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Résumé : Le phosphate (Pi) est un nutriment indispensable au développement des végétaux, connu pour faire partie d’une
signalisation nutritionnelle responsable de modifications importantes du systéme racinaire. Chez le lupin blanc (Lupinus
albus), la carence en Pi induit la formation de structures racinaires spécialisées appelées racines protéoides, sur lesquelles
se développent de denses amas de racines courtes a croissance déterminée que nous appellerons les rootlettes. De
nombreuses études ont mis en évidence la capacité spectaculaire de ces rootlettes a améliorer ’acquisition du Pi, mais peu
d’informations sont disponibles sur leur développement spécifique et en particulier le caractére déterminé de leur
croissance. Les travaux de cette thése visent a mettre en évidence les mécanismes moléculaires impliqués dans la croissance
déterminée des rootlettes de racines protéoide de lupin blanc. En ce sens, une caractérisation anatomique et physiologique
des rootlettes, associée a une approche transcriptomique, a permis de définir 5 stades de développement, menant a
I’identification d’une profonde transition a la fois structurale et fonctionnelle. Ainsi, les rootlettes évoluent d’une phase de
croissance, impliquant la présence d’une activité méristématique, vers une phase entiérement dédiée a la nutrition associée
a la différentiation compléte de leur méristeme. Dans le but de mettre en évidence les acteurs moléculaires de cette
transition, les génes LaWOX35. I-like et LaWOX5.2-like, homologues de AtWOX5 connu chez la plante modele Arabidopsis
pour son rdle central dans le maintien du méristéme, ont été sur-exprimés dans des racines de lupin blanc par transformation
génétique hairy-root. Cependant, les phénotypes racinaires obtenus n’ont pas permis de confirmer une implication de ces
genes dans la transition développementale des rootlettes. Il est acquis que les rootlettes émergent de maniére successive et
géneérent un gradient développemental le long de la racine protéoide. Notre attention s’est focalisée sur des rootlettes
particuliéres qui se distinguent par une longueur plus importante, interrompant donc ce gradient caractéristique. La
caractérisation anatomique de ces rootlettes anormalement longues a démontré de fortes similitudes avec la structure d’un
apex de racine protéoide a croissance indéterminée. Un jeu de données transcriptomiques a été généré afin de comparer :
rootlettes longues, apex de racines protéoides et rootlettes courtes (standard). L’analyse de ces données a permis de montrer
qu’un réseau de genes impliqués dans 1’auto-maintien du méristéme est fortement exprimé dans les rootlettes longues par
rapport aux rootlettes courtes (standard) juxtaposées. L’analyse de ce transcriptome a également permis de mettre en
évidence le gene LaRGF2-like, homologue du peptide AtRGF2 connu pour étre impliqué dans la régulation du méristeme.
La sur-expression de LaRGF?2-like par transformation hairy-root dans des racines de lupin blanc semble permettre le
maintien de la zone méristématique dans une majorité de rootlettes des racines transformées, suggérant un réle important
de ce gene dans la transition vers la croissance déterminée.Ainsi, les travaux menés au cours de cette thése ont permis
d’apporter de nouvelles connaissances quant aux acteurs impliqués dans le développement déterminé des rootlettes. La
compréhension du développement de ces structures spécialisées pourra éventuellement permettre de transférer la capacité
a produire des racines protéoides ou des racines courtes dédiées a la nutrition chez d’autres espéces d’intérét agronomique.

Mots clés : Racines protéoides, lupin blanc, croissance déterminée, phosphate

Abstract : Phosphate (Pi) is an essential plant nutrient but by far the least mobile and least available for plants, therefore
representing a limiting factor for their growth and development. It is well known that Pi deprivation triggers developmental
adaptations in plants, including the modification of their root architecture. In white lupin (Lupinus albus), low Pi induces
the formation of very specialized roots called cluster roots. These structures are made up of hundreds of short rootlets with
a determinate growth, forming one or more very dense clusters. The spectacular ability of rootlets to improve Pi nutrition
has been widely studied, though little information is known about the determinate development of these structures. My
thesis project aims to unravel the molecular players involved in the determinate growth of white lupin rootlets. To this
extent, an anatomical and physiological description of the rootlets, combined with transcriptomic approaches, allowed us
to define 5 developmental stages, leading to the identification of a major transition change in rootlet development, both at
the structural and functional level. Indeed, rootlets evolve from a growth phase, involving root meristem activity, to a
functional phase fully dedicated to nutrition in which the meristem has disappeared. In order to unravel the molecular
actors implied in rootlet determined growth, LaWOX?5. I-like and LaWOX35.2-like, homologous genes of AtWOX5 known
in the model plant Arabidopsis for being involved in the maintenance of the root meristem, were overexpressed in white
lupin roots with hairy-root transformation. However, the obtained phenotypes did not allow us to confirm the involvement
of LaWOX?5.1-like and LaWOX?5.2-like in the developmental transition of rootlets. It is known that rootlets emerge in a
successive manner along the cluster root leading to the formation of a continuous spatial gradient of rootlet development.
Abnormally long rootlets, differing from standard short rootlets by their longer size, caught our attention. Anatomical
studies showed that long rootlet apex structure is very similar to the cluster root indeterminate apex. A transcriptomic data
set was generated, allowing to compare: long rootlets, cluster root apexes and normal rootlets. The study of the
transcriptomic data set revealed the high expression of a network of genes involved in the meristem maintenance in long
rootlets compared to normal rootlets. In addition, its analysis allowed the identification of LaRGF2-like gene, homologous
to AtRGF?2 peptide, known to be involved in the meristem maintenance. Overexpression of LaRGF2-like in white lupin
roots seems to maintain meristem activity in transformed rootlets, suggesting that this gene is a key gene in the molecular
switch leading to rootlet determined growth. Finally, this thesis work has enabled the acquisition of knowledge and a better
understanding of the molecular mechanisms involved in the determined growth of rootlets. In the long term, the
understanding of the development of these special structures could make it possible to transfer the ability of producing
cluster roots to other crop species, thereby improving their phosphate nutrition.

Key words : Cluster root, white lupin, determinate growth, phosphate
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Introduction générale






Les plantes sont des organismes remarquables, capables de s’adapter aux contraintes
imposées par leur environnement. Leur caractére autotrophe leur confere la capacité de
synthétiser leur propre matiére organique via les processus de photosynthése et de nutrition
minérale. Ancrées a leur substrat par leurs racines, la ramification de ces structures permet
aux plantes d’explorer le sol afin de s'approvisionner en eau et en nutriments essentiels a leur
développement. Les racines sont aussi nécessaires aux multiples interactions entre la plante
et les micro-organismes présents dans la rhizosphére. Pour faire face aux nombreuses
variations hydriques et nutritionnelles de leur milieu, les végétaux modifient I'architecture de
leur systeme racinaire. Cet état de I'art décrit le lien étroit entre la fantastique plasticité du

systeme racinaire et la nutrition de la plante.

1. Développement et plasticité du systéme racinaire

Le systeme racinaire est formé d’une racine primaire sur laquelle émergent les racines
latérales ou racines secondaires. La racine primaire est mise en place durant I'embryogénése
via la formation d’'un méristeme apical racinaire (MAR) primaire, puis le systéeme racinaire se
développe tout au long du stade post-embryonnaire (Perilli et al., 2012). On retrouve un MAR
al'extrémité de chaque racine, ayant pour role d’assurer la croissance de celle-ci. Chez la plante
modele A. thaliana, la racine primaire est organisée en 4 zones distinctes ayant chacune une
activité cellulaire particuliére : (i) la zone méristématique, (ii) la zone de transition, (iii) la zone

d’élongation et (iv) la zone de différenciation (Figure i.1A) (Verbelen et al., 2006).

1.1 La zone méristématique
La zone méristématique ou méristeme apical racinaire (MAR), représente un réservoir
de cellules non-différenciées en constant renouvellement, a l'origine du développement

indéterminé de la racine.

1.1.1 La coiffe

Le MAR est physiquement protégé par la coiffe racinaire, permettant a la racine de
pénétrer dans le sol sans endommager les précieuses cellules de son méristeme. La coiffe est
parallélement impliquée dans la perception, la transduction et la transmission du stimulus

gravitropique grace aux statolithes présents dans les statocytes de la columelle (Blancaflor et
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Figure i.1 : Organisation de la racine primaire et de son méristéeme chez A. thaliana. (A) La
racine primaire d’A. thaliana est divisée en 4 zones développementales : (i) la zone
méristématique contenant le MAR, protégée par la coiffe ; (ii) la zone de transition préparant
les cellules a leur expansion ; (iii) la zone d’élongation ou les cellules s’allongent rapidement
et (iv) la zone de différenciation, caractéristique de I'apparition des poils absorbants (Schéma
modifié d’aprés Rodriguez-Alonso et al., 2018). (B) Organisation et présentation des différents
types cellulaires du MAR. Entourée en rouge, la niche de cellules souches contenant le centre
quiescent (rouge) ainsi que les cellules initiales (i) du cortex et de 'endoderme (vert) ; (ii) de
la stéle (orange) ; (iii) de la coiffe latérale et de I'épiderme (violet) et (iv) de la columelle. Ep :
épiderme ; C : cortex ; LRC : coiffe latérale ; CC cellules de la columelle. Les ronds gris
correspondent aux grains d’amidon (Schéma modifié d’aprés Drisch and Stahl, 2015). (C)
Schéma de la régulation moléculaire et hormonale du méristeme, impliquant la régulation du
géne central WOX5. Les fleches indiquent les régulations positives et les fleches barrées
indiquent les régulations négatives (Schéma modifié d’apres Drisch and Stahl, 2015).



al., 1998; lijima et al., 2008). La taille exacte et la morphologie des coiffes racinaires varient
selon les espéces mais une structure générale en deux parties est conservée : (i) la columelle,
qui occupe la partie centrale, composée de cellules sans activité mitotique, et (ii) la coiffe
latérale qui I'entoure (Dolan et al., 1993). Les cellules de la columelle et de la coiffe latérale
sont constamment renouvelées grace a deux groupes distincts de cellules souches. Les cellules
initiales de la columelle sont situées sous le centre quiescent tandis que les cellules de la coiffe
latérale sont produites par les mémes initiales que les cellules de I'épiderme (Baum and Rost,
1996). Léquilibre entre la différenciation et la maintenance des cellules souches de la coiffe
est médiée par plusieurs facteurs de transcriptions, notamment la famille des NO APICAL
MERISTEM (NAC). Ainsi, FEZ et SOMBRERO (SMB) codent pour des protéines nucléaires NAC
et jouent un role antagoniste dans le programme développemental de la coiffe. Le géne FEZ
est exprimé dans les cellules souches et les cellules filles en découlant, ou il stimule les
divisions périclinales des cellules de la coiffe latérale ainsi que celles des cellules souches de la
columelle. Quant a SMB, il est accumulé dans les cellules de la coiffe en maturation, ou il
favorise la détermination des cellules filles. Une boucle de rétrocontrole mise en place par les
deux acteurs permet de réguler la fréquence de division des cellules de la coiffe. En effet, FEZ
active I'expression de SMB dans les cellules souches filles tandis que SMB régule négativement
I'activité de FEZ (Willemsen et al., 2008). Deux autres facteurs de transcription de type NAC et
homologues proches de SMB, BEARSKIN1 (BRN1) et BRN2, ont également été identifiés
comme agissant de maniere redondante avec SMB afin de réguler la différenciation des

cellules et favoriser la maturation de la coiffe (Bennett et al., 2010).

1.1.2 La structure du MAR

Chez A. thaliana, les cellules initiales présentes dans le MAR fournissent les
différentes assises cellulaires permettant la formation des multiples couches cellulaires de
la racine. Les cellules initiales entourent un petit groupe de cellules organisatrices, le
centre quiescent, dont l'activité mitotique est quasi-inexistante. Le centre quiescent et les
cellules initiales forment ensemble la niche de cellules souches et ont pour role de
maintenir un équilibre entre la prolifération de nouvelles cellules et la différenciation de
celles-ci. Cet auto-maintien de la niche de cellules souches permet ainsi la constante

croissance de la racine (Figure i.1B) (van den Berg et al., 1995; van den Berg et al., 1997).






1.1.3 Le réseau de génes impliqués dans I'auto-maintien du MAR

L’équilibre entre prolifération et différenciation cellulaire est maintenu par un réseau
de génes impliquant plusieurs facteurs de transcription (Figure i.1C). Ce réseau s’articule
autour d’un facteur de transcription en particulier : WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX5
(WOXS5), facteur de transcription de type homeobox, spécifiquement exprimé dans le centre
quiescent (Sarkar et al., 2007). WOX5 posséde un role central dans le maintien du pool de
cellules souches puisqu’il réprime localement la division cellulaire des cellules du centre
quiescent via la régulation négative de la kinase cycline-dépendante CYCD3;3 (Forzani et al.,
2014). WOX5 est confiné dans le centre quiescent par REPRESSOR OF WUSCHEL1 (ROW1), qui
réprime sa transcription dans les cellules extérieures au centre quiescent ainsi que dans le
méristéme proximal via des mécanismes épigénétiques (Han and Zhu, 2009; Zhang et al.,
2015). La protéine WOXS5 est également impliquée dans la maintenance de la columelle. En
effet, WOX5 a la capacité de se déplacer du centre quiescent vers les cellules souches de la
columelle ou il va directement réprimer I’expression du facteur de transcription CYCLING DOF
FACTOR 4 (CDF4). CDF4 promeut la différenciation des cellules, et sa répression va permettre
de créer un gradient d’expression contraire a celui de WOX5, ou CDF4 n’est (i) pas exprimé
dans le centre quiescent, (ii) peu exprimé dans les cellules souches de la columelle et (iii)
fortement exprimé dans les cellules différentiées de la columelle. L'opposition de ces deux
gradients permet ainsi le maintien de la columelle (Pi et al., 2015). D’autres acteurs comme
les facteurs de transcription de la famille des GRAS : SHORTROOT (SHR) et SCARECROW (SCR)
sont nécessaires au maintien du MAR et particulierement a la formation des tissus du cortex
et de 'endoderme (Sabatini et al., 2003). SHR est produite dans la stéle des racines chez A.
thaliana, et va se déplacer vers le centre quiescent afin d’activer I’expression de SCR, induisant
ainsi la régulation positive de WOX5 (Sarkar et al., 2007). De méme, les membres de la famille
multigénique des PLETHORA (PLT) jouent un réle essentiel dans le développement des MAR.
En particulier, les facteurs de transcription PLT1 et PLT3 forment des complexes avec les
facteurs de transcription SCR et TCP (Théosinte-branched cycloidea PCNA), et se fixent
directement sur le promoteur de WOX5 afin de permettre sa régulation positive (Shimotohno
et al., 2018). Parallelement, 'activité de WOX5 régule elle aussi I'expression de PLT1 de

maniére indirecte (Ding and Friml, 2010; Burkart et al., 2019; Pardal and Heidstra, 2021).






