040 Ta.30226 At5g41040 11.23 2.66E-02
Serine/threonine-protein kinase Nek5 Ta.18537  gA200 11.08 3.19E-02
Nicotianamine synthase 3 Ta.37977 At1g09240 10.02 1.92E-02
Anthocyanin 5-O-glucosyltransferase Ta.14645 AYODO0 9.88 2.86E-02
Putative clathrin assembly protein At2g01600 vaae At2g01600 9.81 3.97E-02
GDSL esterasel/lipase EXL1 Ta.9046 Atlg75880 9.30 1.58E-02
At5g37180 Ta.45463 At5g37180 9.18 2.48E-04
Endoglucanase 8 Ta.10331 Atlg70710 9.16 4.22E-02
E:gtt;?r?lgzxyloglucan endotransglucosylase/hydrolase.l_aL32123 A2g36870 8.68 1 78E-03
At5g47435 Ta.50678 At5g47435 8.49 2.51E-02
Ribonuclease 1 Ta.55477 At2g02990 8.14 3.64E-02
Acidic endochitinase Ta.8271 At5g24090 7.53 1-62E
Phospholipase D alpha 2 Ta.17890 At1g52570 7.46  .93ELO3
Tubulin alpha-3/alpha-5 chain Ta.52479 At5g19770 7.37 2.97E-02
GDSL esterasel/lipase LIP-4 Ta.39282 Atlg56670 66.5 8.35E-04
Wall-associated receptor kinase-like 14 Ta.47029 At2g23450 6.51 7.67E-03
Probable protein phosphatase 2C 22 Ta.10098 ABRIP5 6.47 2.89E-03
At2g25220 Ta.10233 At2g25220 6.33 3.55E-02
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase Ta.17243 At4§20 6.16 7.38E-03
At2g38650 Ta.19569 At2g38650 6.00 3.27E-02
Probable inactive receptor kinase At2g26730 TebB7  At2g26730 5.99 2.04E-02
GDSL esterasel/lipase At1g09390 Ta.8094 At1g09390 5.90 1.42E-02
At1g23360 Ta.8003 At1g23360 5.73 2.89E-02
Uroporphyrinogen decarboxylase 1 Ta.498 At3914930 5.61 2.74E-02
Histone H3.2 Ta.8296 At3g27360 5.49 9.68E-04
At2g46860 Ta.55123 At2g46860 5.48 6.69E-03
24-methylenesterol C-methyltransferase 2 Ta.10402At1920330 5.48 2.01E-04
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Fold-change

Annotations UniGene ID AGI ID ratio P-value

At1g30520 Ta.39480 At1g30520 5.45 2.75E-02
At4g00960 Ta.23296 At4g00960 5.19 2.61E-02
At3g14110 Ta.37190 At3g14110 5.18 7.49E-03
At2g47240 Ta.55894 At2g47240 5.04 9.58E-03
N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate isomerase T&4127 Atlg07780 4,95 3.31E-03
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5 Ta.17342 t3gK1430 4.52 4.39E-02
GDSL esterasellipase At1g28670 Ta.5035 Atlg28670 4.49 3.09E-02
Pyruvate kinase Ta.55666 At1g32440 4.48 6.87E-03
Putative glycosyltransferase 2 Ta.14249 At4g02500 4.36 2.08E-02
At5g38250 Ta.48353 At5g38250 4.36 1.40E-02
Phytosulfokine receptor 1 Ta.36197 At29g02220 436 4.64E-03
Putative clathrin assembly protein At5935200 T&ao At5g35200 4.24 7.59E-04
At2g48010 Ta.50575 At2g48010 4.10 5.47E-03
At3g59110 Ta.36439 At3g59110 4.08 3.11E-02
At5g52110 Ta.57507 At5g52110 3.92 1.41E-02
At3g55360 Ta.28682 At3g55360 3.84 5.02E-03
At3g62760 Ta.24150 At3g62760 3.82 9.79E-03
Shikimate kinase Ta.8618 At2g21940 3.82 4.23E-02
At1g61590 Ta.30723 At1g61590 3.78 2.46E-02
At3g18660 Ta.46082 At3g18660 3.76 3.92E-02
At3g23470 Ta.7943 At3923470 3.75 1.99E-02
At1g27440 Ta.54746 At1g27440 3.71 1.43E-02
At2g37090 Ta.39318 At2g37090 3.68 3.22E-02
iz LonfgfiierBP'type peptidyl-prolyl cis-trans Ta.67990  At4g39710 3.64 1.26E-02
Probable 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase Ta.48340 At4g15560 3.64 1.26E-02
gﬂ#:}ogie synthase A catalytic subunit 7 [UDP- Ta.48845 At5g17420 3.60 2 99E-02
Probable alpha Ta.30416 At1g06410 3.56 2.75E-04
Aspartokinase 3 Ta.48650 At3g02020 3.51 7.27E-03
Probable inactive receptor kinase At5g10020 T4114  At5g10020 3.50 3.78E-02
At3g25585 Ta.37441 At3g25585 3.47 8.54E-03
Arogenate dehydratase/prephenate dehydratase 2 .38817a At3g07630 3.45 3.24E-02
Calcium-dependent protein kinase 7 Ta.4580 At58024 3.43 1.31E-02
Histone H2A Ta.54850 At4g27230 3.41 4.16E-02
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP37 Ta.32292 At3g15520 341 2.06E-02
Mitogen-activated protein kinase 20 Ta.25413 APRB0 3.39 1.17E-02
At5g38710 Ta.3696 At5g38710 3.35 1.01E-02
At3g10670 Ta.5630 At3g10670 3.34 4.27E-04
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 4 a.3bD499 At4g14580 3.34 4.18E-02
At1g14000 Ta.30049 At1g14000 3.32 7.67E-04
At5g24080 Ta.41843 At5g24080 3.31 4.83E-02
3-ketoacyl-CoA thiolase 2 Ta.22683 At2g33150 3.31 2.88E-03
At1g63000 Ta.35121 At1g63000 3.24 4.80E-02
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Fold-change

Annotations UniGene ID AGI ID ratio P-value
At3g47650 Ta.3171 At3g47650 3.20 1.75E-02
iz LonfgfiingBP'type peptidyl-prolyl cis-trans Ta37200  At5g13410 3.15 2 49E-02
At5g54590 Ta.11795 At5g54590 3.12 4.47E-03
At1g75690 Ta.55358 At1g75690 3.11 2.03E-02
At5g44520 Ta.10715 At5g44520 3.10 3.74E-02
Triacylglycerol lipase 2 Ta.57335 At5g14180 3.08  3.39E-02
At3g53180 Ta.9416 At3g53180 3.08 2.42E-02
Wall-associated receptor kinase 2 Ta.51527 At2ga1 3.07 1.37E-02
At4g25080 Ta.25436 At4g25080 3.06 4.82E-03
Basic endochitinase B Ta.54078 At3g12500 3.04 8ESE
At2g17530 Ta.45528 At2g17530 3.04 3.32E-02

Transcription / translation (11.84%)

At4g39250 Ta.49215 At4g39250 67.95 7.65E-05
At2g21650 Ta.4022 At2g21650 34.36 2.49E-03
NAC domain-containing protein 102 Ta.45251 At5g837 18.15 5.05E-03
At5g46910 Ta.33469 At5g46910 11.74 7.74E-03
50S ribosomal protein L12-3 Ta.35314 At3g27850 689. 7.13E-03
Scarecrow-like protein 6 Ta.18627 At4g00150 7.88 1.86E-04
At1g71930 Ta.38484 At1g71930 7.11 2.18E-04
At2g01060 Ta.39746 At2g01060 7.05 4.46E-02
Transcription factor bHLH81 Ta.16792 At4909180 86b. 1.43E-03
Transcription factor bHLH137 Ta.3446 At5g50915 4%5. 4.89E-02
At2g02740 Ta.35853 At2g02740 5.42 1.82E-02
Auxin-responsive protein IAA3 Ta.41052 At1g04240 5.02 2.05E-02
50S ribosomal protein L4 Ta.18148 At1g07320 492 7.42E-03
At4g28500 Ta.8999 At4g28500 4.76 9.86E-03
At3g08740 Ta.18149 At3g08740 4.69 1.92E-02
50S ribosomal protein L18 Ta.1452 At1g48350 448 5.23E-03
50S ribosomal protein L9 Ta.14183 At3944890 417 1.36E-02
Ethylene-responsive transcription factor RAP2-7 a.Zn445 At2g28550 3.82 3.89E-02
Ethylene-responsive transcription factor RAP2-3 a.Zrla4 At3g16770 3.81 4.01E-02
Peptide deformylase 1A Ta.48455 Atlg15390 3.75 56R2-02
At4g27270 Ta.55650 At4g27270 3.73 3.09E-02
50S ribosomal protein L28 Ta.37223 At2g33450 3.70 6.58E-03
Transcription factor bHLH80 Ta.40553 At1g35460 613. 4.41E-04
Nuclear transcription factor Y subunit B-2 Ta.4880 At5g47640 3.40 3.13E-03
50S ribosomal protein L24 Ta.55532 At5g54600 3.36 9.84E-03
Transcription factor bHLH49 Ta.25394 At1g68920 33. 2.14E-02
50S ribosomal protein L11 Ta.12746 At1g32990 3.32 1.54E-02
30S ribosomal protein S31 Ta.9419 At2g38140 3.29 1.67E-02
30S ribosomal protein S17 Ta.13258 Atlg79850 3.27 1.65E-02
Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 16 Ta.36576 APIEA40 3.11 9.17E-03
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Peptidyl-tRNA hydrolase Ta.30586 At1g18440 3.11 86&-03
At5g56840 Ta.8661 At5g56840 3.09 2.20E-02
30S ribosomal protein S9 Ta.621 Atlg74970 3.07 662-03
Ribosome-recycling factor Ta.7780 At3963190 3.02 .23E-02
30S ribosomal protein S13 Ta.9666 At5g14320 3.01 3.79E-02
30S ribosomal protein S10 Ta.54494 At3g13120 3.00 1.41E-02