1.1.4 L'auxine et la cytokinine contrdlent les facteurs de transcriptions

impliqués dans I'auto-maintien du MAR

L’auxine (indole-3-acetic acid, IAA) posséde un role essentiel dans le maintien du pool
de cellules souches. Souvent décrite comme I’hormone régulatrice de la croissance des
plantes, elle est distribuée de maniere non homogéne dans |'apex racinaire, avec une
accumulation dite « maximum d’auxine » dans la région du centre quiescent et des cellules
initiales de la columelle de la racine primaire (Sabatini et al., 1999). Ce gradient d’auxine est
mis en place dés 'embryogéneése pour permettre l'initiation du méristeme racinaire primaire,
médié par I'expression des geénes AUX/LAXs et PIN-FORMED (PIN), respectivement
transporteurs d’influx et d’efflux d’auxine (Jiang and Feldman, 2002; Friml et al., 2003). Lors
de la croissance de la racine primaire, les PINs jouent un role essentiel dans la régulation de
la division, de I’élongation et de la différenciation cellulaire en contrélant les flux d’auxine qui
eux méme induisent I'expression des facteurs de transcriptions PLTs, créant un gradient
d’expression suivant la répartition de I'auxine dans le MAR (Blilou et al., 2005). Ce gradient
d’expression des PLTs permet le maintien de la niche de cellule souche dans le MAR, mais
aussi la différenciation des cellules dans les zones proximales. (Galinha et al., 2007). La
phytohormone cytokinine présente souvent un réle antagoniste a I'auxine. Par exemple, dans
le MAR, I'expression de WOX5 est modulée par I'auxine et les cytokinines et participe ainsi a
I’établissement d’un maximum d’auxine dans I'apex racinaire (Gonzali et al., 2005; Drisch and

Stahl, 2015).

1.1.5 L'implication des peptides dans les processus développementaux de la

racine

Les peptides régulateurs représentent une classe de petites molécules de signalisation
permettant des régulations non cellule-autonome. Leur implication dans le développement
des parties aériennes a été largement décrite (Fukuda and Higashiyama, 2011), ainsi que dans
le contréle de la nodulation (Laffont et al., 2020). Par homologie de domaines, plusieurs
familles de peptides régulateurs ont été mis en évidence comme impliqués dans des processus

développementaux de la racine: (i) La famille de peptides CLE, possédant un domaine






conservé en C-terminal de 12 a 14 acides aminés appelé CLE motif (Cock and McCormick,
2001), (ii) la famille des peptides C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE (CEP), possédant un
domaine conservé de 15 acides aminés, avec 2 résidus prolines pouvant étre hydroxylés
(Ohyama et al., 2008), et (iii) la famille de peptides ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR (RGF),
aussi connus sous le nom de GOLVEN (GLV) ou encore CLE-LIKE (CLEL), possédant un domaine
conservé de 14 acides aminés avec un motif de sulfatation tyrosine Asp-Tyr (Matsuzaki et al.,

2010; Meng et al., 2012; Whitford et al., 2012).

1.1.5.1 l'implication des peptides CLE dans le maintien du MAR

CLE40, le plus proche homologue de CLAVATA3 (CLV3), régulateur de ’homéostasie du
méristéme caulinaire et du nombre d’organe floral (Hirakawa, 2021), a été décrit comme
impliqué dans la maintenance du centre quiescent et de l'identité des cellules souches de la
columelle (Stahl et al., 2009). Les mutants perte de fonction cle40 possedent des racines
courtes, avec des apex irréguliers résultant d’un retard de différenciation des cellules de la
columelle. Il a été décrit que linteraction entre CLE40 et les deux récepteurs kinases
ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) et CLAVATA1 (CLV1) régule I'expression de WOX5 afin de

maintenir I'identité des cellules souches de la columelle (Stahl et al., 2009).

1.1.5.2 L'implication des peptides CEP dans le maintien du MAR

Les peptides de la famille des CEP sont impliqués dans le développement du méristeme
racinaire. Notamment, le sur-expression de CEP1 ou bien |'application exogene de ce peptide
entraine un arrét de la croissance de la racine primaire, résultant d’'une répression des
divisions cellulaires de la zone méristématique sans que le centre quiescent ne soit affecté

(Ohyama et al., 2008).

1.1.5.3 Les multiples réles des peptides RGFs/GLVs/CLELs

Décrits par 3 groupes de scientifiques différents, ces peptides portent le nom de
RGFs/GLVs/CLELs (Table 1) (Matsuzaki et al., 2010; Meng et al., 2012; Whitford et al., 2012).

Dans le but de faciliter la compréhension et la rédaction, ces petits peptides seront appelés



AGI code Whitford Matsuzaki et al. Meng et al.
et al. (2012) (2010) (2012)
At4g16515 GLV1 RGF6 CLELE
At5gB64770 GLVZ RGF9 CLEL9
At3g30350 GLV3 RGF4 -
At3g02240 GLV4 RGF7 CLEL4
At1g13620 GLVS RFG2 CLEL1
At2g03830 GLVE RGF8 CLEL2
At2¢04025 GLV7 RGF3 CLEL3
At3g02242 GLV8 - CLELS
At5g16725 GLV9 - -
At5g51451 GLV10 RGF5 CLEL7
At5g60810 GLV11 RGF1 CLELS
AT1G66145 - - CLE18

Table i.1 : Récapitulatif de la nomenclature associée aux peptides GLVs/RGFs/CLEL. Ce
tableau récapitule les différentes nomenclatures associées aux genes RGFs d’A. thaliana
identifiés et décrits par 3 équipes de recherches différentes (Fernandez et al., 2013b). (-)

indique que le géne n’a pas été pu étre associé.



RGFs au cours de mes travaux de thése.

Afin de permettre leur activité, les protéines précurseurs des RGFs sont modifiées
post-traditionnellement par clivage protéolytique (Matsuzaki et al., 2010; Meng et al., 2012;
Whitford et al., 2012). En effet, on distingue dans les protéines précurseurs RGFs 2 domaines
conservés séparés par une région variable : un domaine N-terminal de 21 a 33 acides aminés
contenant le peptide signal permettant donc a la protéine d’étre adressée a la voie de
sécrétion, et un domaine C-terminal de 13 a 16 acides aminés contenant un motif conservé
chez tous les membres de la famille RGFs, et codant pour le peptide mature qui sera actif une
fois clivé (Figure i.2A) (Matsuzaki et al., 2010; Meng et al., 2012; Whitford et al., 2012). Une
sulfatation post-traductionnelle d’un résidu Tyrosine (Tyr) présent dans le domaine C-terminal
et médiée par la tyrosylprotein sulfotransferase (TPST) est nécessaire a I'activité de plusieurs
peptides matures (Matsuzaki et al., 2010; Whitford et al., 2012). Par ailleurs, des mutations
de cette enzyme entrainent de forts phénotypes de perturbation de la croissance racinaire,
notamment une forte réduction de la taille du méristéme, ainsi qu’une perte de la

coordination entre I"élongation et la différenciation des cellules (Matsuzaki et al., 2010).

Chez la plante modele A. thaliana, la famille des peptides de signalisation RGFs code
pour 11 geénes, dont 9 présentent une activité dans la racine primaire. Ces 9 RGFs ont été
classifiés en 3 groupes différents, certains génes pouvant étre assignés a plusieurs groupes
selon la localisation de leur expression tissulaire : (i) RGF2/GLV5, RGF3/GLV7, RGF5/GLV10 et
RGF1/GLV11 sont exprimés dans le centre quiescent et/ou dans les cellules de la columelle ;
(i) RGF4/GLV3, et GLV9 dans la zone située juste au-dessus du centre quiescent, GLV6 est
transcrit dans les deux domaines (i) et (ii), et (iii) RGF7/GLV4 et GLV8 sont exprimés seulement

dans la zone au-dessus du méristeme (Figure i.2B) (Fernandez et al., 2013b).

1.1.5.4 L'implication des peptides RGFs/GLVs/CLELs dans le maintien
du MAR

L’expression RGF2/GLV5 et RGF3/GLV7 est localisée dans les cellules de la columelle
(Figure i.2.C et 2.D), tandis que RGF1/GLV11 est spécifiquement exprimé dans les cellules du
centre quiescent ainsi que les cellules initiales de la columelle (Figure i.2E) (Fernandez et al.,

2013a). Aucun phénotype particulier n’est observé par la simple mutation de I'un de ces trois



A PEPTIDE MOTIF B
SIGNAL VARIABLE REGION

At5g60810 (GLV11) 0NSNPGHHPERH

At1g13620 (GLVS5) DY KERHH HKN domain 11l GLV3
At2g04025 (GLV7) DY RAKHHPKN Hair growth GLV6
At3g30350 (GLV3) OMR GPARHPEHRH GLV9
At5g51451 (GLV10) DY PKﬁ'STR?RH R

At4g16515 (GLV1) 0MPQPHRKP[Z Ipel Gravitropism g%g
At3g02240 (GLV4) DNGQRKYKPZ oLV7
At2g03830 (GLV6) OMRTFRRRR(4VH domain’ GLV10
At5g64770 (GLV2) DMNSANKKR(HTH Meristem maintenance GLV11

Code AGI Domaine séquence GLV

Figure i.2 : Réles des peptides RGFs/GLVs/CLELs dans le développement racinaire. (A) Les
RGFs/GLVs/CLELs posseédent 2 domaines conservés entourant une région variable. Le domaine
N-terminal contient le peptide signal permettant d’adresser la protéine a la voie de sécrétion.
Le domaine C-terminal contient un motif conservé, caractéristique des membres de la famille
des RGFs/GLVs/CLELs. Ce domaine, une fois clivé, code pour le peptide mature (Schéma
modifié d’aprés (Matsuzaki et al., 2010; Fernandez et al., 2013b)). (B) Les peptides
RGFs/GLVs/CLELs sont exprimés dans des zones spécifiques de la racine primaire et sont
impliqués dans 3 domaines d’activités différents : (i) la maintenance du méristeme ; (ii) le
gravitropisme et (iii) la croissance des poils absorbants (Fernandez et al., 2013b). (C)
Localisation tissulaire de I’expression de 3 RGFs/GLVs/CLELs exprimés dans le MAR :
RGF2/GLV5, RGF3/GLV7 et RGF1/GLV11 (Fernandez et al., 2013b). Echelle C-E : 20 um.



genes. Cependant, la triple mutation rgf1 rgf2 rgf3 entraine une réduction de la longueur de
la racine primaire, caractérisée par une diminution des cellules méristématiques (Matsuzaki
et al., 2010). Une application externe de RGF1 permet de restaurer le phénotype sauvage et
indique donc que ces genes sont impliqués dans la régulation de I'activité méristématique de
maniére redondante. Ces genes maintiennent le pool de cellules souches en régulant
positivement transcriptionellement et post-transcriptionellement le niveau et le pattern
d’expression de PLT1 et PLT2 (Matsuzaki et al., 2010). Il est intéressant de noter que I'auxine
stimule I'expression du géne codant pour I'enzyme de sulfatation TPST, qui va ainsi induire
I'activation des RGFs et donc la transcription des genes PLT1 et PLT2, elle-méme
dépendante de facteurs de transcriptions auxin-responsive-factors (ARF) (Aida et al., 2004;

Zhou et al., 2010).

1.2 La zone de transition

Apres avoir quitté la zone méristématique, les cellules traversent une zone de transition
avant d’entreprendre leur élongation et leur différenciation. Dans cette zone de transition, les
cellules ex-méristématiques initient lentement leur expansion en longueur et en largeur. Les
cellules présentes au début de la zone de transition conservent leur capacité de division tandis
que les cellules se trouvant a la fin de cette zone sont prétes a entreprendre le début de leur
rapide élongation (Verbelen et al., 2006). Les hormones végétales cytokinine et auxine jouent
des roles antagonistes pour permettre de maintenir I'équilibre entre division et différenciation
cellulaire grace a une boucle de rétrocontréle moléculaire. En effet, chez Arabidopsis, les
facteurs de transcription de type B Response regulators of Arabidopsis, ARR1 et ARR23 sont
induit par les cytokinines, et entrainent (i) une inhibition des transporteurs d’auxine PINs en
activant la transcription d’un répresseur du signal d’auxine SHORT HYPOCOTYL2 (SHY2)
(Moubayidin et al., 2010) et (ii) la dégradation de l'auxine en régulant positivement
I'expression du gene GH3.17 impliqué dans I’homéostasie de I'auxine (Di Mambro et al., 2017).
Cette régulation de la distribution d’auxine méne a la différenciation des cellules et donc a une
réduction de la taille du méristéme. Parallelement, I'auxine maintient la croissance du MAR en
dégradant la protéine SHY2, permettant ainsi de réguler I'activité des genes PINs et donc la
division cellulaire (loio et al., 2008). Cette boucle de rétrocontrdle crée un minimum d’auxine
au niveau de la zone de transition, permettant ainsi d’établir la position de ce gradient mais

aussi de diriger les cellules méristématique vers la zone d’élongation (Di Mambro et al., 2017).






1.3 La zone d’élongation

En quittant la zone de transition, les cellules subissent une rapide élongation ou, en
moins de 3h, leur longueur va jusqu’a quadrupler (Verbelen et al., 2006). Les cellules présentes
dans la zone d’élongation sont facilement reconnaissables par leur forme allongée et
rectangulaire, et la formation rapide de la vacuole poussant ainsi le noyau sur le c6té de la
paroi. Lextension des parois cellulaires peut étre inhibée par I'accumulation d’éthyléne de
maniére concentration-dépendante (Smalle and Van Der Straeten, 1997). En effet, lorsque les
plantes sont exposées a de grandes quantités d’éthyléne ou du précurseur de la synthése
d’éthylene 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), on observe une réduction de la
longueur des cellules, mais aussi I'induction de la formation des poils absorbants témoignant
de la différenciation des cellules (Le et al., 2001). Par ailleurs, la formation d’'un renflement
indiquant l'initiation de la formation du poil absorbant marque la frontiere entre la zone

d’élongation et la zone de différenciation.