Unclassified / unknown functions (19.74%)

Expansin-B4 Ta.48590 At2g45110 163.86 4.50E-03
At2g39890 Ta.37294 At2g39890 144.82 1.24E-04
Pectinesterase/pectinesterase inhibitor 3 TaB266 At3g14310 139.22 1.68E-02
At1g12090 Ta.58580 At1g12090 63.71 1.79E-02
Putative expansin-B2 T_z;;g%g%// At1g65680 58.13 6.22E-03
At2g45180 Ta.60521 At2g45180 44.60 2.87E-03
At5g18280 Ta.8298 At5¢g18280 27.98 3.16E-02
Non-symbiotic hemoglobin 1 Ta.12893 At29g16060 924. 1.21E-02
Putative vesicle-associated membrane protein 726 Ta.48162 Atlg04760 21.06 3.47E-02
Peptide transporter PTR2 Ta.1231 At2g02040 15.71 .95R202
At1g76550 Ta.46806 At1lg76550 15.25 1.05E-03
At5g63530 Ta.50473 At5g63530 14.63 1.94E-02
Efé?rilnctém%”g phosphatase-like protein Ta4l4l  At5g10480 11.70 8.76E-04
At5g49630 Ta.34645 At5g49630 11.68 7.88E-03
At4924350 Ta.1617 At4g24350 11.57 6.35E-06
At4g14680 Ta.47512 At4g14680 10.87 1.12E-03
Sugar transport protein 1 Ta.34809 At1g11260 @0.7 8.51E-03
At5g28646 Ta.55575 At5g28646 10.44 4.94E-02
At3g48140 Ta.55927 At3g48140 9.95 6.21E-04
Putative fructokinase-5 Ta.47677 At4910260 9.22 .428-03
Fasciclin-like arabinogalactan protein 16 Ta.1839 At2g35860 9.07 1.95E-02
Atlg77380 Ta.37918 Atlg77380 9.02 3.94E-04
At5g50200 Ta.5174 At5g50200 7.25 1.81E-02
At1g32540 Ta.6594 At1g32540 6.76 6.22E-03
Boron transporter 1 Ta.5402 At2g47160 6.61 1.02E-0
At3g22600 Ta.7847 At3g22600 5.67 1.72E-02
At1g11190 Ta.26286 At1g11190 5.50 5.58E-03
Probable beta-1 Ta.11241 At1g05170 5.37 4.19E-02
At5g08030 Ta.5569 At5g08030 5.27 3.59E-02
Probable xyloglucan glycosyltransferase 12 Teb017  At4g07960 4.83 1.75E-02
Protein PINHEAD Ta.6427 At5g43810 4.81 3.31E-02
Probable purine permease 11 Ta.6159 At1g44750 0 45 7.05E-03
At5g54780 Ta.10379 At5g54780 4.43 1.47E-02
At2g34420 Ta.46841 At2g34420 4.26 5.04E-03
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Atlg45474 Ta.40115 At1g45474 4.20 2.30E-02
Photosystem Il reaction center PSB28 protein 180 At4g28660 4.18 3.03E-02
At5g23760 Ta.11432 At5g23760 4.14 1.20E-02
Phosphoglycerate mutase Ta.46512 At1g22170 413 .97E402
At5g14910 Ta.1381 At5g14910 3.95 7.09E-03
Secretory carrier-associated membrane protein 4 a.27b18 At1g32050 3.94 4.61E-02
At4g05190 Ta.7152 At4g05190 3.85 4.54E-02
Profilin-4 Ta.28801 At2g19770 3.85 2.83E-02
Putative phosphate transporter 1 Ta.1006 At3g2343 3.82 3.35E-03
At4g25640 Ta.38042 At4g25640 3.75 4.04E-03
Formin-like protein 1 Ta.40227 At3g25500 3.54 6E2
Atlg14150 Ta.32603 At1g14150 3.47 3.15E-02
Oligopeptide transporter 4 Ta.8599 At5g64410 3.46 2.40E-03
At1g51340 Ta.45537 At1g51340 3.41 5.27E-03
At5g62680 Ta.33217 At5g62680 3.39 2.70E-02
PsbP-like protein 1 Ta.17009 At3g55330 3.37 8-0BE
GDP-mannose 3 Ta.54342 At5g28840 3.26 2.79E-04
Sugar transporter ERD6-like 4 Ta.42153 At1g19450 263 4.91E-03
At1g68290 Ta.39961 At1g68290 3.22 9.72E-03
Nudix hydrolase 2 Ta.11685 At5g47650 3.22 1.44E-0
Glucan endo-1 Ta.8414 At5g61130 3.22 8.32E-03
At5g53970 Ta.4977 At5g53970 3.20 9.18E-03
At3g05490 Ta.13863 At3g05490 3.19 2.17E-02
At1g01790 Ta.3907 At1g01790 3.06 2.51E-02
Pyridoxal biosynthesis protein PDX2 Ta.6847 AtB560 3.06 1.89E-03
At3g16910 Ta.47069 At39g16910 3.04 2.07E-02

Down-regultated genes
Oxidation reduction (17.53%)

Malic enzyme Ta.5728 At2g19900 -204.60 2.70E-02
At5g50600 Ta.14366 At5g50600 -136.75 6.07E-04
At5g01670 Ta.14516 At5g01670 -54.07 1.60E-02
At3g03080 Ta.55242 At3g03080 -38.36 8.88E-04
At2g19590 Ta.16226 At2g19590 -36.18 2.38E-03
Zlyér#;/_azte dehydrogenase E1 component subunit Ta.29951 At1g24180 3231 3.30E-03
At1g02205 Ta.55309 At1g02205 -19.32 5.27E-03
Aldehyde dehydrogenase family 7 member B4 Ta.40235At1g54100 -18.24 3.62E-03
Alpha-aminoadipic semialdehyde synthase Ta.48369At4933150 -15.96 7.90E-03
Thioredoxin-like 1 Ta.15182 At1g08570 -14.02 E7B3
Inositol oxygenase 1 Ta.53897 Atlg14520 -12.82  01E:02
Homogentisate 1 Ta.57082 At5g54080 -12.10 5.76E-03
Cytokinin dehydrogenase 7 Ta.4850 At5g21482 491.3 2.96E-03
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1l-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase Ta.9107 Atl1g05010 -11.18 2.81E-03
Probable sarcosine oxidase Ta.28584 At2924580 .0610 3.62E-02
Peroxidase 12 Ta.55410 Atlg71695 -7.89 2.96E-03
At3g26770 Ta.35751 At3g26770 -7.86 7.15E-04
At4925310 Ta.16556 At4g25310 -7.75 9.74E-04
Peroxidase 71 Ta.35361 At5g64120 -7.69 2.10E-03
1-Cys peroxiredoxin PER1 Ta.67690 At1g48130 -7.36  .03B-02
Uricase Ta.5480 At2g26230 -5.82 4.02E-04
At4925650 Ta.31507 At4g25650 -5.69 2.01E-02
Catalase-2 Ta.54384 At4935090 -5.53 2.28E-02
Peroxiredoxin-2E Ta.6127 At3g52960 -4.96 3.06E-03
Electron transfer flavoprotein subunit alpha 84 At1g50940 -4.93 1.07E-02
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 112A Ta.54560 At5g62530 -4.46 9.47E-03
Betaine aldehyde dehydrogenase 1 Ta.2585 Atlg74920 -4.32 3.59E-03
Electron transfer flavoprotein subunit beta T8B8  At5g43430 -4.05 1.18E-02
Atlgl7010 Ta.46446 Atlg17010 -3.92 2.45E-02
At4921580 Ta.48735 At4g21580 -3.91 1.24E-02
At2g37770 Ta.10389 At2g37770 -3.86 2.75E-03
At4939330 Ta.6747 At4939330 -3.80 1.25E-02
Abscisic-aldehyde oxidase Ta.6172 At2g27150 -3.78 7.12E-03
Succinate-semialdehyde dehydrogenase Ta.50488 Q79440 -3.77 1.71E-02
Probable 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 0&8.76 At4g20930 -3.68 9.05E-03
Pyrroline-5-carboxylate reductase Ta.591 At5gD480  -3.58 4.05E-03
At3g07690 Ta.46244 At3g07690 -3.24 2.68E-02
Respiratory burst oxidase homolog protein B Tads39 At1g09090 -3.23 7.03E-03
At3g22400 Ta.8097 At3g22400 -3.22 1.48E-02
Isovaleryl-CoA dehydrogenase Ta.27596 At3g45300 .183 1.25E-02
Deoxyhypusine hydroxylase Ta.2495 At3g58180 -3.15 1.48E-02
At4934890 Ta.27265 At4g34890 -3.11 3.95E-02
At2g43400 Ta.6971 At2g43400 -3.08 3.38E-02
Lipoxygenase 1 Ta.54661 At1g55020 -3.04 2.88E-02