1.4 La zone de différenciation

Dans la zone de différenciation, les cellules ralentissent leur élongation jusqu’a
atteindre leur taille finale. C’est également dans cette zone que les cellules adoptent leur rbles
et fonctions, et qu’ainsi les assises cellulaires de la stele, du cortex, de I'endoderme, du
péricycle et de I'épiderme sont définies. Cette zone est caractérisée par le développement
d’extensions cylindriques issues de cellules de I'épiderme spécialisées : les poils absorbants.
lIs ont pour réle d’augmenter la surface d’absorption de I'eau et des éléments minéraux

présents dans la rhizosphere.

Chez la plante modele A. thaliana, les poils absorbants se positionnent en suivant un
pattern spécifique. lls se développent a partir de cellules épidermiques se situant dans
I’espace intercellulaire entre deux cellules corticales sous-jacentes (position H pour hair cells)
tandis que les cellules épidermiques situées au-dessus d’une cellule corticale ne développent
pas de poils absorbants (position N pour non-hair cells). En aval, dans les trichoblastes,
I'inhibition de GL2 entraine I'expression du facteur de transcription bHLH ROOT HAIR
DEFECTIVE 6 (RHD6), permettant l'initiation des poils absorbants (Masucci and Schiefelbein,






1994; Menand et al., 2007; Lin et al., 2015). RDH6 régule positivement deux alpha-expansines,
EXPANSINE 7 et 8 (EXP7 et EXP8), spécifiquement exprimées dans les poils absorbants et
impliquées dans l'initiation des poils absorbants et leur croissance (Cho and Cosgrove, 2002).
La croissance des poils absorbants est positivement régulée par I'une des cibles directes de
RHDG6, le geéne ROOT HAIR DEFECTIVE-LIKE 4 (RSL4), qui va permettre la transcription de géenes
impliqués dans I'élongation cellulaire des poils absorbants (Yi et al., 2010; Vijayakumar et al.,
2016). Les hormones végétales, en particulier I'éthyléne et I'auxine, jouent un réle essentiel
dans le développement des poils absorbants (Vissenberg et al., 2020). L’éthyléne et I'auxine
agissent en tant que régulateurs positifs, mais seul I'éthylene posséde un rdle dans la
spécification des cellules épidermiques, en aval, voir parallelement de la voie TTG/GL2
(Masucci and Schiefelbein, 1996; Dolan, 2001; Cho and Cosgrove, 2002). Ces deux hormones
végétales stimulent I'expression de différents genes impliqués dans l'initiation et I'élongation
des poils absorbants comme RHD6 et RSL4 (Masucci and Schiefelbein, 1994; Yi et al., 2010;
Zhang et al., 2016; Feng et al., 2017).

1.5 La formation des racines latérales

Chez les angiospermes, les racines secondaires se développent a partir des tissus différenciés
de la racine primaire et implique I'organogénéese de nouveaux méristemes. Chez A. thaliana,
I'initiation des racines latérales provient exclusivement de divisions asymétriques des cellules
du péricycle situées en face des poles de xyleme (Laskowski et al., 1995; Malamy and Benfey,
1997; Dubrovsky et al., 2000), mais chez certaines légumineuses, les cellules du cortex sont

également impliquées (Gallardo et al., 2019).

1.5.1 l'auxine au cceur du processus d’initiation des racines latérales

On parle d’initiation des racines latérales lorsque les cellules fondatrices entreprennent leur
premiere division asymétrique. Ce processus est principalement régulé par I'auxine (Fukaki et
al., 2007; Lavenus et al., 2013). En effet, il a été démontré chez A. thaliana que I'auxine régule
positivement la division des cellules du péricycle (Laskowski et al., 1995; Casimiro et al., 2001;
Fukaki et al., 2007). On observe dans les cellules fondatrices une accumulation (maximum)

d’auxine, permettant d’induire les mécanismes moléculaires de réponse a cette hormone
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Figure i.3 : Initiation et formation des racines latérales. (A) Le module SOLITARY-
ROOT(SLR)/IAA14-ARF7/ARF19, dépendant de l'auxine, permet [linitiation des racines
latérales en activant les geénes LBD16/ASL18 (Fukaki et al.,, 2002). (B) Stades
développementaux de l'organogénese du primordium de racine latérale. (I) Les cellules
fondatrices du péricycle entreprennent une premiere division asymétrique. (Il) Des divisions
périclines des cellules du péricycle forment une couche interne et une couche externe. (l11-VI)
La succession de divisions périclines confére une forme de déme au primordium Et,
parallelement, il traverse le cortex et 'endoderme. (VII-VIII) Le primordium de racine latérale
est formé de lignées de cellules organisées de maniére similaire a la racine primaire d’A.
thaliana (Péret et al., 2009). (C) Schéma de I'organisation de la racine primaire d’A. thaliana
(a) et d’'un méristeme de racine latérale (b). Les types cellulaires présents dans la racine
primaire et dans la racine latérale sont indiqués par des couleurs associées a la légende. (Trinh
et al.,, 2018).



végétale. Le module SOLITARY-ROOT(SLR)/IAA14-ARF7/ARF19 induit lors de la signalisation
auxinique est essentiel a [Iinitiation des racines secondaires (Fukaki et al., 2002).
Laccumulation d’auxine déclenche la dégradation du répresseur SLR/IAA114, ce qui va
entrainer la dé-répression des facteurs de transcriptions ARF7 et ARF19. Ceux-ci vont ainsi
activer I'expression de leurs genes cibles, et en particulier de LATERAL ORGAN BOUNDARIES-
DOMAIN16 (LBD16) et ASYMMETRIC LEAVES2-LIKE18 (ASL18), menant a l'initiation des racines
latérales (Figure i.3A) (Fukaki et al., 2007; Okushima et al., 2007; Goh et al., 2012).

1.5.2 La mise en place d’un nouvel organe dont la structure est similaire a la

racine primaire

Suite a linitiation, le primordium de racine latérale s’organise et se développe
morphologiquement avant d’émerger des tissus différenciés de la racine primaire. Basée sur
des criteres morphologiques, I'organogénése du primordium a été divisée en 8 stades de
développement par I'équipe de Malamy et Benfey (Figure i.3B) (Malamy and Benfey, 1997).
Chez A. thaliana les racines latérales initient leur développement lorsqu’une, ou bien une paire,
de cellules du péricycle dites « fondatrices » subissent plusieurs divisions asymétriques afin de
mettre en place un primordium composé d’une simple couche de cellules de taille similaires
(Stade |, Figure i.3B). Par la suite, les cellules entreprennent des divisions périclines, formant
ainsi une couche interne et une couche externe (stade I, Figure i.3B). Aprés une succession de
divisions périclines, le primordium adopte une forme de déme tout en traversant les couches
cellulaires de I'endoderme et du cortex (Stade IlI-VI Figure i.3B). Arrivé au stade VI, le
primordium est organisé de maniére similaire a 'apex de la racine primaire (Trinh et al., 2018),

puis émerge au stade VII-VIII (Figure i.3B) (Péret et al., 2009).

1.5.3 Le mise en place d’'un nouveau méristeme lors de la formation des

racines latérales

Lorganogénese du primordium implique la formation d’un méristéme actif afin
d’assurer |'élongation de la racine latérale. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la
régulation de la formation et du maintien du méristéme sont similaires entre la racine primaire

et la racine latérale (Tian et al., 2014). Il est intéressant de noter que le géne RGF8/GLV8/CLEL2






est exprimé dés le stade | du développement du primordium (Fernandez et al., 2013a). La sur-
expression de ce gene entraine une perturbation de la premiere division asymétrique,
suggérant un role important de RGF8/GLV8/CLEL2 dans le contrble des premieres divisions du
péricycle (Fernandez et al., 2015). La fonction du gene WOX5, impliqué dans le maintien du
pool de cellules souches dans le MAR de la racine primaire, est conservée chez la racine
latérale (Hu and Xu, 2016). Dans le primordium de racine latérale, WOX5 est exprimé a partir
des stades IV/V dans 2 a 4 cellules qui composeront probablement les cellules du centre
quiescent (Goh et al., 2016). Cependant, la mise en place du centre quiescent de la racine
latérale n‘aurait lieu qu’a partir du stade 5 malgré I'expression plus précoce de WOX5 (Goh et
al., 2016; Du and Scheres, 2017). Comme expliqué précédemment, I'expression de WOX5 est
dépendante du module SHR-SCR (Sarkar et al., 2007). Dans les primordia en développement,
I'expression de SCR est nécessaire a 'activation de SHR, permettant ainsi la spécification du
centre quiescent (Sabatini et al., 2003; Goh et al., 2016). D’autres acteurs comme les génes de
la famille des PLTs jouent un réle essentiel dans la mise en place du méristéme du primordium
de racine latérale. PLT3, PLT5 et PLT7 sont exprimés deés le stade | du développement du
primordium de la racine latérale ou ils contrélent la division asymétrique des cellules du
péricycle afin de permettre la transition au stade Il. Parallelement, leur expression est
indispensable a l'activation de I'expression SHR et SCR ainsi qu’a l'activation d’autres PLTs
comme PLT1, PL2 et PLT4 (Du and Scheres, 2017). De maniére comparable a la racine primaire,
I'action des PLTs et des transporteurs d’auxine PIN permet la mise en place d’un gradient
d’auxine (maxime d’auxine) dans l'apex de la racine latérale (Du and Scheres, 2017). A partir
du stade VI, I'expression des deux génes FEZ et SMB impliqués dans le maintien de la coiffe
racinaire chez la racine primaire (Willemsen et al., 2008) peut étre détectée, respectivement
a la pointe du primordium ainsi que dans les cellules en contact avec le futur centre quiescent,
et dans les couches externes de l'apex du primordium (Du and Scheres, 2017). Enfin,
I'expression de WER, impliqué dans la spécification de I'épiderme (Lee and Schiefelbein, 1999),
a pu étre mise en évidence dans les couches qui correspondront a I'épiderme des primordia
émergents de racines latérales (Du and Scheres, 2017). Ainsi, il semblerait que la niche de
cellules souches soit mise en place progressivement durant la formation du primordium de
racine latérale, notamment a partir de la transition entre le stade IV et le stade V. Plusieurs
génes marqueurs d’une activité méristématique sont exprimés durant la formation du

primordium, suggérant la mise en place d’'une organisation méristematique avant I'émergence






du primordium de racine latérale. Néanmoins, ce nouveau méristéme serait actif seulement

apres émergence (Malamy and Benfey, 1997).

1.6 La plasticité du systeme racinaire face aux facteurs abiotiques : I'exemple de la

croissance déterminée des Cactacées du désert de Sonora

Alors que les plantes sont soumises a une vie fixée, elles ont développé la capacité de
s’adapter aux conditions fluctuantes et contrastées de leur environnement. La modification de
leur systéme racinaire est une des nombreuses réponses adaptatives acquises par les plantes
pour lutter contre les différents facteurs abiotiques tels que les sécheresses, inondations,
augmentation de la température des sols ou encore salinité (Julkowska et al., 2014; Lin and

Sauter, 2018; Calleja-Cabrera et al., 2020; Maurel and Nacry, 2020).

Chez certains Cactacées du désert de Sonora, une croissance déterminée de la racine
primaire est observable (Dubrovsky, 1997a; Dubrovsky, 1997b). Celle-ci implique une faible
croissance de la racine primaire, avant une différenciation totale de I'apex. Aprés 2-3 jours de
croissance, la longueur du MAR de la racine primaire diminue, résultant d’'un arrét des
divisions cellulaires des cellules de la zone méristématique et de leur rapide élongation et
différenciation (Dubrovsky, 1997a; Dubrovsky, 1997b). En conséquence de la différenciation
des cellules du MAR, on observe une différenciation du xyléme jusqu’au bout de la racine ainsi
qgue des poils absorbants recouvrant la totalité I'apex de la racine primaire (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2003). Il est intéressant de noter que cet arrét de croissance est corrélé avec
I'induction rapide du développement des racines latérales. Dans des environnements arides
comme les déserts, ce type de développement est bénéfique pour les plantes afin de
développer un systeme racinaire dans la partie haute du sol, permettant ainsi aux racines
d’absorber I'eau accumulée lors des rares pluies. Bien que la croissance déterminée de la
racine primaire soit constitutive, elle est stimulée par un déficit en eau et constitue une forme
d’adaptation développementale et évolutive des Cactacées aux sols arides du désert
(Dubrovsky, 1997b; Dubrovsky and Gdémez-Lomeli, 2003; Shishkova et al., 2013). Chez
certaines especes de Cactacées, le MAR de la racine primaire est programmé pour
entreprendre quelques divisions cellulaires avant de se différencier. En effet, on observe une
faible activité proliférative des cellules initiales du MAR chez Pachucereus pringlei, et méme

I'absence de la mise en place d’un centre quiescent post-embryonnaire chez Stenocereus






gummosus, suggérant la nécessité du bon fonctionnement du centre quiescent afin de
maintenir une croissance indéterminée (Rodriguez-Rodriguez et al., 2003). Une étude a
notamment mis en évidence I'implication de plusieurs génes connus pour étre impliqués dans
le maintien du méristéme chez A. thaliona comme SHR, SCR, PLT1, et WOX5 dans la croissance
déterminée de la racine primaire de P. pringlei (Rodriguez-Alonso et al., 2018), ce qui souligne
gue les connaissances acquises chez la plante modele Arabidopsis peuvent étre mobilisées

pour comprendre la plasticité racinaire de familles botaniques éloignées.

Dans un contexte d’appauvrissement et de dégradation anthropiques des sols, la
plasticité du systéme racinaire des plantes permet de faire face aux variations de la
disponibilité des nutriments essentiels au développement (Lopez-Bucio et al., 2003; Lynch,
2005). La modification du systéme racinaire est la réponse adaptative des plantes a la carence
en Pi la plus étudiée (Williamson et al., 2001; Lopez-Bucio et al., 2002; Al-Ghazi et al., 2003;
Nacry et al., 2005; Péret et al., 2014) et sera soigneusement décrite dans la deuxiéme partie

de cette introduction.

2. Les mécanismes d’adaptation des plantes face a la carence en phosphate

Le phosphore est 'un des trois macroéléments essentiels permettant d’assurer le
développement des plantes (Tiessen, 2008). Chez les plantes, il posséde plusieurs roles
fondamentaux, notamment car il entre dans la composition structurale de molécules clés
comme I'ADN, I'ARN, I'ATP ou encore les phospholipides. Le phosphore est également impliqué
dans des processus de régulation essentiels comme les phosphorylations (Bieleski, 1973;

Rychter and Rao, 2005).

2.1 Biodisponibilité du phosphate dans le sol

Malgré un réle incontestable dans le développement des végétaux et une abondance
notoire dans le sol, le phosphore représente I'élément le moins mobile et le moins
biodisponible pour les plantes. On le retrouve dans le sol sous trois formes ioniques
différentes : le phosphore organique, le phosphore minéral et le phosphate inorganique
soluble (Pi) (Figure i4) (Plassard et al., 2015). Le Pi, correspond aux formes ioniques

d’orthophosphate. L'ion H,PO4- est soluble dans la solution du sol et représente la seule forme
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Figure i.4 : Schéma simplifié de la répartition totale du stock de phosphore (P) dans le sol.
Le pool de phosphate inorganique (Pi) libre dans la solution du sol représente une fraction
infime du P total dans le sol et est la seule forme assimilable par les plantes. Le stock de Pi
libre peut étre alimenté par (i) le pool de P minéral lors des phénomenes de désorption ou de
solubilisation et/ou (ii) le pool de P organique du sol. Ces différents phénomeénes sont
influencés par a) les variations de pH ; b) la production d’anions organiques ; c) la production
de phosphatases ou de phytases et d) I'immobilisation de P dans la fraction microbienne du
sol. (Plassard et al., 2015).



assimilable par les plantes (Bieleski, 1973; Schachtman et al., 1998). Alors que le phosphate
organique représente 20 a 80% du phosphate total dans le sol, la concentration d’ions
orthophosphates libres dans la solution du sol est infime (de 0,1 a 10 uM) (Hinsinger, 2001).
La faible biodisponibilité et mobilité du Pi sont liées a sa forte réactivité aux nombreux
constituants du sol, notamment au calcium, fer ou encore aluminium (McLaughlin et al.,
1981). La complexation du Pi aux différentes particules du sol entrave drastiquement sa
solubilité et entraine une forte rétention de celui-ci dans le sol, ce qui représente un facteur

limitant majeur pour le développement des plantes.

2.2 La carence en phosphate : des enjeux économiques et écologiques

Afin de pallier aux carences induites par le manque de solubilité du Pi, I'application de
fertilisants minéraux contenant du phosphate est devenue incontournable dans I'agriculture
conventionnelle. Néanmoins, 'apport de fertilisants phosphatés peut, d’'une part, contribuer
a I'épuisement des ressources en phosphore qui sont des ressources non renouvelables et,

d’autre part, conduire a une eutrophisation des milieux aquatiques.

2.2.1 Le cycle du phosphore

Le cycle biogéochimique du phosphore représente I'ensemble des échanges de
phosphore sur la planéte. Il se distingue des autres cycles par I'absence de composante
gazeuse significative impliquant des processus atmosphériques. Le cycle du phosphore est dit
sédimentaire, car la majorité du phosphore provient d’échanges entre les continents et les
océans, principalement de I'érosion de roches sédimentaires. Il se déroule en 4 processus
principaux : (i) le soulevement tectonique de la roche mére permettant I'exposition de roches
riches en phosphore, issues de la lithification de sédiments principalement marins; (ii)
I’érosion physique (action de la pluie et du vent) et chimique (décomposition chimique des
roches) des roches exposées de la lithosphére, entrainant la dissolution de particules de
phosphore dans les rivieres tandis qu’une partie est absorbée par les végétaux sous forme de
phosphate ; (iii) le transport fluvial du phosphore jusqu’aux lacs et océans et (iv) la

sédimentation du phosphore au fond des plans d’eau, associés a des matiéres organiques et
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Figure i.5 : Le phosphate dans le sol. Schéma du cycle biogéochimique du phosphore
représentant les échanges de phosphore sur terre. Il se déroule en 4 processus : (i)
L’exposition de roches riches en phosphore provenant de sédiments principalement marins ;
(ii) I'érosion de ces roches permettant la dissolution de particules de phosphore dans les
rivieres ; (iii) le transport dans les eaux du phosphore jusqu’aux lacs et océans et (iv) la
sédimentation du phosphore au fond des plans d’eau (Ruttenberg, 2003).



minérales, entrainant I'enterrement de ces sédiments qui, aprés quelques millions d’années,

formeront des roches riches en phosphore par lithification (Figure i.5) (Ruttenberg, 2003).

2.2.2 Le phosphore en tant que ressource non renouvelable

Dans un contexte d’augmentation constante de la population sur terre, les demandes
en engrais phosphatés ont nettement augmenté au cours des 50 derniéres années. Ces
fertilisants sont composés de phosphate extrait de roches phosphatées, résultant de millions
d’années de dépots sédimentaires, souvent d’origine océanique, et fortement concentrés en
phosphate (Filippelli, 2011). La roche phosphatée constitue donc une ressource non-
renouvelable sur laquelle dépend la fertilité des sols exploités et a donc fait l'objet
d’extractions massives, menant a un appauvrissement sans retour des réserves mondiales
(Cordell et al., 2009). Ces réserves, faisant référence aux mines de phosphates, sont localisées
et contrblées par peu de pays (principalement le Maroc, la Chine et les Etats-Unis) et se
retrouvent donc au coeur de conflits politiques et socio-économiques délicats (Rosmarin,

2004).

2.2.3 Le phosphore au cceur d’une polémique environnementale

La nécessité d’approvisionner les cultures en nutriments adéquates pour assurer une
récolte fructueuse entraine une utilisation excessive d’engrais commerciaux riches en
phosphate, le plus souvent dépassant les besoins nécessaires des plantes en question
(Carpenter et al., 1998). Les activités humaines, et notamment ces apports extensifs en
fertilisants, entrainent une modification du cycle naturel du phosphore (Bennett et al., 2001).
Lorsque les engrais phosphatés sont apportés aux sols, seule une petite fraction du Pi est
disponible pour les plantes, car sa forte réactivité rend la majeure partie insoluble (Sample et
al., 1980). La quantité de phosphore restante est appelée phosphore résiduel et contribue a
un excées de cet élément dans la partie supérieure du sol. L'érosion des sols entraine le lessivage
du phosphore, qui est transporté jusqu’aux cours d’eau. Cet enrichissement démesuré de I'eau
en phosphore provoque la prolifération d’algues et de phytoplanctons, entrainant
I'épuisement de I'oxygéne présent dans l'eau: c’est l'eutrophisation. L'eutrophisation des

réservoirs d’eau peut entrainer des changements considérables, allant de la dégradation de la






qualité de I'eau jusqu’a la perte des espéces composant |'écosystéme en question (Smith et

al., 1999).

2.3 Les mécanismes d’adaptation des plantes a la carence en Pi

Nous avons précédemment pu voir que les fertilisants phosphatés ne constituent pas
une solution durable pour les besoins croissants de I'agriculture (Tilman, 1999). Ces derniéeres
années, |'attention s’est donc focalisée sur l'incroyable capacité des plantes a créer des
associations symbiotiques, et a adapter structurellement et fonctionnellement leur systéme
racinaire face a la carence en Pi. En effet, 'amélioration de celles-ci constituerait une solution

pérenne, et moins polluante.

2.3.1 La symbiose mycorhizienne améliore I'acquisition de Pi chez les plantes

Le Pi étant un facteur limitant dans la croissance des plantes, celles-ci ont donc évolué
de maniére a développer des stratégies adaptatives leur permettant de lutter contre cette
carence. L'une des stratégies concerne la formation de symbioses mutualistes en interaction
avec les champignons mycorhiziens ectomycorhizien et endomycorhizien (Tatry et al., 2009).
Plus de 80% des plantes a fleurs peuvent étre colonisées par des champignons mycorhiziens
arbusculaires (CMA), et les étapes du processus de colonisation sont exhaustivement décrites
(Harrison, 1997; Smith et al., 1998; Smith and Read, 2010). Le CMA se nourrit du carbone
fournit par la plante, et en échange permet a la plante d’améliorer son acquisition de Pi. La
contribution du CMA a I'acquisition du Pi par les plantes peut aller d’un faible pourcentage
jusqu’a la quasi-totalité du Pi absorbé et implique 3 transporteurs de Pi a haute affinité, GvPT,
GiPT et GmosPT, issus respectivement de 3 champignons différents Glomus versiforme, G.
intraradices and G. mosseae (Harrison and van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al.,
2001; Smith et al., 2003; Benedetto et al., 2005). Parallélement, il est intéressant de noter que
I'expression de transporteurs de type PHT1 est induite en réponse a la symbiose
mycorhizienne dans plusieurs especes de plantes différentes (Javot et al., 2007). Lors de la
formation de la symbiose et de I'expression, induite par les mycorhizes, des membres de la
famille des PHT1 dans les cellules contenant des arbuscules, on observe une régulation

négative des autres transporteurs PHT1, en particuliers ceux localisés dans I'épiderme (Javot
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Figure i.6 : Impact de la carence en Pi sur le systéme racinaire d’A. thaliana. (A) Phénotype
de la plante modele A. thaliana a la suite d’'une carence en Pi. On observe la formation de
racines latérales, au détriment de I’élongation de la racine primaire (Péret et al., 2014). (B)
Schéma de I'adaptation du systéme racinaire d’A. thaliana au manque de Pi. On observe (i)
I'inhibition de la croissance de la racine primaire ; (ii) I'augmentation de la production et de la
taille des poils absorbants ; (iii-iv) I'induction de la formation de nombreuses racines latérales.
Ces changements morphologiques permettent d’améliorer la surface d’absorption de Pi
(Péret et al., 2011). Schéma récapitulant les mécanismes moléculaires impliqués dans
I'inhibition de la croissance de la racine primaire d’A. thaliana. Lors d’un stress induit par une
carence en Pi, on observe une augmentation de la quantité de fer entrainant I'activation de
STOP1, puis de ALMTI1, permettant I'exsudation de malate dans I'apoplaste. Le chélate
fer/malate va interagir avec I'activité ferroxydase de LPR1 pour inhiber I’élongation cellulaire
de la racine primaire. Parallelement, le module LPR1-PRD2 va permettre I'inhibition de la
division cellulaire dans la niche de cellules souches par I'accumulation de fer et de callose,
entratnant I'arrét de la prolifération des cellules du méristeme (Balzergue et al., 2017).



et al.,, 2007). ll existe ainsi un équilibre délicat entre les mécanismes d’acquisition du Pi par les

racines et par la symbiose mycorhizienne.

2.3.2 La modification du systéme racinaire par le Pi chez la plante modéle A.

thaliana

Chez A. thaliana, le Pi est connu pour faire partie d’une signalisation nutritionnelle
responsable de modifications importantes du systéme racinaire (Figure i.6A) (Williamson et
al., 2001; Lopez-Bucio et al., 2002; Al-Ghazi et al., 2003; Péret et al., 2014). L’adaptation du
systéme racinaire d’A. thaliana a la carence en Pi permet a la plante d’explorer la partie
supérieure du sol, ou le Pi a tendance a s’accumuler (Lynch and Brown, 2001). En effet, lors
d’une carence externe en Pi, on observe I'induction de la formation de nombreuses racines
latérales, au détriment de la racinaire primaire qui arréte sa croissance, ainsi qu’une
augmentation de la densité et de la longueur des poils absorbants (Figure i.6B) (Sanchez-
Calderon et al., 2005; Svistoonoff et al., 2007; Péret et al., 2011). L'inhibition de la croissance
de la racine primaire résulte de la réduction rapide de I'élongation cellulaire dans la zone de
transition, suivi d’'un arrét progressif de la prolifération des cellules souches du méristeme ce
qui entraine un épuisement de la niche de cellules souches et cause la différenciation des

cellules du méristeme, voire méme sa nécrose (Sanchez-Calderén et al., 2005).

2.3.3 Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'arrét de la racine primaire

suite a une carence en phosphate chez A. thaliana

L’inhibition de la croissance de la racine primaire lors du contact avec un milieu carencé
en phosphate impligue deux modules distincts: LOW PHOSPHATE ROOT1-PHOSPHATE
DEFICIENCY RESPONSE 2 (LPR1-PDR2) et SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1-
ALUMINIUM ACTIVATED MALATE 1 (STOP1-ALMT1) (Figure i.6C) (Balzergue et al., 2017; Mora-
Macias et al., 2017; Gutiérrez-Alanis et al., 2018). PRD2 code pour une ATPase et a pour réle
de réprimer I'activité de LPR1, qui code pour une multicopper oxidase possédant une activité
ferroxydase. Lors d’une carence en Pi, le module LPR1-PRD2 permet de moduler
I’'accumulation de fer dans le niche de cellules souches ainsi que dans la zone d’élongation,

entrafnant la production de formes réactives d’oxygéne (ROS) et un dépd6t de callose dans les






parois des cellules du MAR et de la zone d’élongation (Miiller et al., 2015b). L’accumulation
de callose obstrue les communications de cellules a cellules et empéche ainsi le mouvement
de SHR, menant a une diminution de la maintenance du pool de cellules souches et donc de
I'activité méristématique (Muller et al., 2015b). STOP1, qui code pour un facteur de
transcription de la famille « zinc-finger », active I'expression inductible par aluminium de
ALMT1, qui lui code pour un transporteur d’efflux de malate permettant I'exsudation de celui-
ci dans I'apoplaste des cellules de I'apex et y facilite ainsi la chélation et donc I'accumulation
du fer dans le MAR (luchi et al., 2007; Tokizawa et al., 2015). Le module STOP1-ALMT1 est
nécessaire pour déclencher la rapide inhibition de I'élongation cellulaire en condition de
carence en Pi et contribue parallelement a I’épuisement du MAR avec le module LPR1-PRD2

(Balzergue et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017; Godon et al., 2019).

2.3.4 lUinduction des genes impliqués dans le transport de Pi

Pour faire face aux carences en Pi, les plantes augmentent I'affinité et la capacité de
leur systeme de transport afin d’améliorer I'acquisition du Pi. La plante modele A. thaliana
induit ainsi l'expression de la famille de transporteurs membranaires PHOSPHATE
TRANSPORTER 1 (PHT1), co-transporteurs de Pi et H+ (Nussaume et al., 2011). Le Pi est ainsi
absorbé de maniére active dans un processus de co-transport, utilisant le gradient de protons
créé par les ATPases membranaires. Il existe 9 membres de la famille des transporteurs de Pi
a haute affinité, appelés PHT1;1 a PHT1;9, parmi lesquels PHT1;1 et PHT1;4 seraient les
contributeurs majeurs, en transportant plus de 70% du Pi racinaire total (Shin et al., 2004). Ces
transporteurs sont induits par la carence en Pi, mais cette rapide induction est réversible,

suggérant une régulation transcriptionnelle (Karthikeyan et al., 2002).