Response to abiotic stimulus and defense respon8e5¢Po)
Dehydrin Xero 1 Ta.2704 At3g50980 -223.96 6.96E-05
Transcription repressor MYB4 Ta.48459 At4938620 2365 6.00E-03
At3g60750 Ta.5904 At3g60750 -69.40 2.30E-03
Putative desiccation-related protein LEA14 Ta@®l4 Atlg01470 -69.18 1.01E-03
Dehydrin Rab18 Ta.29352 At5g66400 -54.40 1.44E-05
Probable protein phosphatase 2C 78 Ta.60923 AZH9 -29.95 1.66E-04
Atlg17870 Ta.33333 At1g17870 -28.09 4.15E-02
Serine/threonine-protein kinase SRK2C Ta.2551 A82§0D -20.59 2.78E-03
Beta-amylase Ta.4494 At3g23920 -18.03 4.81E-03
At4g25000 Ta.10281 At4g25000 -14.70 1.20E-02
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Sfgg:)shpohg‘?jsggg‘rf&f‘;g'ei”ldepe”dem Ta1432  Atlg09780 12,65 2.05E-02
At1g54050 Ta.12076 At1g54050 -12.65 3.19E-02
Protein phosphatase 2C 77 Ta.26201 At5g57050 512.2 2.42E-02
Annexin D1 Ta.54599 At1g35720 -10.60 3.87E-03
Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 48429 At3g47340 -9.40 2.63E-04
Serine/threonine-protein kinase SRK2E Ta.5236 33950 -9.40 3.93E-03
Hexokinase-2 Ta.39662 At2g19860 -8.90 1.90E-02
At3g22840 Ta.106 At3g22840 -8.72 5.06E-04
At3g46230 Ta.27661 At3946230 -8.03 5.35E-03
At3g17800 Ta.28319 At3g17800 -7.42 6.79E-03
At5g46180 Ta.12337 At5g46180 -7.17 1.57E-02
At4g27670 Ta.201 At4g27670 -6.72 8.33E-05
HVA22-like protein d Ta.57877 At4g24960 -6.51 5103
Serine/threonine-protein kinase SRK2A Ta.57483  gA@D40 -6.10 6.32E-03
Heat shock protein 81-1 Ta.55629 At5g52640 -5.87 2.92E-02
At1g52920 Ta.7258 At1g52920 -5.81 7.91E-03
MADS-box protein SOC1 Ta.340 At2g45660 -5.74 102
Dehydration-responsive protein RD22 Ta.54067 28510 -5.29 1.43E-02
At1g16970 Ta.43049 At1g16970 -5.22 1.57E-02
Arginase Ta.25547 At4g08900 -5.13 2.85E-02
Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase Ta.162 At3g48330 -5.11 3.24E-03
RING-H2 finger protein ATL2B Ta.30884 At2g17730 93. 2.99E-02
At1g80680 Ta.31196 At1g80680 -4.87 3.58E-02
At5g40770 Ta.14391 At5g40770 -4.77 2.01E-02
At2g33380 Ta.9830 At2g33380 -4.53 9.23E-03
At2g32120 Ta.33888 At2g32120 -4.05 3.90E-03
COP9 signalosome complex subunit 1 Ta.25874 AtBg61 -3.91 2.56E-02
Cysteine proteinase inhibitor 1 Ta.55164 At5g1r14 -3.73 3.38E-02
At1g28330 Ta.53978 At1g28330 -3.56 7.48E-04
Probable gibberellin receptor GID1L3 Ta.5616 3820 -3.45 8.60E-03
Uncharacterized protein At5g10860 Ta.32601 AtRG00 -3.43 2.27E-03
At3g12580 Ta.178 At3g12580 -3.37 3.59E-02
Syntaxin-61 Ta.6548 At1g28490 -3.29 8.37E-03
At1g27320 Ta.8903 At1g27320 -3.22 3.36E-02
Splicing factor U2af small subunit A Ta.5818 ART®50 -3.20 3.14E-03
Actin-related protein 4 Ta.6395 At1g18450 -3.17 .38k-04
At5g58070 Ta.2791 At5g58070 -3.15 3.87E-02
At4g21320 Ta.2822 At4g21320 -3.04 7.25E-03
Heat stress transcription factor A-7a Ta.32642 3gAi910 -3.02 3.63E-03
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Proteolysis (4.78 %)
At3g12700 Ta.19581 At3g12700 -13.54 2.98E-02
Vacuolar-processing enzyme gamma-isozyme Ta.44230At4932940 -9.21 1.37E-02
At5g53540 Ta.6506 At5g53540 -5.09 4.31E-02
At4g17510 Ta.54600 At4g17510 -4.38 1.21E-02
At5g65760 Ta.8093 At5g65760 -4.37 6.50E-03
Coronatine-insensitive protein 1 Ta.8471 At2g39940 -3.99 1.15E-03
At3g57680 Ta.10909 At3g57680 -3.93 3.58E-02
F-box protein PP2-A13 Ta.14513 At3g61060 -3.60 248-03
Vacuolar-processing enzyme beta-isozyme Ta.14496At1962710 -3.42 1.80E-02
Serine carboxypeptidase-like 49 Ta.31965 At3g0041 -3.41 1.65E-02
At4g33090 Ta.5246 At4g33090 -3.16 1.64E-02
SKP1-like protein 4 Ta.38342 At1g20140 -3.15 E1R
Metabolism (21.91 %)