2.3.5 Améliorer lI'acquisition de Pi via la sécrétion de molécules dans la

rhizosphére

La réponse a la carence en phosphate est aussi accompagnée d’une forte expression
de phosphatases acides et de la sécrétion d’enzymes permettant I’hydrolyse du phosphate
organique présent dans la rhizosphéere, qui représente la forme de phosphate majoritaire dans

les sols. Par ailleurs, la sur-expression chez A. thaliana d’'une phosphatase acide de Medicago






Truncatula engendre une meilleure accumulation du Pi dans la plante (Xiao et al., 2006). Lors
de faibles concentrations externes en Pi, certaines plantes ont aussi la capacité de sécréter des
acides organiques, comme le malate et le citrate, permettant ainsi de faciliter la solubilisation

du Pi (Vance et al., 2003; Shen et al., 2005).

2.3.6 Les racines protéoides, une adaptation a la carence en Pi

Observées chez les Proteaceae et décrites pour la premiére fois comme des racines
« peu communes » par Adolf Engler, ce n’est qu’en 1960 qu’Helen Purnell adopte le terme de
racines protéoides, les décrivant comme des racines possédant de denses amas de petites
racines a la croissance déterminée (Purnell, 1960). A ce jour, les racines protéoides ont été
décrites dans plusieurs especes différentes issues des familles suivantes: Betulaceae,
Casuarinaceae, Cucurbitaceae, Eleagnaceae, Fabaceae, Mimosaceae, Moraceae, Myricacea,
Proteaceae et Restionaceae (Dinkelaker et al., 1995; Skene, 1998). Les racines protéoides
n’étant pas exclusives a la famille des Proteaceae, on retrouve dans la littérature le terme plus
général de « cluster root », faisant référence a une racine parentale comportant plusieurs
groupes compacts de petites racines courtes que nous appellerons « rootlettes » dans la suite
de ce manuscrit, un néologisme permettant de nommer ces petites racines tres spéciales. Les
racines protéoides, a l'instar de la symbiose mycorhizienne, constitue une adaptation
évolutive des plantes afin d’améliorer leur nutrition phosphatée (Dinkelaker et al., 1995). En
effet, ces racines spécialisées ont la capacité d’exsuder de grandes quantités d’acides
organiques, de phosphatases et de protons afin d’améliorer la biodisponibilité et I'absorption

de Pi (Neumann and Martinoia, 2002).

Ainsi, face au facteur limitant qu’est le Pi, les plantes ont développé diverses stratégies
afin de lutter contre la carence. Nous avons pu précédemment voir que I'apport d’engrais
commerciaux possede un impact non-négligeable sur I'environnement, et participe a
I’épuisement des réserves en phosphore de la planete. Ces dernieres années, les recherches

se sont donc concentrées sur la capacité des plantes a faire face a la carence en Pi.
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Figure i.7 : Le lupin blanc développe des racines protéoides en réponse a une carence en
phosphate. (A) Systeme racinaire d’un lupin blanc cultivé en présence de Pi, 22 jours apres
germination. (B) Systéme racinaire d’un lupin blanc cultivé en absence de Pi, 22 jours aprés
germination. On observe la présence de structures racinaires particulieres : les racines
protéoides. (C) Racine protéoide de lupin blanc récoltée sur des plantes cultivées en absence
de Pi, 16 jours aprés germination. La racine protéoide est ici composée d’un cluster de
rootlettes. Echelle A-C: 1 cm.



3. Le lupin blanc et les racines protéoides en réponse a la carence en Pi

Le lupin blanc (Lupinus albus L.) est une plante de la famille des Fabaceae, capable de
former des nodules fixateurs d’azote, qui possede également la capacité de développer des
racines protéoides. Il est intéressant de noter que le lupin blanc a perdu la capacité de former
des associations de type symbioses mycorhiziennes, et que sa capacité a développer des
racines protéoides est apparu il y a environ 2.5 millions d’années (Skene, 2000). Les genes
spécifiques de la symbiose mychorhizienne comme PT4, RAM1, RAM2, FatM, HA1, STR1, STR2
ou encore Exo70 ne sont pas présents dans le génome du lupin blanc (Hufnagel et al., 2020).
La capacité du lupin blanc a absorber I'azote et le Pi fait de cette plante cultivée une plante
adaptée aux sols pauvres, dont la culture ne nécessite pas d’engrais N et P. Ainsi, I'étude des

racines protéoides de lupin blanc suscite un grand intérét général.

3.1 Le lupin blanc, un modeéle pour I’étude des racines protéoides
3.1.1 Les racines protéoides du lupin blanc

Chez le lupin blanc, la carence en Pi induit la formation de structures racinaires
éphémeéres : les rootlettes, portées par les racines protéoides (Figure i.7A et 7B) (Johnson et
al., 1996; Watt and Evans, 1999; Neumann and Martinoia, 2002). Les racines protéoides, et
notamment les rootlettes, participent a I'augmentation de la surface d’échange dans la partie
haute du systeme racinaire, permettant au lupin blanc d’acquérir le Pi accumulé dans la partie

supérieure du sol (Watt and Evans, 1999).

3.1.2 linitiation et le développement des rootlettes

Les rootlettes se développent de maniere rapide et successive, créant un gradient
développemental spatial et continue le long de la racine protéoide (Figure i.7C) (Watt and
Evans, 1999; Neumann and Martinoia, 2002). Dans la littérature, les racines protéoides ont
été divisées en plusieurs stades de développement distincts, le plus souvent dénommées (i)
émergente, (ii) juvénile, (iii) mature et (iv) sénescente (Neumann and Rdmheld, 1999;

Weisskopf et al., 2006; Tomasi et al., 2008; Wang et al., 2010; Tiziani et al., 2020).






Chez le lupin blanc, l'initiation de la formation du primordium de rootlette débute par
la division de cellules du péricycle situées en face des pbles de xyleme et implique également
les cellules du cortex (Dubrovsky et al., 2000; Gallardo et al., 2019). Huit stades de
développement du primordium, ainsi que l'établissement d’'un gradient d’auxine durant
I'initiation jusqu’a I'’émergence ont été mis en évidence, suggérant que linitiation du
développement des rootlettes se déroule de maniére similaire a celle décrite chez A. thaliana

(Gallardo et al., 2019).

3.1.3 Les rootlettes exsudent de grandes quantités de molécules afin de

favoriser I'absorption de Pi

Non seulement les rootlettes augmentent la surface d’échange entre la plante et le sol,
mais elles sont également physiologiquement tres actives et ont la capacité de modifier la
rhizosphere afin d’améliorer la nutrition phosphatée. Les rootlettes sécretent de grandes
guantités de d’acides organiques, de protons, et de phosphatases dans le but de mobiliser le
Pi présent dans le sol (Neumann and Romheld, 1999; Massonneau et al., 2001). En effet,
I'exsudation de ces molécules permet d’acidifier la rhizosphere, ce qui entraine une meilleure
biodisponibilité du Pi (Massonneau et al., 2001). Deux acides organiques sont majoritairement
sécrétés par les rootlettes de lupin blanc : le malate et le citrate. Uaccumulation d’acides
organiques dans la rhizosphére, notamment le citrate, permet de chélater par échange
cationique les éléments formant des complexes avec le Picomme le Fe, Al et Ca (Jones, 1998).
Alors que le malate est principalement exsudé dans les stades juvéniles, voire de maniere
constante le long de la racine protéoide, plusieurs études attestent que I'exsudation de citrate
se fait préférentiellement dans les stades matures des racines protéoides (Neumann et al.,
2000; Neumann and Martinoia, 2002; Pefialoza et al., 2002; Lyu et al., 2016; Tiziani et al., 2020).
Par ailleurs, le « burst » d’exsudation de citrate est associé a I'expression de deux H+-ATPase
membranaire LHA1 et LHA2 chez le lupin blanc (Tomasi et al., 2009). Lors d’analyses
transcriptomiques, 'expression de 6 autres H+-ATPase a été mise en évidence comme induite
lors d’'une carence en Pi dans les racines protéoides de lupin blanc (O'Rourke et al., 2013). En
effet, les carboxylates ont un effet plus important sur la libération du Pi dans la rhizospheére
lorsqu’ils sont accompagnés par une sécrétion de protons (Neumann and Romheld, 1999;

Palomo et al., 2006). Parallélement, I'exsudation de citrate est aussi associée a 'augmentation



Figure i.8 : Les rootlettes ont une croissance déterminée. Coupe longitudinale (A) de I'apex
d’une racine protéoide et (B) d’une rootlette mature de lupin blanc. La structure cellulaire de
I’apex de la racine protéoide de lupin blanc présente une zone méristématique, indiquant sa
capacité a croitre de maniere indéterminée. En contraste, la structure de la rootlette montre
une absence de zone méristématique, la présence de la stele jusqu’au bout de I'apex ainsi que
des poils absorbants présents sur la totalité de la rootlette (Watt and Evans, 1999).



de I'expression et de 'activité d’une phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCase), permettant
d’alimenter les voies de biosynthése des acides organiques en carbone (Johnson et al., 1996;
Neumann and Romheld, 1999). Enfin, les rootlettes de lupin blanc ont la capacité de sécréter
de maniére abondante des phosphatases acides (SAPase) comme LaSAP1, permettant
d’hydrolyser le phosphate organique présent dans le sol et ainsi libérer de nouvelles réserves
de Pi (Gilbert et al., 1999; Wasaki et al., 2003; Zinn et al., 2009; O'Rourke et al., 2013; Lyu et
al., 2016). L'exsudation coordonnée de ces différentes molécules suggere que les rootlettes
sont des structures spécialisées dans des mécanismes physiologiques permettant une

amélioration de I'absorption du Pi.

Parallelement a leur aptitude a améliorer la solubilisation et la mobilité du Pi dans le
sol, plusieurs travaux indiquent que les rootlettes ont la capacité de I'absorber (Keerthisinghe
et al., 1998; Neumann et al., 2000; Liu et al., 2001; Lyu et al., 2016). Chez le lupin blanc,
I'expression de plusieurs transporteurs de Pi ont été mis en évidence comme régulés
positivement dans les racines protéoides (O'Rourke et al., 2013; Secco et al., 2014; Hufnagel
et al., 2020). Notamment, le transporteur de Pi a haute affinité LaPT1, qui présente une forte
homologie au gene AtPT2/AtPHT1 ;4, est fortement et particulierement exprimé dans les

racines protéoides et uniquement lors de carence en Pi (Liu et al., 2001; O'Rourke et al., 2013).

3.1.4 La croissance déterminée des rootlettes

Contrairement aux racines latérales et aux racines protéoides qui les portent, les
rootlettes se caractérisent par un développement déterminé (Skene, 1998; Neumann and
Romheld, 1999; Watt and Evans, 1999). En effet, les rootlettes se développent en mettant en
place une zone méristématique caractéristique, mais peu de temps aprées leur émergence,
elles subissent un arrét de croissance (Skene, 2000; Gallardo et al.,, 2019). La structure
cellulaire d’'une rootlette dont la croissance est arrétée (Figure i.8B) est fortement différente
de l'apex racinaire de la racine protéoide (Figure i.8A). En effet, lorsque les rootlettes ont
atteint leur taille finale, on peut observer que la totalité des cellules de la rootlette est
complétement différentiée, la stele atteint I'apex, et une multitude de poils absorbants
recouvrent la totalité de la rootlette, y compris lI'apex (Watt and Evans, 1999). Ces
caractéristiques suggerent la disparition de la zone méristématique, et la spécialisation de la

rootlette dans des mécanismes d’exsudation et d’absorption. La taille finale similaire des
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Figure i.9 : Echantillonnage spatial d’une racine protéoide pour la création d’un jeu de
données transcriptomiques. 10 racines protéoides issues de 4 plantes, cultivées 12 jours, en
carence en phosphate ont été disséquées a partir de I'apex de la racine protéoide en 8
morceaux dont 7 (S1-S7) de précisément 0.5 cm. 4 réplicats biologiques ont été effectués pour
chaque section.



rootlettes suggére que cet arrét de croissance est génétiquement programmé, mais les

déterminants moléculaires impliqués restent encore méconnus.

3.2 Les outils pour I’étude des racines protéoides de lupin blanc
3.2.1 Le séquengage du génome du lupin

Le génome du lupin blanc (variété AMIGA) a été séquencé au sein de notre équipe de
recherche Développement et Plasticité du Systeme Racinaire, et représente un outil de
référence précieux pour améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires liés au
développement et a la physiologie des racines protéoides (Hufnagel et al., 2020). 38 258 génes
ont ainsi pu étre annotés sur le génome du lupin blanc, qui présente 55% d’éléments répétés.
Le génome de référence ainsi que celui de 15 autres variétés de lupin blanc, re-séquencé par

notre équipe, sont disponibles au public sur https://www.whitelupin.fr/genome_browser.html

3.2.2 Les données transcriptomiques disponibles

Chronologiquement, on observe dans la littérature le développement d’un premier jeu
de données transcriptomiques mettant en évidence 2,128 genes différentiellement exprimés
(2-fold, P<0.05) entre les racines protéoides, les racines latérales et les feuilles en réponse a
une carence en Pi (O'Rourke et al., 2013). Par la suite, une analyse RNA-seq focalisée sur 3
stades de développement des racines protéoides (apex racinaire, stade immature et stade
mature) ainsi que 2 stades de développement de racines ne développant pas de racines
protéoides (apex racinaire et stade mature) a mis en évidence que plusieurs génes impliqués
dans le controle de l'activité méristématique et dans la réponse aux hormones étaient
impliqués dans l'initiation et la formation des racines protéoides (Secco et al., 2014). Afin de
mieux comprendre et décrire le développement des racines protéoides, notre équipe a généré
un jeu de données transcriptomiques couvrant spatialement toutes les étapes du
développement des rootlettes (Hufnagel et al., 2020). Une racine protéoide a ainsi été
fractionnée en 8 sections : une section SO contenant I'apex et sept sections de 0.5 cm (S1 a S7)
(Figure i.9). Ces données transcriptomiques ont notamment permis de mettre en évidence
I'expression de plusieurs genes LaPUCHI-like ainsi que d’autres génes régulateurs, dans la mise

en place précoce de l'initiation des rootlettes (Hufnagel et al., 2020).






3.2.3 La transformation hairy-root chez le lupin blanc

Chez le lupin blanc, la régénération de plantes transformées a partir de cals n’est pas
réalisable et donc la transformation stable via Agrobacterium tumefaciens n’est pas possible.
La technique de transformation hairy-root par A. rhizogenes a donc été développée et
constitue un outil rapide d’introduction de génes, permettant |'analyse de racines
transformées (Uhde-Stone et al., 2005). Bien que la balance auxine/cytokinine soit modifiée,
les racines transgéniques de lupin blanc sont morphologiquement similaires aux racines
sauvages (Uhde-Stone et al., 2005) et en particulier développent des « rootlettes-like ».
L'utilisation de cet outil chez le lupin blanc a plusieurs fois fait ses preuves, notamment dans
la visualisation tissulaire de promoteurs de génes d’intérét couplés au gene rapporteur GUS

(Uhde-Stone et al., 2005; Sbabou et al., 2010; Gallardo et al., 2019).






Objectifs de these

Les racines protéoides de lupin blanc sont une adaptation développementale a la
carence en Pi, et se caractérisent par la mise en place de courtes rootlettes a croissance
déterminée témoignant d’une grande plasticité du systéme racinaire. L'objectif principal de
ma these est de mettre en lumiére les acteurs moléculaires impliqués dans cette croissance
déterminée des rootlettes. Le développement successif des rootlettes le long de la racine
protéoide crée un gradient développemental et fait du lupin blanc une plante idéale pour
cette étude. Dans un premier temps, une description anatomique fine des rootlettes a été
nécessaire afin de comprendre et maitriser le modele d’étude. Puis, dans le but de mettre en
évidence des acteurs moléculaires de la croissance déterminée des rootlettes, des approches
fonctionnelles de type gene candidat et crible génétique ont été conduites. Enfin, des
approches transcriptomiques visant a comparer des racines a croissance indéterminée avec
des racines a croissance déterminée ont permis l'identification d’un acteur moléculaire

potentiellement impliqué dans le développement déterminé des rootlettes.






Description du développement
et de la fonction des rootlettes
de racines protéoides de lupin blanc







1. Introduction

Les rootlettes sont des racines d’ordre tertiaire qui se développent successivement et
de maniere tres dense le long des racines protéoides de lupin blanc, en réponse a une carence
en Pi (Johnson et al., 1996; Watt and Evans, 1999; Neumann and Martinoia, 2002). De
nombreuses études se sont intéressées a la fantastique capacité des rootlettes a solubiliser
puis absorber le Pi, cependant, peu d’analyses ont été dédiées a I'étude de leur
développement (Neumann and Romheld, 1999; Massonneau et al., 2001). Outre leur activité
physiologique spectaculaire, les rootlettes se caractérisent par une croissance déterminée
impliquant la différenciation de leur méristéme, et les déterminants moléculaires impliqués
dans ce phénomene ne sont pas connus (Watt and Evans, 1999). Leur émergence rapide et
successive entraine la formation d’un gradient développemental spatial et temporel le long
de la racine protéoide, faisant ainsi des rootlettes un modele particulierement intéressant
pour étudier la croissance déterminée des racines. En tirant profit de ce patron
développemental tres spécifique, ce premier chapitre propose (i) une description
histologique fine des différents stades de développement des rootlettes, (ii) une étude de
I’évolution de I'expression de marqueurs moléculaires de la zone méristématique lors du
développement des rootlettes et (iii) la mise en évidence d’une transition développementale
entre croissance et spécialisation fonctionnelle qui, a terme, fait de la rootlette une structure
entierement dédiée a la nutrition hydro-minérale. Alors que les études précédentes
portaient sur des classes d’age de rootlettes, ce travail a été mené sur un continuum
d’évolution de rootlettes de trés jeunes racines protéoides. Ces résultats sont appuyés
par une analyse approfondie des données transcriptomiques générées par I'équipe
(Hufnagel et al., 2020). Ce travail a été présenté sous la forme d’un article scientifique publié
en 2021 dans la revue « Frontiers In Plant Science ». Il apporte de nouvelles connaissances
anatomiques, moléculaires et fonctionnelles sur le développement séquentiel et
déterminé des rootlettes et propose [I'utilisation de ces structures racinaires comme
un modele pour I'étude du lien entre développement et spécialisation fonctionnelle

des racines.






2. Résultats

2.1 Article publié dans « Frontiers In Plant Science »

La numérotation des figures et la pagination dans cet article est indépendante du reste du

manuscrit.
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Dynamic Development of White
Lupin Rootlets Along a Cluster Root

Tamara Le Thanh, Barbara Hufnagel, Alexandre Soriano, Fanchon Divol,
Laurent Brottier, Célia Casset, Benjamin Péret, Patrick Doumas* and
Laurence Marqués*

BPMR, Univ Montpellier, CNRS, INRAE, Institut Agro, Montpellier, France

White lupin produces cluster roots in response to phosphorus deficiency. Along the
cluster root, numerous short rootlets successively appear, creating a spatial and
temporal gradient of developmental stages that constitutes a powerful biological
model to study the dynamics of the structural and functional evolution of these
organs. The present study proposes a fine histochemical, transcriptomic and functional
analysis of the rootlet development from its emergence to its final length. Between
these two stages, the tissue structures of the rootlets were observed, the course of
transcript expressions for the genes differentially expressed was monitored and some
physiological events linked to Pi nutrition were followed. A switch between (i) a growing
phase, in which a normal apical meristem is present and (ii) a specialized phase for
nutrition, in which the rootlet is completely differentiated, was highlighted. In the final
stage of its determinate growth, the rootlet is an organ with a very active metabolism,
especially for the solubilization and absorption of several nutrients. This work discusses
how the transition between a growing to a determinate state in response to nutritional
stresses is found in other species and underlines the fundamental dilemma of roots
between soil exploration and soil exploitation.

Keywords: white lupin, rootlet, cluster root, determinate growth, mineral nutrition

INTRODUCTION

Plant roots are adaptive systems able to adjust their architecture and physiology to their fluctuating
environment in order to achieve efficient uptake of water and mineral nutrients (Rogers and
Benfey, 2015). Among the mineral nutrients, phosphorus holds a special place. Indeed, roots
take up inorganic phosphate (Pi) from the soil solution, but Pi is poorly soluble and promptly
forms complexes with abundant cations in the soil such as calcium or magnesium, and becomes
unavailable for plant nutrition (Holford, 1997). As a result, plants often experience Pi deprivation
and have developed strategies to structurally and functionally adapt their root system. The
modification of the root architecture in response to Pi deficiency has been widely studied in
the model plant Arabidopsis thaliana (Williamson et al., 2001; Lépez-Bucio et al., 2002; Al-
Ghazi et al, 2003; Nacry et al., 2005; Péret et al., 2014). One of the most important changes
observed in the adaptation of the A. thaliana root system to Pi deficiency, is the arrest of primary
root growth and the increase in the number and length of lateral roots (Bouain et al., 2016;
Balzergue et al., 2017). This developmental plasticity is based on de novo organogenesis of root
meristems from primary root differentiated tissues that initiate the new lateral root primordia
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(Trinh et al., 2018). These primordia evolve into meristems
expressing the same key regulators that the embryonic
primary root meristem. Among these main root architecture
regulators, the transcription factors WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX 5 (WOX5), REPRESSOR OF WUSCHELI
(ROW1), SCARECROW (SCR), SHORTROOT (SHR),
PLETHORAs (PLTs), NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN
9 (FEZ) and SOMBRERO (SBR) play a critical role to build a
well-defined cellular organization with a central stem cell niche
surrounding the organizing center, providing all the cell types of
the root and the root cap (Malamy and Benfey, 1997; Willemsen
et al., 2008; Zhang et al., 2015; Goh et al., 2016; Du and Scheres,
2017). Arabidopsis thaliana root physiology is also altered during
Pi deprivation with an increase in the exudation of protons,
organic acids and enzymes such as acid phosphatases (Pantigoso
et al., 2020). All these changes are orchestrated by a complex
molecular pathway, named PSR for “Pi Starvation Response”
(Chiou and Lin, 2011; Puga et al., 2017). Homologous genes
involved in the PSR pathway have been identified in many other
species, including major crops, showing that this response to
Pi deficiency is highly ubiquitous (Secco et al., 2013; Lyu et al,,
2016). However, white lupin (Lupinus albus L.) is a pulse crop
in which root response to Pi deficiency is spectacular. Indeed, it
produces very specialized roots, called cluster roots or proteoid
roots, in response to Pi limitation (Johnson et al., 1996; Watt
and Evans, 1999; Neumann and Martinoia, 2002). A cluster root
is a lateral root along which hundreds of very short rootlets
develop, forming one to several very dense clusters. Not only do
these numerous rootlets improve the exchange surface between
plant and soil, but they also modify the rhizosphere zone to
improve mineral nutrition. Indeed, they secrete large amounts
of organic acids, phosphatases and protons, resulting in an
“exudative burst” that improves overall Pi solubilization and
acquisition (Neumann and Romheld, 1999; Massonneau et al.,
2001). It should be noted that these responses to Pi deprivation
are quite similar to those observed in A. thaliana, but with a
much larger scale (Lopez-Bucio et al., 2003). White lupin cluster
roots are therefore structural and functional units combining
developmental and physiological processes that are particularly
effective in improving Pi nutrition (Watt and Evans, 1999;
Lambers et al., 2006).

In this perspective, white lupin root constitutes a very
interesting model to understand how a root system can be up-
graded for nutrient-efficiency acquisition. We recently obtained
a high-quality genome of white lupin and transcriptomic data
that have contributed to the understanding of the molecular
changes involved in structural and physiological responses
leading to cluster root formation and function (Hufnagel et al,,
2020). The numerous rootlets appearing along the cluster root
seem to follow an initial developmental pattern similar to
the lateral root one (Gallardo et al., 2019). In this study, we
combine anatomical, transcriptomic and functional approaches
to describe the evolution of white lupin rootlets from their
emergence to their final growth arrest, in order to better
understand the developmental steps of these specialized organs.
The rapid and successive emergence of rootlets, along lateral
roots, leads to the formation of a continuous spatial gradient

of rootlets bearing all developmental stages. We took advantage
of this patterning to use one cluster of rootlets as a very
fine developmental model for studying the evolution of rootlet
structure and function dedicated to soil exploration (foraging)
and Pi absorption (mining), which are the two enter points to
improve water and nutrient acquisition efficiency in plants.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials and Growth Conditions

Seeds of white lupin (L. albus cultivar Amiga from Florimond
Desprez, France), of 8 mm size, were used in all experiments.
Seedlings were cultivated in growth chambers under controlled
conditions (16 h light/8 h dark, 25°C day/20°C night, 65%
relative humidity and PAR intensity 200 wmol m~2 s~!). Seeds
were germinated on vermiculite substrate for 4 days then
either transplanted in 1.6 L pots or 200 L tanks depending on
the experiments. The hydroponic solution was modified from
Abdolzadeh et al. (2010) without phosphate: MgSO4 54 wM;
Ca(NO3); 400 uM; K,SO4 200 wM; Na-Fe-EDTA 10 wM; H3BO3
2.4 wM; MnSOy4 0.24 wM; ZnSOy4 0.1 wM; CuSOy4 0.018 M and
Na;MoOy 0.03 M. The solution was continuously aerated and
was renewed every 7 days for pots.

Molecular Cloning

We focused on three genes known to be involved in the
network controlling the meristem maintenance in the model
plant A. thaliana: WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5
(WOX5), SCARECROW (SCR) and REPRESSOR OF WUSCHEL
I (ROWI1) (Drisch and Stahl, 2015). Taking advantage of
our previously acquired genomic and transcriptomic data
(Hufnagel et al., 2020), we selected white lupin genes with
both high sequence homologies with A. thaliana genes and a
high expression level in the cluster root: Lalb_Chr04g0250731
and Lalb_Chr18g0052701 for LaWOX5.1-like and LaWOX5.2-
like, respectively, Lalb_Chr01g0019561 for LaROW1-like and
Lalb_Chr19g0123861 for LaSCR-like (*Supplementary Figure 1).
Promoter sequences of pLaWOX5.1-like (Lalb_Chr04g0250731),
pLaWOX5.2-like  (Lalb_Chr18g0052701),  pLaROWI-like
(Lalb_Chr01g0019561) and pLaSCR-like (Lalb_Chr19g0123861)
were extracted from white lupin genome [(Hufnagel et al,
2020) (see text footnote 1)]. pLaSCR-like was cloned according
to Sbabou et al. (2010). The primers for pLaWOX5-like (F-5'-
GGACGCTATAAAAGAATCACA-3'; R-5'- GCTCAATGATTC
TGTGCCTCT-3') and pLaROWI-like (F-5'- CGAGGAGCT
TGAGTTGTCTCC -3; R- 5'- ATCCATTGTCCATTTAGAAT
TGC-3") were designed using Primer3Plus (Untergasser et al,
2012). They were used to amplify, respectively, a total of
2,032 bp and 1,181 bp upstream of the start codon of LaWOX5-
like and LaROW1I-like from white lupin genomic DNA with
the addition of the attbl (5-GGGGCCAAGTTTGTACA
AAAAAGCAGGCT-3') and attb2 (5-CCCCCCACTTTGT
ACAAGAAAGCTGGGT-3') adapters. Amplified fragments
were cloned into the pDONR221, then cloned into the binary
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plasmid pKGW-FS7 (Karimi et al., 2002) by Gateway reaction
following the manufacturer’s instruction (Thermo Fisher). The
pKGW-ES7 contains the glucuronidase gene (GUS) used as a
reporter gene and the red fluorescent (DsRed) gene, under the
control of an ubiquitine promoter, to control the transformation
status of the hairy roots.

Hairy Root Transformation of White

Lupin

Hairy root transformation of white lupin was performed
following protocol previously described (Gallardo et al., 2019),
with the following modifications: six days after transformation,
seedlings were transferred to vermiculite and put into little
greenhouses to increase humidity level. Ten days later, 8 plants
growing hairy roots were transferred into 1.6 L pot. After 8
to 12 days of culture in hydroponic conditions, roots were
sampled and screened for red fluorescent protein (DsRed) as
an in vivo marker for transformation allowing the selection
of transformed roots. Each transformed root represents an
independent transformation event.