Z{gggigesgaﬁeoy"COA O-methyltransferase Ta.39255  At4g34050  -139.97  1.71E-04
At4g22220 Ta.6120 At4g22220 -64.45 7.73E-03
FI?rr(c))tl)e?r?Ifzxyloglucan endotransglucosylase/hydrolrzlsel_a36522 At5g57530 54.70 4.45E-02
At1g64660 Ta.11526 At1g64660 -53.93 6.84E-03
ATPase 11 Ta.9832 At5g62670 -52.64 3.41E-03
Protein phosphatase 2C 3 Ta.43823 At1g07430 -33.49 1.39E-03
Branched-chain-amino-acid aminotransferase TaB900 Atlg10070 -18.51 1.78E-02
Probable protein phosphatase 2C 24 Ta.10207 ABR{P9 -18.14 3.54E-02
At4g02280 Ta.11152 At4g02280 -15.58 1.42E-04
Histone H1.1 Ta.54562 At1g06760 -13.63 1.85E-02
At3g43190 Ta.93 At3g43190 -13.48 5.08E-03
Glutamine synthetase cytosolic isozyme 1-3 Ta6344 At3gl7820 -12.19 1.06E-02
I?rggasblﬁ L?rlllijtcose-l-phosphate adenylyltransferase Ta.2797 A2g21590 10.32 9 55E-04
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 5 a.38482 At5g10930 -9.57 7.28E-05
Sdtéz?]?teél-phosphate adenylyltransferase large Ta.50525 At1g27680 -9.05 2 93E-03
At4g37070 Ta.34636 At4g37070 -9.00 4.52E-02
GDSL esterasellipase At3g26430 Ta.5834 At3g26430 -8.34 1.60E-02
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain Ta.356 At4g34030 -7.01 1.00E-03
At2g26560 Ta.9588 At2g26560 -6.12 2.17E-02
AMP deaminase Ta.5150 At2g38280 -5.99 2.08E-02
NADH kinase Ta.47672 Atlg78590 -5.66 4,99E-03
At2g38670 Ta.45795 At2g38670 -5.24 8.60E-03
At3g08943 Ta.6282 At39g08943 -4.92 5.48E-03
At3g46920 Ta.25379 At3g46920 -4.81 3.64E-02
At2g29630 Ta.48442 At29g29630 -4.74 8.45E-03
Probable histone H2AXb Ta.54675 At1g54690 -4.44  92B-02
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At4912130 Ta.5840 At4912130 -4.20 6.78E-03
At3g06850 Ta.12252 At3g06850 -4.09 2.02E-02
Probable protein phosphatase 2C 60 Ta.9362 At4§B18 -4.05 2.14E-03
At3g09010 Ta.6407 At3g09010 -3.94 3.06E-02
At3912990 Ta.4996 At3g12990 -3.63 1.27E-02
Probable protein phosphatase 2C 22 Ta.50720 A62§P5 -3.57 2.47E-03
Galactokinase Ta.1938 At3g06580 -3.54 6.53E-03
At1g18800 Ta.1219 At1g18800 -3.52 2.77E-02
At5g37830 Ta.2005 At5g37830 -3.48 1.31E-02
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 12 Ta.10097 At4g18700 -3.47 3.36E-03
FI;’rr(())tt;?:I2e7xyloglucan endotransglucosylase/hydroIaseTa.7839 At2g01850 3.46 2 33E-05
At1g36160 Ta.33534 At1g36160 -3.46 4.70E-02
Sucrose synthase 2 Ta.54398 At1g80070 -3.27 20P6E
V-type proton ATPase subunit B2 Ta.9647 At4g38510 -3.27 7.07E-03
Phosphoribosylglycinamide formyltransferase Taem At1g31220 -3.22 1.79E-03
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha B&A2 At1g03090 -3.18 1.01E-02
At1g03520 Ta.36652 At1g03520 -3.16 2.44E-02
At1g18270 Ta.2708 At1g18270 -3.16 2.91E-03
Atlg76150 Ta.9392 Atlg76150 -3.15 3.01E-04
At3g25570 Ta.9063 At3g25570 -3.05 1.03E-02
At4929010 Ta.54359 At4g29010 -3.04 1.19E-02
At5g43280 Ta.35136 At5g43280 -3.04 3.79E-02
At3g18680 Ta.36665 At3g18680 -3.00 6.87E-03
At5g58540 Ta.36296 At5g58540 -3.00 1.89E-03
Transcription / translation (14.34 %)

Heat stress transcription factor C-1 Ta.25627 A4%P0 -46.42 6.97E-06
Zinc finger CCCH domain-containing protein 20 T?Iiggféglm At2g19810 -30.85 1.73E-03
At1g66230 Ta.47066 At1g66230 -19.97 9.09E-04
NAC domain-containing protein 29 Ta.41933 Atlg6®49  -13.20 2.25E-02
Eukaryotic peptide chain release factor subwit 1 Ta.57849 At1g12920 -11.15 3.52E-06
Pre-mRNA-splicing factor SF2 Ta.57609 At1g02840 0.62 1.15E-03
Agamous-like MADS-box protein AGL12 Ta.26215 ATNHI2 -6.27 2.22E-02
Histone acetyltransferase type B catalytic subunit  Ta.19906 At5g56740 -6.18 3.20E-03
At5951940 Ta.1797 At5g51940 -5.60 9.67E-05
At5g03530 Ta.56969 At5g03530 -5.34 4 .45E-03
Protein arginine N-methyltransferase 5 Ta.35725 t4gB81120 -5.17 9.50E-03
At5g56840 Ta.46193 At5g56840 -4.60 5.62E-04
At3g12977 Ta.5127 At3912977 -4.40 1.69E-02
RNA polymerase Il transcriptional coactivator KIWI Ta.9409 At5g09250 -4.15 8.81E-03
At3911220 Ta.58427 At3g11220 -4.13 1.07E-02
At4925340 Ta.9572 At4925340 -4.13 3.53E-02
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T-complex protein 1 subunit epsilon Ta.26074 24510 -4.10 1.98E-02
Chaperone protein dnaJ 3 Ta.54682 At3g44110 -4.05 8.80E-03
At5g14520 Ta.2464 At5914520 -3.99 4.31E-03
Atlg74250 Ta.1471 At1g74250 -3.85 1.72E-02
At4g12750 Ta.33970 At4g12750 -3.76 1.79E-02
DNA-directed RNA polymerase Ta.31478 At5g60040 733. 5.29E-03
tRNA wybutosine-synthesizing protein 2/3/4 Ta.3295 At4g04670 -3.72 1.69E-02
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 Ta.5657 At3g57150 -3.66 3.51E-02
Probable prefoldin subunit 4 Ta.28556 Atlg08780 3.64 1.40E-02
At5g06360 Ta.14408 At5g06360 -3.63 7.41E-03
At5g66540 Ta.27666 At5g66540 -3.63 4.24E-03
NAC domain-containing protein 78 Ta.54707 At5g0a41 -3.61 5.59E-04
At1g48920 Ta.39940 At1g48920 -3.60 1.63E-02
At4g27490 Ta.56346 At4g27490 -3.57 1.36E-03
At1g19485 Ta.50639 At1g19485 -3.49 1.33E-02
At3g21540 Ta.33580 At3g21540 -3.45 7.37E-03
At1g29940 Ta.55834 At1g29940 -3.43 4.41E-03
At3g46210 Ta.9596 At3g46210 -3.43 1.88E-02
At1g60080 Ta.8558 At1g60080 -3.40 1.27E-02
At2g24590 Ta.11828 At2g24590 -3.20 1.56E-02
At3g49080 Ta.3190 At3g49080 -3.14 4.08E-02
g:égﬂ ribonucleoprotein complex subunit 2-like Ta.4810 At5g08180 305 2 75E-02
At1g24240 Ta.6063 At1g24240 -3.02 5.79E-03
Unclassified / unknown functions (21.91%)

At3g15670 Ta.727 At3g15670 -657.03 1.04E-03
At4g16160 Ta.5829 At4g16160 -330.28 2.30E-04
At4g28390 Ta.33822 At4g28390 -165.21 5.24E-03
Oxygen-evolving enhancer protein 3-1 T.?:gggié” At4g21280 -88.61 2.93E-03
Actin-depolymerizing factor 3 Ta.18239 At5g59880 -80.46 8.48E-04
At3g22490 Ta.5916 At39g22490 -71.29 4.66E-03
Thiosulfate sulfurtransferase T‘?:Zg(l)%” At5g66040 -62.11 8.77E-05
Sugar transporter ERD6-like 4 Ta.42153 At1g19450 40.50 1.23E-02
At5g66170 Ta.1022 At5g66170 -33.28 3.95E-05
At3g18280 Ta.66324 At3g18280 -28.90 3.66E-03
At1g15520 Ta.4821 At1g15520 -19.70 1.82E-03
At2g41190 Ta.26177 At2g41190 -16.50 2.57E-04
At5g23810 Ta.56503 At5g23810 -13.98 5.98E-03
At3g16910 Ta.47069 At3g16910 -12.19 3.47E-02
6-phosphofructokinase 2 Ta.35195 At5g47810 -11.92 1.54E-03
At3g10020 Ta.35642 At3g10020 -11.91 3.59E-03
At4924220 Ta.35298 At4924220 -11.30 4.14E-02
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Supplemantary table 1.Continued from preceding page

Annotations UniGene ID AGI ID Foldr;iir;ange P-value
Atlg77380 Ta.27343 At1g77380 -8.09 2.74E-02
At1g63260 Ta.40025 At1g63260 -7.72 2.82E-02
At5g50200 Ta.5174 At5g50200 -6.62 2.72E-03
At3g15150 Ta.7328 At3g15150 -5.96 4.88E-03
Peptide transporter PTR2 Ta.54663 At2g02040 -5.65 3.91E-02
At5g27740 Ta.39070 At5g27740 -5.33 1.09E-03
Probable plastidic glucose transporter 3 Ta.57510At1g79820 -4.50 2.48E-03
Inositol-tetrakisphosphate 1-kinase 4 Ta.40142 2gAB980 -4.45 1.67E-03
At1g09815 Ta.3510 At1g09815 -4.40 3.12E-03
Beta-fructofuranosidase Ta.9641 At3g13790 -4.32 33R-02
Probable nucleolar GTP-binding protein 1 Ta.54221 At1g50920 -4.19 1.71E-02
At1g42440 Ta.5107 At1g42440 -4.18 5.88E-03
At2g34570 Ta.21240 At2g34570 -3.99 1.06E-02
Inner membrane protein ALBINO3 Ta.25745 At2g28800 -3.87 4.91E-02
At2g21800 Ta.7074 At2g21800 -3.84 3.02E-02
At4g33540 Ta.16802 At4g33540 -3.84 2.13E-03
At3g25120 Ta.8994 At3g25120 -3.80 1.17E-02
At5g27395 Ta.6807 At5g27395 -3.80 3.75E-03
Metallothionein-like protein 2A Ta.13600 At3g(HB -3.77 4.06E-03
At4g24490 Ta.36809 At4g24490 -3.71 9.06E-03
At5g62440 Ta.6030 At5962440 -3.54 1.48E-02
At3g30390 Ta.37008 At3g30390 -3.54 1.83E-02
Tonoplast dicarboxylate transporter Ta.41264 A0 -3.562 2.29E-02
At2g20900 Ta.3876 At2g20900 -3.52 9.66E-03
At5g13680 Ta.5780 At5g13680 -3.50 1.83E-02
Meiotic recombination protein SPO11-2 Ta.48988 1g®3990 -3.47 1.75E-04
At4g21800 Ta.5068 At4g21800 -3.43 1.03E-02
At3g15290 Ta.55949 At3g15290 -3.39 2.37E-02
At1g72820 Ta.10466 At1g72820 -3.30 6.34E-03
At5g11710 Ta.4092 At5g11710 -3.23 9.10E-04
At3g20290 Ta.10232 At39g20290 -3.18 1.42E-04
At5g23070 Ta.13390 At5g23070 -3.18 6.36E-03
Probable ADP-ribosylation factor Ta.54953 At4§90 -3.18 6.06E-03
6-phosphofructokinase 7 Ta.67010 At5g56630 -3.17 3.06E-04
At1g73030 Ta.7679 At1g73030 -3.15 2.18E-02
Putative potassium transporter 12 Ta.38640 At1660 -3.13 2.01E-02
Ribosome biogenesis regulatory protein homolog 426067 At2g37990 -3.12 2.48E-02
At4g12460 Ta.40739 At4g12460 -3.06 1.61E-02

The annotation column is corresponding to the ifiedtfunction, the UniGene ID column is correspomdto

the indentification given by Affymetrix. The AGI Ixolumn is corresponding to the annotation on the
Arabidopsis thaliana genome by comparison with Bgffroteins of the cluster transcripts of the Um&ED.
The fold change ratio column is corresponding ®lthg2 of the ratio of transcript abundance intteatment
reported to the transcript abundance in the cgntinel P-value column is corresponding to the p-ealbtained

in a paired t-test performed on the log-ratio, atijd by the Bonferroni method.
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Annexe 2 : Article publié dans Functional Plant Bidogy :

Combined effects of contrast between poor and richatches and overall
nitrate concentration on Arabidopsis thalianaroot system structure

174



Annexes

Combined effects of contrast between poor and richpatches and overall nitrate
concentration onArabidopsis thalianaroot system structure

Manuel Blouin*® and Ruben Pugé&reitas’

AEquipe Ibios, UMR Bioemco, Université Paris-Est,/fnue du Général De Gaulle, 94010 Créteil,

France.
BCorresponding author. Email: blouin@u-pec.fr

The law of correlative inhibition states that rowots richer environment develop more intensivélgther roots
of the same plant are in a poorer environment. ptobably occurs only when the cost of emittingstheoots in
the rich patch is compensated by the advantagenahf more roots, i.e. in situations where theeatdhce in
concentration between rich and poor patches isigtos the overall nutrient amount in the environtrisrow.
For the first time, we tested root system respanseombined gradients of contrast between poor riotd
patches and of overall NOconcentration in agar gels. We set up a factanavitro experiment crossing
contrast (null, weak, strong heterogeneity) witleral NO;~ concentration (deficient, optimal, excessive). We
observed an increase in ramification density wittréasing heterogeneity in deficient situations;ddecrease
with increasing heterogeneity in excessive situtiol he interaction between overall N@oncentration and
heterogeneity had a significant effect on root fabaiion density and the distribution of root lengh diameter
classes. The overall nutrient status of the sailteabe considered to understand the effect ofrbgémeity on

plant development at the morphological as welltakeamolecular level.

Additional keywords: correlative inhibition law, heterogeneity, NQroot development and morphology,

root length and ramification.
M. Blouin and R. Puga-Freitas

Contrast and nutrient effect on root system

Introduction
Plant species possess several strategies to iranefrgent capture in heterogeneous soils, inctudin

root emission into nutrient patches (Robinson 193%4ddge 2006). The study of lateral root (LR)
emission in environments where B® distributed heterogeneously teaches us thitdRists a local
stimulatory control, recently proved to be duehe ton NQ' itself (Zhanget al. 1999; Remanst al.
2006), (ii) an increase in LR emission in the natches is often associated with an inhibition Bf L
proliferation in the poor patches (Gersani & Sat®32; Robinson 1994b), and (iii) high overall NO
concentration in the environment inhibits LR resmwne.g. Zhang and Forde, 1999). In this
experiment, we tested the fact that root systemporese to heterogeneity is dependent on overalf NO

concentration in the environment.

Lateral root (LR) proliferation has been observadnutrient rich patches for a variety of soil
nutrients, including N@, but also NH", and PG (Drew 1975; Robinson & Rorison 1983; Robinson

1994b). Localized N© treatments were found to stimulate both initiateoxd elongation of lateral
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roots (Hackett 1972; Drew & Goss 1973; Granato &&tal989). The study of Gersani & Sachs
(1992) brought new insight concerning LR emissibe: local development of LR is not dependent on
the absolute nutrient concentration in the patcih,nbore on the relative concentration of nutrient i
the rich patch with regard to the poor one. Theyppsed théaw of correlative inhibitionroots in a
given environment develop more intensively if thleeo roots of the same plant are in a poorer than i

richer environment.

In his Tansley Review on the responses of plantsoto-uniform supplies of nutrient, Robinson
(1994) tested this correlative inhibition law omla@a set of more than 100 results. He found thet th
correlative inhibition law was explaining less thiaalf of the results, probably due to the fact that

other factors than nutrient distribution controlle® emission (Robinson 1994b).

Kotliar et al. (1990) have proposed an additiorritigiple to the law of correlative inhibition for
explaining root system response to patchy environisndt states that the difference between nutrient
concentration in poor (or background soil) and geliches, also called the degree of contrast @totli
& Weins 1990; Lamket al.2004) or degree of heterogeneity in our studygukhbe strong enough to
lead to a benefit that overcomes the cost of emgititeral roots in the patch (Kotliar & Weins 1990
However, an experiment dedicated to test this Hhg®is showed that plants did not respond to the
differences in contrast between nutrient in thl patch and the surrounding background (Lanaél.
2004). These authors concluded that “there is shim@shold value necessary to trigger an increased
response (possibly a combination of factors sucpa#sh value and overall nutrient status) that was
not reached”. This was supported by the fact thgth INO;” amount inhibit the LR response (e.g.
Zhang and Forde, 1999), which suggests the existafca systemic inhibitory control of LR
development due to plant internal N status, itpelitively correlated with N§ availability in the
environment. However, as it is known that high aidér concentration can have a local stimulatory
effect in heterogeneous environment (e.g. Zhangramde, 1999), it is surprising that the stimulatio
of growth throughout the root system, unrelatednyp locally available nutrients, has received so fe
comments (Robinson 1994b). Because of the view fiants rarely encounter soil nutrient
concentrations leading to toxicity, only low nutrieavailability conditions have been studied.
Considering a wide range of overall nutrient coticdions is even necessary to develop a general
theory for plant response to variations in resouagailability in the environment. A synthetic
conceptual model has been proposed by de Kroor. €2@09): plant foraging for resources in
heterogeneous environments must involve (1) plastt the level of individual modules in reaction
to localized environmental signals and the potérhta modification of these responses either, (2)
signals received from connected modules that mayetmosed to different conditions (law of
correlative inhibition), or (3) signals reflectirige overall resource status of the plant, explairire
negative feedbacks in excess nutrient conditiomsightforward predictions from this conceptual

model are that a local response to resource abuedaili be enhanced when many other integrated
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modules are growing under conditions of resourcetabe, and that the whole plant itself experiences
a nutrient shortage, and that this will resultlevated resource uptake at a local scale (de Keb@rh
2009). Conversely, the local response will be redughen foraging efforts are unlikely to improve an
already favourable plant resource status (Lanhl. 2004). We propose as an additional prediction
that LR emission could even decrease whery MOn excess and becomes toxic, as a way to reduce

root system surface area and the exposure oftoele toxic ion.