Histochemical Analysis

Histochemical staining of B -glucuronidase was performed on
transformed hairy roots. Roots were incubated in a phosphate
buffer containing 1 mg/mL X-Gluc as a substrate (X-Gluc 0.1%;
phosphate buffer 50 mM, pH 7, potassium ferricyanide 2 mM,
potassium ferrocyanide 2 mM, Triton X-100 0.05%) during 60 to
90 min and then washed before fixation.

Fixation and Clearing Procedure

Roots dedicated to agarose inclusion were fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) during 120 min at room temperature
under vacuum treatment. The roots were then washed twice
2 min in 1X PBS and moved to the clearing solution ClearSee
(Ursache et al., 2018) under vacuum treatment for 48 h. ClearSee
solution was prepared by mixing 10% (w/v) Xylitol (W5079
Sigma), 15% (w/v) Sodium deoxycholate (D6750 Sigma) and 25%
(w/v) Urea (EUOD14-D Euromedex) until complete dissolution
of powders. Clearing solution was changed every day. Roots
dedicated to resin inclusion were incubated in a fixative solution
containing 2% formaldehyde, 1% glutaraldehyde and 1% caffeine
for 2h at 4°C.

Microscope Analysis of Resin-Included

Samples

For resin inclusion, roots were dehydrated in successive
ethanol baths: 50% (30 min), 70% (30 min), 90% (1 h),
95% (1 h), 100% (1 h) and 100% (overnight). Samples were
impregnated with half pure ethanol and half Technovit 7100
resin (Heraeus Kulzer, Wehrheim, Germany) for half a day,
then in 100% resin for 2 days. Roots were then embedded
in resin following the manufacturer’s recommendations. Thin
resin sections of 8 wm were produced using a microtome
(RM2165, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) then stained
with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for 5 min in the dark.
Staining solution was rinsed with MilliQ water. Resin sections

were mounted in water and observed either with an Olympus
BX61 epifluorescence microscope (Tokyo, Japan) or a Zeiss
observer 7/ApoTome.

Microscope Analysis of

Agarose-Included Samples

For agarose inclusion, 14 days-old PFA-fixed and ClearSee-
cleared cluster roots were transferred in 0.001%o Calcofluor-
ClearSee solution (Fluorescent Brightner 28 F3543 Sigma) during
1 h 30 under vacuum treatment. Roots were washed in 2 ClearSee
baths for 10 min and then included in 4% (m/v) agarose.
Thin sections of 80 to 100 wm were cut with a vibratome
(Microcut H1200, Bio Rad, Hercules, CA), mounted in ClearSee
and observed with confocal laser scanning microscopy (Leica SP8
microscope) with a 20X water objective and the 401 nm line.
Fluorescence emission was collected from 420 to 500 nm. Images
were analyzed with Fiji Software and cell lengths were measured
with Fiji macro Cell-O-Tape (French et al., 2012), along 300 wm
following a cortical cell line starting from the organization center.

Transcriptome Analysis

RNA-seq raw data were obtained by the team (Hufnagel et al,
2020) and are available from the white lupin publicly shared
database (see text footnote 1). Briefly, after 12 days of culture,
ten cluster roots coming from four plants were harvested and
dissected in seven sections from the apex. Four biological
replicates were produced. Independent cluster root RNA-seq
libraries were constructed and sequenced at Get-PlaGe core
facility (INRAE, Toulouse, France). Raw reads have been cleaned
using Cutadapt (Martin, 2011), and then mapped on the white
lupin genome using Hisat2 (Kim et al., 2019). Gene count data
has been obtained using StringTie (Pertea et al., 2015). In this
study, we extended previous study by re-analyzing the RNA-
seq data using DIANE web interface, a recent application for
the analysis of high throughput gene expression data (Cassan
et al,, 2021) in order to provide information on the global
gene activity during rootlet life. We selected the differentially
expressed transcripts (DETs) between the section with pre-
emerging rootlets (S1) and the section with rootlets that have
just reached their final size (S7) using absolute log2(Fold
Change) > 1 and False Discovery Rate (FDR) < 0.01. A clustering
of the normalized gene expression profiles along cluster root
of the 7,234 DETs obtained, has then been performed with the
Coseq package in DIANE website, using Poisson mixture model
(Cassan et al., 2021).

Sampling and Expression Analysis of
Cluster Root Genes (QRT-PCR)

Fourteen days after germination, six different types of 0.5 cm-
long fragments were dissected along the cluster roots: (i) cluster
root tip, (ii) stage II, (iii) stage III, (iv) stage IV, (v) stage V,
and (vi) link. The link segment, corresponding to the attachment
of the cluster root to the primary root, where no rootlets
develop, was used as a control. Total RNA was extracted for
each sample using the Direct-zol RNA MiniPrep kit (Zymo
Research, Irvine, CA). RNA concentration was measured on a
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NanoDrop spectrophotometer (ND1000). cDNAs were prepared
with 2 pg total RNA using the revertaid First Strand cDNA
Synthesis (Thermo Fisher). Gene expression was quantified by
quantitative Real Time - Polymerase Chain Reaction (qRT-
PCR) (LightCycler 480, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)
using the SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH, Takara, Clontech,
Mountain View, CA). Specific primer pairs were designed
with Primer3plus® (Supplementary Table 2). Expression levels
were normalized to a putative initiation factor eIF-4 gamma
LaNORM1I (Lalb_Chr07g0195211). Relative gene expression
levels were calculated according to the AACt using the link
sample as a calibrator. Four biological replicates were performed.

Pi Influx Measurement in Rootlets

Cluster roots of 14 days old seedlings were dissected the same
way as for the qRT-PCR analysis. Each sample contained 6
segments of 0.5 cm and triplicates were collected. Segments were
washed 2 min in cold solution (MES 2 mM pH 4.5, CaSO4
0.2 mM, NaH,PO4 50 wM) and then incubated 45 min with
0.2 |LCi **P/mL. Finally, segments were washed 3 times 15 s in
0.2 mM CaSOy kept on ice and transferred into 0.1 N HCI for
30 min under agitation. We aliquoted 300 nL of HCI solutions
in 5 mL counter tubes already containing 3 mL of scintillation
liquid. Radioactivity was counted with the Liquid Scintillation
Counter TRI-CARB (Packard 2100TR). The link segment, where
no rootlets were developed, was used as a control.

Malate and Citrate Exudation in Rootlets
Cluster roots of 14 days old were dissected the same way as
for the qRT-PCR analysis and five replicates were performed.
For each developmental stage, the dissected fragments were put
into Eppendorf tubes containing 1 mL of MilliQ water and
agitated for 3h. The solution was used to quantify organic acids by
ion exchange chromatography ICS-5000 HPIC system (Thermo
Scientific Dionex), using an IonPac® ASI11 analytical column
(250 mm x 4mm) with an isocratic gradient of 4 to 28 mM KOH
for 16 min, with a volume of sample injected of 25 L.

Statistical Analysis

The results are presented as means =+ standard error (SE).
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 9.
Data were analyzed by ordinary one-way analysis of variance
(ANOVA) and means were compared using Tukey multiple
comparisons test at p < 0.05 to determine significant differences.

RESULTS

Characterization of Rootlets

Development

The present study focused on the root systems of 16-days-old
white lupin that produced several cluster roots in their upper
part in response to phosphorus starvation (Figure 1A). Each
young cluster root carried a single cluster of third-order lateral

*http://primer3plus.com

roots with a determinate growth, named rootlets (Figure 1B).
In our growing conditions, these rootlets reach a final length of
about 3 mm in two to three days (Figure 1C). These rootlets
successively emerge along the cluster root, and within a cluster,
the youngest ones are always at the tip-side of the cluster root.

Along a cluster, the spatial gradient representing the dynamic
evolution over time of rootlet development has been divided
into five typical stages (Figure 2A). To investigate the different
morphological stages of rootlet development, the cluster roots
were stained with the fluorescent calcofluor—white dye which
labels cellulose in cell walls. We defined stage I as the pre-
emerging state in which the rootlet primordia are formed but
have not yet cross the last layer of the cluster root epidermis
(Figure 2B). In stage II, the rootlet has completely emerged
and comes into contact with the rhizosphere (Figure 2C). Then,
during stage III, a growing phase occurs while root hairs appear
in the differentiating zone (Figure 2D). In stage IV, rootlets
reach their final length and root hairs start to overrun the
tip (Figure 2E). Finally, in stage V root hairs cover the entire
rootlet including the tip (Figure 2F). These events are continuous
and can be followed spatially along one young cluster. The
presence of root hairs around the tip at stage V suggests a
complete differentiation of all the rootlet cells and hypotheses the
disappearance of the meristematic zone.

In order to confirm this hypothesis and to describe more
accurately the developmental evolution at a tissular level,
the rootlet meristems were observed at different stages of
development with DAPI staining to monitor cell divisions
(Figure 3). Up to stage III, rootlet tips showed a pattern similar
to that of the cluster root tip (Figure 3A), with a typical
root cap and a characteristic stem-cell niche, giving rise to
cell lines with dividing activity (Figures 3B-D). Nonetheless,
from stage IV to stage V, quite different patterns were observed
including a decline followed by the complete disappearance of
mitotic activities (Figures 3E,F). To support these findings, we
performed confocal microscopy analyses on longitudinal sections
stained with calcofluor-white dye in order to measure cell lengths
of a cortical lineage from stage IIT to V (Figures 4A-C). Small
meristematic cells with an average size of 13.7 um were found
at stage III, elongating cells with an average size of 35.1 pm
at stage IV, and fully differentiated cells with an average cell
size of 48.8 wm at stage V (Figure 4D). At this final stage of
development, the vasculature has reached the apex of the rootlet,
the root cap has disappeared and root hairs have covered the tip.

Finally, the loss of cell division activity, the elongation of
the cells, the root hairs covering the apex and the central
cylinder reaching the tip of the rootlet, reveal the exhaustion
of the meristem and the complete differentiation of the rootlet,
but nevertheless, it remains well-structured and organized
without damage or swelling, as illustrated in the summary
drawing (Figure 4E).

Meristem Molecular Markers

In order to characterize the development of the rootlet tip at a
molecular level, we monitored the tissular expression of some
canonical meristematic markers during the rootlet development.
GUS reporter constructs, introduced in white lupin by hairy root
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FIGURE 1 | White lupin root system architecture. (A) Root system of a 16-days-old white lupin hydroponically grown in Pi deficiency conditions resulting in the
development of several cluster roots each bearing a single cluster of rootlets (*). (B) A typical 7 cm-long cluster root displaying one cluster of rootlets.
(C) Measurement of rootlet length: 5 rootlets were measured in 0.5 cm sections from the tip of the root to the end of the cluster (n = 21). Scale bars: (A-B) 1 cm.

transformation, were used to monitor the expression patterns
of these genes. We observed GUS staining patterns in hairy-
roots morphologically similar to young wild cluster roots and
whose transformation was confirmed by the visualization of
a constitutive DsRed marker. All the GUS reporter genes
were highly expressed in the earliest rootlet primordia stages
(Figure 5). In stage I (primordia) and II (post-emergence),

the pLaSCR-like:GUS construct was expressed in the organizing
center and endodermal cells (Figures 5A,B), and the pLaROW -
like:GUS, in the proximal zone above the organizing center
(Figures 5E,F). These expression profiles are fully comparable
to the canonical profiles observed in the meristem of the model
plant A. thaliana (Sabatini et al., 2003; Zhang et al, 2015).
pLaWOX5.1-like:GUS did not show a specific expression pattern
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Proteoid root tip

FIGURE 2 | Spatio-temporal evolution of rootlet development. (A) Division of a cluster into 5 stages of rootlet development. Calcofluor was used to stain 100-pm
thin longitudinal sections of rootlets at (B) Stage I: pre-emergence. (C) Stage II: emergence. (D) Stage lll: growing. (E) Stage IV: rootlets having reached their
maximal length. (F) Stage V: fully differentiated rootlets. Red arrows indicate the closest root hair from the tip. Scale bars: (A) 1 cm, (B=F) 100 pm.

(data not shown), whereas pLaWOX5.2-like:GUS expression was
localized in the rootlet primordia, and we therefore chose this
gene for further analysis. pLaWOX5.2-like:GUS was expressed
in the apex of the rootlet at stages I and II but more broadly
than expected by strict analogy with A. thaliana meristem (Pi
et al., 2015) (Figures 5L,J). Nonetheless, the three meristematic
molecular markers tested highlighted that a typical meristematic
zone is present at the tip of the rootlet in the very first
developmental stages. Then, from the growing stage III, GUS
staining completely disappeared for the pLaSCR-like:GUS and
pLaROWI-like:GUS constructs (Figures 5C,G), while it was still
maintained for pLaWOX5.2-like:GUS (Figure 5K). At stage IV,
we mainly observed GUS staining in the vascular tissues of hairy-
roots expressing pLaWOX5.2-like:GUS, while the intensity of the
staining in the meristematic zone weakened, confirming the very
special expression profile of the LaWOX5-like genes (Figure 5L).
For the other markers, there was no more staining in the root
tissues from stage III onward (Figures 5D,H).

These results confirm the previous anatomical observations.
Indeed, a canonical meristematic zone is present at the rootlet tip
at the early stages of development, and gradually depletes during
the growth phase until the determinate state.