In anin vitro experiment with a 3x3 factorial design, we studyétRission ofArabidopsis thaliana
along a gradient of NQdistribution heterogeneity (null, weak or strorgjdrogeneity) crossed with
an overall gradient of NQamounts in the environment (deficit, optimal ocess) to determine if LR
density and root length were affected by (i) theeleof heterogeneity of NQdistribution, (ii) the
overall N amount in the soil, and (iii) the intetiao between heterogeneity and the overall N amount

in the soil.
Materials and Methods
Microcosms

Our experimental design was set up to study thecefif the global N concentration in the
environment and the heterogeneity of its distrilmuti We applied localised NOtreatments to
Arabidopsis thalianawith the segmented agar plate set-up accordirglghang and Forde (1998),
except that we used square transparent boxes dnefecircular Petri dishes, what permits to have
equal gel volume in the top, middle and down padmed makes the vertical positioning easier. Gels
were made of a 9 @ lgelrite, which represents a relatively high getisgth close to what plants can
experiment in soils, with a classical Murashige &ktog medium (Murashige & Skoog 1962) with
micronutrients and vitamins at standard concemwinati Macronutrient concentrations were kept
standard for Cagl= 2.99 mM, KHPQ, = 1.25 mM and MgS©= 1.50 mM. N@ was brought at a
basal level as NNO; = 10uM (instead of 20.61mM in MS medium). The KN&ncentration was
adapted according to the treatment, and the K ctrateon was kept constant by adding KCI, which
has no effect on root system structure (Zhanhgl. 1999). Gels with different KN©Oconcentrations
were prepared, cut in bands (width: 10 cm, heightm, thickness: 1 cm, i.e. 20 ml per band) and
placed in new boxes with a small plastic grid wati mm mesh size between two bands to avoid
direct contact and KN@Qdiffusion. The overall N@ concentration (or amount, since volume was
constant) in the whole culture medium (calleg; Nereafter) presented three levels (Fig. 1): (&) th
deficit treatment with 0.5 mM of NQin 60 ml, i.e. 3.18 moles, (B) the optimal treatment with 5 mM
in 60 ml, i.e. 3.13 moles and (C) the excess treatment with 50 mMdm®, i.e. 3.1G moles.
Heterogeneity corresponded to the difference ircentration/amount of NDbetween the poor bands
(a and c) and the rich band (b). This factor preesbralso three levels (Fig. 1): (0) the null

heterogeneity corresponded to a situation whezeathb and ¢ bands had a identicalsN@nount
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equal to 2/6 of the overall NOamount, (1) the weak heterogeneity to a situattbere the a and ¢
bands had a NDamount equal to 1/6 and the b band equal to #6,(2) the strong heterogeneity to
a situation where the a and c bands had g Biflount equal to 0/6 and the b band equal to 6Giérer

were 9 different treatments, each replicated 5gime
Plant culture

Seeds ofArabidopsis thalianacv Columbia were sterilized for 10 minutes in TeleplB7
(Sigma Aldricht, Germany) and 10 minutes in 90°athaThey were sown in MS medium at 0.5 mM,
the NG concentration used in the deficit homogeneoustrireiat AO. After 15 days, 45 similar
seedlings with a seminal root 2.3-2.5 cm long weaensferred in the experimental set-up by
positioning the root between the gel and the bdwe &nd of the root (0.3-0.5 cm) was placed behind
the b band, whereas the major part (2 cm) was Hdehim a band. The pre-treatment was essential to
obtain seedlings with a main root of 2.3 to 2.5 tonput the root in contact with the second bahd. |
seeds were directly set in the experimental de¥ide probable that some will not develop enough t
reach the second band, leading to the absenceterogeneity effects (Zhang & Forde 1998). After
the transfer, the concentrations experienced bwytplavere different in the three heterogeneity
treatments at a given ¢\ concentration. This was the only way to keep thenes overall N
concentration independently of the heterogeneignt® were grown for 26 days in anvitro culture

chamber at 18°C, with a 12-hours photoperiod (ligtensity: 200 pmol photonss

Heterogeneity
null (0) weak (1) strong (2)

0.5 0.5 0.5 o
@
a o0s 0.25 0 = O
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b os 1 15 = 5
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Z
(@) ®)
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Fig. 1. Experimental set-up. Culture medium consisted irasg transparent boxes (10 x 10 x 1.5 cm), velyicaiented,
divided in three 2 cm high agar bands (called‘l@’and ‘c’, from the top down to the bottom), sea@d with a 1 mm thick
plastic grid with a 2 mm mesh size allowing roaisctoss, with a 3.7 cm space free for plant abawegt development.
Experimental design consisted in a 3 x 3 factagigderiment with the overall NO concentration in the gel crossed with
heterogeneity in N@ distribution. The value at the upper left cornercorresponding to the overall NGconcentration

(mM), and the three values below to the concewmingtinM) of each one of the three bands.
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Root system analysis

Each root system was analysed with a digital saafEleSON Expression 10000 XL, Epson
America Inc., USA) coupled with the WinRHIZO softiga(WinRHIZO, version 2007 pro, Regent
Instrument, Quebec, Canada). As advised by seitgiimalyses of this material and software (Bouma
et al. 2000; Himmelbaueet al. 2004), we used a double light system, at a resoluf 16 p mm
(400 dpi), with the automatic transformation thi@dhoption which optimizes the distinction of pigel
considered as root or background according to ttedditive contrast. Eleven equal diameter classes
were defined: from 0-100 to 800-900 and >900 pnteAfoot system analysis, both above and below-
ground organs were dried for 2 days at 45°C andhted.

Numerous variables characterising root systemdearbtained with image analysis. We were
specifically interested with the emission of lateots. The number of lateral roots in each baad ¢
be considered a good indicia of the emission @fr#htroots. But because the number of ramifications
is correlated with root system size, it was repbtie the root biomass for each band to obtain the
ramification number per unit biomass, hereafteledalramification density”. This variable was more
relevant to our research question than the raniibicamumber per unit length; in fact, we investeght
a wide range of nitrogen concentrations, which @duhve an impact on the tissue density. This
change in tissue density was not taken into accioutiite ramification number per unit length, but in
the ramification number per unit biomass. We wése aterested in the length of lateral roots, whic
could respond differently than the emission ofriateoots to the different experimental factors. We

thus analysed the length per diameter classes.
Results
Plant biomasses

Belowground, aboveground and total dry biomasses wignificantly affected by the overall
N concentration in the culture medium (N but not by heterogeneity, neither by the intecact
between NN, and heterogeneity (Table 1). Shoot:root ratio affascted by N,, and less significantly
by heterogeneity (Table 1). Total, below and abowegd biomasses were slightly increased at the
“optimal” Ney as compared with the “deficit” &y, but the difference was not significant (Fig. 2).
However, root biomass was significantly decreasetekcess” N, as compared with “optimal” and
“deficit” N A significant increase in the shoot:root ratiosvaetected from the deficit to the excess

Ney: treatment.
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Table 1. Impact of overall NO;™ concentration in the environment Ng,), contrast in NO;™ concentration between
poor and rich patches (heterogeneity) and their irgraction on biomasses productionR-tests)
Df, degrees of freedom

Parameter Aboveground dry biomass Belowground dry biomass Total dry biomass Shoot : root ratio
oy F P-value Df F P-value Df F P-value Dy F P-value
Nt 2 4.36 0.02 2 13.85 <0.001 2 546 0.008 . 12.50 <0.001
Heterogeneity 2 0.16 0.85 2 1.91 0.16 2 0.046 0.96 . 3.00 0.06
N, % heterogeneity 4 1.15 0.35 4 0.89 0.48 4 1.094 037 4 0.42 0.79
Residuals 36 - - 36 - - 36 - - 36 - -
Belowground dry biomass (mg) Aboveground dry biomass (mg)
4 -~ 20
a a
3 15 4 , a
abe v abc z a a
2 - abc abe 10 2 a a

be bc c
N ﬂ ﬂ ’_L‘ N
0 T T T T T 1 0
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Total dry biomass (mg) Shoot:root ratio
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4
5 -
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A0 Al A2 BO Bl B2 CO C1 (2 A0 A1 A2 BO Bl B2 CO C1 (2

Fig. 2. Biomass production dArabidopsis thalianan the different treatments. A, B and C are coroesl) respectively, to
the three levels of overall N concentrations in ga (deficit, optimal and excess), and 0, 1 ani 2he three levels of
heterogeneity (null, weak or strong). Means + 8.e,5 per treatment. Significant differences amongtedl treatments are
marked with different letters (Tukey HSD tests).

Root system structure

Root system parameters were analysed band per (chidaterials and Methods section),
because the local N concentration was not the sae&ch band (the rich band was always the middle
band called “b”, whereas the top band “a” and ddvamd “c” were equally poor). A three way
ANOVA with the factors “overall N concentration the environment” (M), “heterogeneity” and
“band” was realised to detect a potential effedigf, heterogeneity or their interaction on root system
structure, with band as a cofactor explaining teme due to the age of the roots. First, the “Band
factor had a significant effect on all parametegsadibing root system structure (length, ramifimati
number, ramification density...); moreover, the iatgion between band and,Nwvas also significant
for these parameters. This result justified the fa@dd this factor in the analysis, to be ablddtect

the effect of other factors. The number of ramifimas was significantly affected by the factog NP
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= 2.13 10" but not by heterogeneity (P = 0.69), nor by thteriaction between Jy x heterogeneity
(P = 0.41). The ramification number per unit biomasereafter called “ramification density” was
integrating the fact that root system size and&sue density could differ between treatments (see
Materials and Methods section for more details)mRaation density (Table 2) was significantly
affected by N (P = 9.38 10), and also by heterogeneity (P = 0.028) and ttezantion heterogeneity
X Next (P = 0.015). This was more significant for theasetand superior ramification orders than for
the first one (results not shown).

Table 2. Impact of overall NO;™ concentration in the environment Ne,), contrast in NOs;~ concentration between

poor and rich patches (heterogeneity), and the coftor position of the band (band) and their interactons on the
number of ramifications per unit of root dry biomass (F-tests)

Significance differences: **P< 0.001; **, P < 0.01; *,P < 0.05;Df, degrees of freedom

Parameter Df  Sum of squareMean square F-value P-value Significance
Nexi 2 92651 46326 10.06 <0.001 ik
Heterogeneity 2 34089 17045 3.70 0.028 *
Band 2 98164 49082 10.66 <0.001 ok
Ney X Heterogeneity 4 59232 14808 3.22 0.015 *
Nex % band 4 96499 24125 5.24 <0.001 ok
Heterogeneity x band 4 80150 20037 4.35 0.003 *x
Ney: X heterogeneity x band 8 42107 5263 1.14 0.34 -
Residuals 108 497189 4604 - - -

We reported ramification density according to thiéfecent treatments of overall N
concentration and heterogeneity levels in Fig. B.tlds figure, it can be noticed that the highesel
of ramifications per unit biomass was reached im tteatment Alc (deficit of N, weak level of
heterogeneity, bottom band) and the lowest in tBa @nd C2c (excess of N, strong heterogeneity,
bands a and c respectively). A general trend was@pase in ramification density with the position
of the band (from a to c), probably due to the thet young root in the ¢ band were finer and more
responsive to environmental heterogeneity thanrolgets from bands a and b; this is typical from a
developmental effect (Robinson 1994b). The vanm@bramification density between the three bands
of one experimental unit was small in the null hegeneity treatment (heterogeneity = 0), but strong
in the weak and strong heterogeneity treatmenteidgeneity = 1 and 2) (Fig. 3). Concerning the
direction of these variations, all treatments wathdeficit in overall N concentration (N= A)
exhibited an increase in ramification density betwéhe bands a and b and between the bands b and c.
The treatments with an optimal overall N concergraf{Ne, = B) exhibited the same pattern, except
the null heterogeneity treatment (BO) where the;Nhount in the band a was already high (see Fig.
1). The treatments with an excess in overall N eatration (N, = C) exhibited a pattern of variation
dependant on the level of heterogeneity: a constamification density at null heterogeneity (CQ), a
increase from a to ¢ at weak heterogeneity (Cl)aadecrease from bands b to ¢ at high heterogeneity
(C2). The interaction between,Nand heterogeneity was clear when comparing treetbrerall N

concentrations (\; = A, B and C) at strong heterogeneity (heteroggreR). It can thus be observed
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that heterogeneity can induce opposite effectsaamification density according to the overall amount

of N in the environment.

A0 Al A2
AOa 7:% of Ala 7:% abcde A2a [} df
AOb l:|—~ abcde Alb 7:’—' abcde A2b 7\:’* abcdefg
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Fig. 3. Ramification density (number of ramification peragr of dry root biomass) in each band. A, B and C are
corresponding respectively to the three levelsvefall N concentrations in the gel (deficit, optimad excess), and 0, 1 and
2 to the three levels of heterogeneity (null, wealstrong). Means + s.@,= 5 per treatment, significant differences among
all the treatments are marked with different lett@ukey HSD tests).

Root system structure was also analysed in terlangfth percentage per diameter class, with
diameter classes with a range of 100 um, from@um. By analysing the result for each one of the
9 classes in a three way ANOVA with,;Nand heterogeneity as factors and band as cofagéeor,
observed that } affected significantly all diameter classes (withP < 0.0001), that heterogeneity
affected significantly the classes 0-100 (P < Q.@8p-200 (P < 0.10), 400-500 (P < 0.001) and 500-
600 um (P < 0.10), and that the interaction betwdgnand heterogeneity affected significantly the
classes 0-100 (P < 0.0001), 100-200 (P < 0.05)%3200(P < 0.10), 300-400 (P < 0.05), 500-600 pm
(P < 0.10) and 600-700 pm (P < 0.10). It can beedhdhat the interaction between,Nand
heterogeneity was significantly affecting more rd@meter classes than the heterogeneity by itself.
These lengths per diameter classes are reportddgort. The first graph with the absolute length
shows that treatments B1 and B2 were those withoingest roots in all classes, whereas treatments
with excess overall N amount (C) were those withgmallest length. On the second graph, these data
were reported on the total root system length @lyse qualitative changes. All treatments with an

excess N (CO, C1 and C2) and the treatment BO exhibite@wseldpment divergent from the other
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treatments: the length percentage of fine room{f0 to 300 um) was smaller, whereas the length

percentage of coarse roots (from 400 to 700 pm)higdger than in other treatments.
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Fig. 4. Root length distribution in diameter classesAofbidopsis thalianaeither in absolute value (mm) or in relative

value (%) according to the different treatmentsBAand C are corresponding respectively to the tleeels of overall N

concentrations in the gel (deficit, optimal andess), and 0, 1 and 2 to the three levels of het¢ereity (null, weak or

strong). Means * s.@,= 5 per treatment.

The distribution of length among all diameter césssaken together was analysed in a MANOVA
(Table 3). Significant effects were observed fog,;Nand heterogeneity as well as for the

Nex*heterogeneity interaction, confirming the factttiize effect of heterogeneity was dependant on
the overall N amount in the environment. Here agdincan be noted that the effect of the

Nex*heterogeneity interaction was stronger than théteterogeneity, as shown by the value of the
Pillai-M. S. Bartlett trace test statistics (regpedy 0.72 and 0.32) and the p-value (respectively
0.00005 and 0.01).

Table 3. Impact of overall NO;” concentration in the environment Ne,), contrast in NOs;™ concentration between

poor and rich patches (heterogeneity), and the coftor position of the band (band) and their interactons on root
length distribution in diameter classes from 0—10@um to >900um E-tests)

Significance differences: ***P< 0.001; **,P < 0.01; *,P < 0.05;Df, degrees of freedom

MANOVA model Df Pillai Approx. I Num Df Den Df Pr (>F) Significance
Nt 2 0.749 5.989 20 200 <0.001 o
Heterogeneity 2 0.319 1.902 20 200 0.013 b
Band 2 1.075 11.629 20 200 <0.001 i
N, > heterogeneity 4 0.716 2226 40 408 <0.001 o2
Nt % band 4 0.715 222 40 408 <0.001 b
Heterogeneity x band 4 0.333 0.926 40 408 0.601 =

Ny » heterogeneity » band 8 0.621 0.892 80 848 0.734 =

Residuals

=
&0
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Discussion

This study was dedicated to investigate root syst&otture along a gradient of overall NO
concentrations crossed with a gradient of;N@terogeneity distribution. The dicotyledon spgdie
thaliana has a root system developing from one main roet, radicle. A split root system with two
equivalent root system parts grown in vertical dggards was thus not appropriate. Consequently, agar
bands were oriented horizontally (Zhang & Forde&)9%nd plant roots were reaching the different
horizontal bands at different ages and developreiges. As a result, one major effect observed in
our experiment was a “band” effect (Tables 2 ands8pngly correlated with root age. As in several
previous studies, we observed a lateral root respaot strictly localised in the rich patch. Thisre-
dependant responses” have been reviewed by Rob{h964); for example, when NQOs applied to a
discrete location in soil with wheat plants thatd halready begun ear development, roots did
proliferate, but throughout the root system, nat jaround the point of NQapplication (Robinson
1994a). Younger plants did respond as one migheexRobinson 1991). This effect of age made the
results more complex (Fig. 2 and 3), but it carcbesidered as a covariable in ANOVA to estimate
the significance of factors such asNheterogeneity and JyNheterogeneity which is discussed

below.

Overall N concentration affected significantly ra@ystem structure in our experiment (Tables
1, 2 and 3). It was difficult to observe a genérahd in a 3x3 factorial design; this was probadg
to the age effect discussed above and to the @atntent at 0.5 mM for the germination of all seeds,
before their removal in the experimental units vdifierent nitrogen concentrations. However, it can
be perceived that the number of ramifications &t biomass unit was constant from deficient to
optimal N, whereas it was decreasing from optimal to exevessbl,; (Fig. 3). Root length was
increasing from deficient to optimal.Nand then decreasing from optimal to excessiyg (Nig. 4).
This is in accordance with the fact that in higlrient concentration situations, the general trisnal
decrease in root length and number of ramificatibexcessive nutrient supply. The most common
response to an increase in nitrate and ammoniuroecdration in the environment is a decrease in
root:shoot ratio (Boxmaat al.1991; Wang & Below 1996; Bauer & Berntson 1999 ardecrease in
fine:coarse root ratio (Haynes & Goh 1978; Boxnwnal. 1991; Britto & Kronzucker 2006), as

observed here.

The degree of heterogeneity in nutrient distributialso called the degree of contrast or the
difference in nutrient availability between the gfatind the background soil (Kotliar & Weins 1990;
Lamb et al. 2004), has received little research attention. édexamining nutrient uptake from
heterogeneous soils predict an increase in thepmdiferation and in the biomass of adapting @ant
when contrast increases (Jackson & Taylor 1996ndemaet al. 1999). To our knowledge,

experimental testing of this theory is limited ke tstudies by Wijesinghe and Hutchings (1994) and

184



Annexes

Lamb et al. (2004). In an experiment with the plafsbutilon theophrastMedic., neither root and
shoot biomasses nor root proliferation was affetiggatch/background contrast (Lambal. 2004).
Authors interpreted this as a potential consequehcsome threshold value necessary to trigger an
increased response (possibly a combination of facach as patch value and overall nutrient status)
that was not reached”. They concluded that “Valarabf this model will require similar experiments
using a much wider range of contrasts and totalenitavailability” (Lambet al. 2004). In the other
experiment, the clonal hefBlechoma hederacea species that benefits strongly from heterogesieo
soil (Birch & Hutchings 1994), increasingly conaexés root biomass in rich patches as contrast
increases, while total shoot biomass is similawket contrast treatments (Wijesinghe & Hutchings
1999). In the same way, in our experiment, we ofesbra significant effect of heterogeneity on
ramification density and root length per diametasses (Tables 2 and 3). This effect of heterogenei
was associated with an increase in total biomalgsimthe optimal overall N concentration (Fig. 1t).

is likely that in the study of Lamét al. (2004) the contrast was not strong enough, orttieaeffect of
overall N concentration was compensating the eftdctontrast. In the study of Wijesinghe and
Hutchings (1999), the contrast was strong enougbbserve changes in root proliferation, but the

overall N concentration was probably not appropriatobserve a change in plant biomass.

Finally, the most important result of our study what root system response to heterogeneity
depended on the overall N@oncentration in the environment, as shown bysibgificant effect of
the Ny*heterogeneity interaction on ramification densityd root length (Tables 2 and 3, Fig. 3 and
4). The effect of the N*heterogeneity interaction was even more significkran the effect of
heterogeneity itself (Tables 2 and 3). Heteroggr®d a positive effect on ramification density whe
the overall N@ amount in the environment was limiting or optimalt a negative effect when NO
was in excess. This can be interpreted as a wayatamize the root surface area when a nutrient is

limiting, and to minimize it when it becomes toxic.

The significant interaction between overall N©@oncentration in the environment and the
degree of heterogeneity could explain why so fewdiss reviewed by Robinson (1994) seem to
follow the law of correlative inhibition. If authemwere systematically mentioning the overall natrie
amount in the environment in addition to the casttidetween poor and rich patches, it should be

easier to overcome the apparent contradiction etwea&periments.
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Effet du ver de terre Aporrectodea caliginosasur la croissance des plantes, leur
développement et leur résistance aux pathogenes:panse physiologique et moléculaire
de la plante a I'émission de molécules-signal

Les plantes se développent et évoluent en interaatec les organismes du sol. L'impact des vertede sur

la croissance des plantes, généralement positftéaattribué a des modifications physiques, chiesgau
biochimiques du sol, souvent sans démonstratioourguse. Dans ce travail, les techniques déveleppie
sciences du végétal (cultuia vitro, utilisation de mutants et transcriptomique) oté étilisées afin de
comprendre les mécanismes a l'origine de I'effet ders de terre sur les plantes. Nos résultatsragade
nouvelles connaissances fondamentales: (1) la ptiodiude molécules-signal a I'intérieur des dépatiide vers

de terre a un impact significatif sur la croissadt®@ryza sativaet Lolium perenne(2) Ces molécules agissent
sur la voie de signalisation fortement liée a limex comme suggéré par I'effet significatif du derterre sur la
croissance du double mutan®d'thalianaaux1-7;axr4-2 (3) L'abondance de ces molécules-signal en poésen
de vers de terre pourrait étre liée a la stimutatie certaines populations bactériennes capablsgntleétiser de
l'auxine. (4) Le ver de terre induit une accumuwatide transcrits pour des genes sous contrdle adelé
jasmonique et de I'éthylene. Ces hormones sontnmoent impliquées dans un mécanisme de résistance
systémique induite (ISR), connu pour étre induit pertaines rhizobactéries promotrices de la caniss des
plantes. Enfin, (5) Le piétin échaudage, maladie duun champignon pathogéne, déclenche chez le blé
(Triticum aestivumune réaction d’hypersensibilité et une modificatde la signalisation hormonale, qui sont
considérées comme des mécanismes de controle dabatiséine de la plante qui facilitent I'infection du
pathogéne. La sévérité de cette maladie est réduiterésence de vers de terre. La synthése detseltats
indique que les vers de terre, comme d'autres asg@s du sol, modifient I'équilibre hormonal deplante.
L’homéostasie hormonale apparait comme un élémmtniournable pour prédire lissue des interactions
multiples que les plantes entretiennent avec lgarésmes du sol.

Mots-clés :Aporrectodea caliginosaArabidopsis thaliana bactéries promotrices de la croissance deseqsarfitormones
végétales ; molécules-signal ; piétin échaudagsistance systémique ; rhizospheére ; transcriptoenigers de terre

Impact of the earthworm Aporrectodea caliginosaon plant growth, development and
resistance against pathogens: physiological and neaiular plant response to the emission
of signal molecules

Plants develop and evolve in interaction with soganisms. The impact of earthworms, likely positilas been
attributed to modifications of physical, chemicalbdochemical soil properties, without rigorous daerstration.

In this work, techniques developed in plant sciefinevitro culture, use of mutant plants and trancriptomic
analysis) were used to understand the mechanisalven in the effect of earthworms on plants. Owsutts
bring new fundamental knowledge: (1) productionsignal-molecules within earthworm dejections has a
positive impact on the growth @ryza sativaandLolium perenne(2) These molecules act on auxin signaling,
as suggested by the positive impact of the earttmar the growth of. thalianadouble mutanaux1-7;axr4-2

(3) The abundance of these signal-molecules irepigesof the earthworms could be related to theustition of
bacterial communities able to produce auxin. (4xlzeorms induce an accumulation of gene transckiptavn

to be under control of jasmonic acid and ethyl@iese two hormones are most notably involved indéfense
mechanism called induced systemic resistance (IZRpwn to be induced by plant growth promoting
rhizobacteria. Finally, (5) Take-all disease, du@tpathogenic fungus, induced in whegiticum aestivurpa
hypersensitive response and a modification on hoargignaling, which are known as manipulations lahp
metabolism in a way that facilitates pathogen itiiec The severity of take-all disease was all@dain the
presence of earthworms. Synthesis of these resiiged that earthworms, like other soil organismesdify
the hormone balance in the plant. Hormone homeesigpeared to be an important element to prelaicissue

of the multiple interactions that plants establhéth soil organisms.

Keywords : Aporrectodea caliginosa Arabidopsis thaliang earthworms ; plant hormones; plant growth prongp
rhizobacteria ; rhizosphere; signal moleculesetak ; transcriptomic; systemic resistance