Spatial Transcriptomic Analysis of the
Rootlet Life

In order to get a global vision of gene expression during the
different phases of the rootlet development, from the pre-
emergence to the final growth stage, the transcriptome of each
of the 8 zones of one cluster of rootlets (named SO to S7),

previously carried out (Hufnagel et al., 2020) was analyzed
using DIANE, a tool for the analysis of high throughput
gene expression data (Cassan et al., 2021). A total of 7,234
differentially expressed transcripts (DETs), including 3,329
up-regulated and 3,905 down-regulated genes, were detected
comparing the pre-emergence stage (S1) and final growing
stage (S7). The time courses of expression of these DETs
along the cluster of rootlets were then analyzed and grouped
into 6 spatial/temporal profiles (Figure 6). Interestingly,
the profiles present maxima of transcript accumulation in,
respectively, the S1/S2 (profile 1), S4 (profile 2), S5/S6 (profile
3) and S6/S7 (profile 4) and S7 (profile 5 and 6), revealing five
successive waves of developmental stages. To gain an insight
into the differences in biological processes that are likely to
characterize these successive waves of gene expression, a GO
enrichment analysis was performed on the set of DETs from
the six profiles (Supplementary Figure 2 and Supplementary
Table 1). Among the most significantly overrepresented GO
terms for the profile 1, we find several GO terms associated
with “auxin-activated signaling pathway,” “regulation of growth
meristem,” and “procambium histogenesis;,” reflecting the
biological processes of root meristem organogenesis, with
for instance, the presence in this profile of genes encoding
PLETHORA-like (Lalb_Chr01g0003341, Lalb_Chr01g0003331),
PUCHI-like (Lalb_Chr07g0177601, Lalb_Chr13g0303751,
Lalb_Chr15¢0086951, Lalb_Chr18g0055601), LBDI16-like
(Lalb_Chr02g0142301, Lalb_Chr06g0162491) and WOX5-like
(Lalb_Chr04¢0250731, Lalb_Chr18¢0052701). All these genes
are known to be involved in morphogenesis of the early
lateral root primordium. In the profile 2, a large proportion of
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Cluster root tip

FIGURE 3 | Anatomical study of the cluster root tip, and rootlet tips at different stages of development. DAPI was used to stain 8-pum thin longitudinal sections of (A)
cluster root tip, and rootlet tips at (B) stage |, (C) stage Il, (D) stage lll, (E) stage IV, (F) stage V. Scale bars: (A=F) 50 pm.

DETs are enriched into the category of biological processes as
“cell division” and “microtubule-based movement” including
genes such as ANTEGUMENTA-like (Lalb_Chrl6g0381611),
BABYBOOM/PTL4-like  (Lalb_Chr06g0168521), ROWI-like
(Lalb_Chr01g0019561), and PLETHORA1I/2-like (Lalb_Chrl9
g0138171) and a large number of cyclins (Lalb_Chr10g0101501,
Lalb_Chr20g0108171, Lalb_Chr10g0106101, Lalb_Chr09g03212
81, Lalb_Chr08g0241201, Lalb_Chr11g0063951, Lalb_Chr22g
0354811 and others). All these genes are expressed in
meristematic and division-competent states. As expected,
profiles 1 and 2 are therefore clearly characteristic of meristem
formation and activity.

In profiles 3 and 4, a clear shift occurs. Seventeen genes
encoding Pectin Methyl Esterase Inhibitors (PMEIs) are found in
profile 3. Pectin Methyl Esterase Inhibitors can be considered as
a determinant of cell adhesion, cell wall porosity and elasticity,
as well as a source of signaling molecules released upon cell
wall remodeling. In profile 4, a strong enrichment for “cell
wall organization” and “oxidative stress” marker genes including
peroxidase gene family, stand out. Deep changes in cell walls seem
to characterize these stages of rootlet development.

Both profiles 5 and 6 show a peak of transcript accumulation
in section S7. In profile 5, physiological responses to Pi

starvation appear with the biological functions “cellular
responses to phosphate starvation” and “dephosphorylation”
including the phosphatase acid gene family. This is an
expected response as the plants were grown in Pi deficient
condition. In profile 6, the enriched GO terms detected the
term “tricarboxylic acid cycle” (Supplementary Table 1)

in which are found genes coding for enzymes such
as citrate synthase (Lalb_Chr04g0248661, Lalb_Chr25g
0283641,  Lalb_Chrl0g0106821), malate  dehydrogenase

(Lalb_Chr21g0312041, Lalb_Chr13¢0303211), isocitrate
dehydrogenase (Lalb_Chr10g0104131), succinate dehydrogenase
(Lalb_Chr23g0273091, Lalb_Chr16g0377871) and also three
phosphoenolpyruvate  carboxylase  (Lalb_Chr01g0006821,
Lalb_Chr25¢0285901,  Lalb_Chr20g0109301). These root
PEPcase are typical of lupin root metabolism. In the late
stages of sampling (S6-S7), rootlets reached their maximum of
physiological activity with activation of PEPcases and TCA cycle
supporting the burst of citrate exudation characteristic of the
response of white lupin to phosphate deficiency. Interestingly,
among the transcripts upregulated at the late developmental
stages, a huge over-representation of transcripts involved in
transmembrane transport occurs (Supplementary Figure 2)
with 51 genes encoding for members of the plasma membrane
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FIGURE 4 | Evolution of cortical cells in the rootlet tips from stage Il to V. Calcofluor was used to stain 100-pm thin longitudinal sections of rootlets. Typical images
of rootlet tips at (A) stage Ill, (B) stage IV, and (C) stage V, are shown. Cell lengths were measured with Cell-o-Tape along 300 pm following a cortical cell line starting
from the organization center (D) Cell lengths of a cortical line from stage Ill to V (n = 11). (E) Schematic representation of the evolution of rootlet tip before and after
the developmental shift. Dz, differentiation zone; Ez, elongation zone; Pm, proximal meristem; Scn, stem cell niche; Dm, distal meristem; Cl, Columella. Scale bars:
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transporters involved in phosphate, nitrate, ammonium,
potassium, sulfate, iron, zinc, and calcium transport (Table 1).
Other genes implicated in H', sugar or water transport, ABC
transporters and major facilitator superfamily are likewise
present. Many homologs of membrane transport genes
involved in nutrition are found to be highly expressed in
later phases of rootlet development. These data confirm the total
integrity of the plasma membrane and its high activity level
at these stages.

In order to validate the results from RNA-seq analysis,
transcripts of 6 selected genes, which were significantly expressed
and mostly implied in nutrient transport were analyzed by
Real-Time-qPCR (Supplementary Figure 3). Genes considered
for this analysis are coding for a Pi transporter (LaPHTI;5-
like Lalb_Chr04g0259111 - profile 4), a sulfate transporter
(LaSULTR1;3-like Lalb_Chr20g0123111 - profile 4), a H(+)-
ATPase (LaHA9-like Lalb_Chr18g0052441 - profile 4), an iron
transporter (LaIRTI1-like Lalb_Chr13g0291391 - profile 5),

a nitrate transporter (LaWR3-like Lalb_Chr07g0183011 -
profile 6) and an ammonium transporter (LaNH4-like
Lalb_Chr07g0184111 - profile 4). The expression of
these 6 genes was assessed in stage II to V of rootlet
development, in the cluster root tip, and in the link section
corresponding to the attachment of the cluster root to the
primary root where no rootlets are developed. The results
obtained were fully consistent with the RNA-seq analysis
(Supplementary Figure 3).

Rootlet Functional Phase

As we could observe in the late stages of rootlet development
a burst of genes implied in responses to phosphate starvation
as well as genes implied in phosphate transport, we decided
to assess phosphate absorption and organic acid exudation
during the course of rootlet development as defined in Figure 1
in order to detect at which stage of development the Pi
metabolism is boosted.
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FIGURE 5 | Tissular expression patterns of three meristematic markers during rootlet development. The promoter activities of three genes typically expressed in the
meristematic zone were studied with a GUS-reporter-based analysis on 80-pum longitudinal sections of transgenic hairy-root tips. Images from stages | to IV are
shown for each promoter (A-D) pLaSCR-like:GUS, (E-H) pLaROW1-like:GUS, (I-L) pLaWOX5.2-like:GUS. Scale bars: (A-L) 100 wm.
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Uptake of Pi was investigated by performing 3*P labeling
assays using excised cluster root segments corresponding to stage
IT to V of rootlet development. Pi influx significantly increased in
stages IV and V, with at least a 2-fold higher uptake compared to
stages IT and III (Figure 7A).

Citrate and malate exudations were also quantified in stage II
to V of rootlet development, on the cluster root tip and the link
segment (Figures 7B,C). Malate exudation remained constant in
the root tip and the stages II, IIT and V but a two-fold increase
was observed in stage IV (Figure 7B). No detectable excretion of
citrate was observed in the cluster root tip. However, a gradual

increase in citrate exudates was detected during the rootlet
development. The amount of released citrate was at least 100% to
150% higher in stage IV and stage V, respectively, compared to the
cluster root tip, link and stages II and III (Figure 7C). These data
indicate that rootlets exudate large amounts of citrate as soon as
they reach their final length. The same profile was obtained with
a normalization by fresh weight (data not shown).

Taken together, these findings indicate that rootlets at the
end of the growing phase evolve in specialized structures able
to uptake large amounts of Pi and to exudate large amounts
of organic acids.
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FIGURE 6 | Clustering analysis of the normalized expression profiles of the differentially expressed transcripts between S1 and S7 sections of the RNA-seq
experiment. Normalized gene expression profiles come from our previous RNA-seq study (Hufnagel et al., 2020). The clustering was performed with the Coseq
package in DIANE (Cassan et al., 2021). The numbers of genes clustered in each gene expression profile are the following: Profile 1: 1,792; Profile 2: 2,129; Profile 3:
411; Profile 4: 482; Profile 5: 584; Profile 6: 1,836. Below each profile, the cluster root sections from S1 to S7 of the RNA-seq analysis are presented.
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DISCUSSION

From the End of Its Growth, the Rootlet

Is a Highly Active Nutrition-Specialized
Organ

The formation of clusters of rootlets constitute a spectacular
developmental and functional adaptation of white lupin to
cope with phosphorus deficiency (Neumann and Martinoia,
2002). Their physiological activity has been widely documented
(Dinkelaker et al., 1989; Neumann et al., 2000; Massonneau
et al., 2001; Tomasi et al., 2009; Miiller et al., 2015). However,

few studies have been dedicated to the development of these
structures. The very early developmental stages, including the
initiation and the formation of rootlet primordia, have been
described (Cheng et al., 2011; Gallardo et al, 2019). They
appeared to be very similar to the lateral root formation in the
model plant A. thaliana, with the establishment of an auxin
maximum and the progressive organogenesis of a new meristem
from the inner tissues of the root. The development of the rootlet
itself is then more specific. Many works studied long cluster roots
bearing several clusters of rootlets of different age: emergent,
juvenile, mature and senescent, but did not describe the dynamics
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TABLE 1 | List of plasma membrane transport genes overexpressed in the late stages of rootlet development.

Lupin gene code Arabidopsis gene code Gene description Element Profile number
Lalb_Chr20g0113031 AT2G37330 Aluminum sensitive 3 (ALS3) Aluminum Profile 5
Lalb_Chr07g0185661 AT4G21120 Amino acid transporter 1 (AAT1) Amino acid Profile 6
Lalb_Chr14g0363171 AT5G40780 Lysine histidine transporter 1 (LHT1) Amino acid Profile 6
Lalb_Chr03g0042381 AT3G09330 Amino acid transporter (AVT1G) Amino acid Profile 6
Lalb_Chr13g0295001 AT3G 13620 Polyamine uptake transporter 4 (PUT4) Amino acid Profile 6
Lalb_Chr17g0344301 AT3G13620 Polyamine uptake transporter 4 (PUT4) Amino acid Profile 6
Lalb_Chr07g0184111 AT2G38290 Ammonium transporter 2 (AMT2) Ammonium Profile 4
Lalb_Chr18g0052441 AT1G80660 H(+)-ATPase 9 ATPase Profile 4
Lalb_Chr20g0116471 AT1G80660 H(+)-ATPase 9 ATPase Profile 5
Lalb_Chr13g0303081 AT5G61350 Protein kinase superfamily protein (CAP1) Calcium Profile 5
Lalb_Chr14g0362681 AT4G22120 Calcium-permeable stretch activated cation channel (CSC1) Calcium Profile 4
Lalb_Chr05g0218691 AT2G29120 Glutamate receptor 2.7 (GLR2.7) Calcium Profile 5
Lalb_Chr05g0218701 AT2G29120 Glutamate receptor 2.7 (GLR2.7) Calcium Profile 5
Lalb_Chr25g0283091 AT3G08040 Ferric reductase defective (FRD3) Citrate Profile 5
Lalb_Chr13g0291391 AT2G38460 Iron-regulated transporter 1 (IRT1) Iron Profile 5
Lalb_Chr14g0367651 AT1G60960 Iron regulated transporter 3 (IRT3) Iron Profile 5
Lalb_Chr24g0394061 AT5G59520 ZRT/IRT-like protein 2 (ZIP2) Iron Profile 5
Lalb_Chr02g0149651 AT4G00910 Aluminum-activated malate transporter 10 (ALMT10) Malate Profile 5
Lalb_Chr03g0027601 AT1G08100 High-affinity nitrate transporter 2.2 (NRT2.2) Nitrate Profile 5
Lalb_Chr05g0228311 AT1G12940 Nitrate transporter2.5 (NRT 2.5) Nitrate Profile 4
Lalb_Chr07g0183011 AT5G50200 High-affinity nitrate transporter (NRT3.1) Nitrate Profile 6
Lalb_Chr08g0234171 AT2G23980 Cyclic Nucleotide-Gated Channel 6 (CNGCB) Nitrate Profile 4
Lalb_Chr01g0000701 AT3G47420 Phosphate starvation-induced glycerol-3-phosphate permease (G3PP1) Phosphate Profile 6
Lalb_Chr04g0259111 AT2G32830 Phosphate transporter 1;5 (PHT1;5) Phosphate Profile 4
Lalb_Chr05g0219741 AT1G76430 Phosphate transporter 1;9 (PHT1;9) Phosphate Profile 4
Lalb_Chr09g0328731 AT1G76430 Phosphate transporter 1;9 (PHT1;9) Phosphate Profile 5
Lalb_Chr10g0094631 AT2G32830 Phosphate transporter 1;5 (PHT1;5) Phosphate Profile 5
Lalb_Chr04g0259111 AT2G32830 Phosphate transporter 1;5 (PHT1;5) Phosphate Profile 4
Lalb_Chr09g0330281 AT2G40540 Potassium transporter 2 (POT2) Potassium Profile 6
Lalb_Chr24g0393761 AT4G10310 High-affinity K + transporter 1 (HKT1) Potassium Profile 5
Lalb_Chr09g0332731 AT4G23700 Cation/H + exchanger 17 (CHX17) Sodium Profile 5
Lalb_Chr05g0210921 AT5G26340 Sugar transport protein 13 (STP13) Sugar Profile 6
Lalb_Chr06g0160591 AT5G26340 Sugar transport protein 13 (STP13) Sugar Profile 5
Lalb_Chr20g0123111 AT1G22150 Sulfate transporter 1;3 (Sultr1;3) Sulfate Profile 4
Lalb_Chr01g0018841 AT2G16850 Plasma membrane intrinsic protein 2;8 (PIP2;8) Water Profile 5
Lalb_Chr02g0142171 AT2G37170 Plasma membrane intrinsic protein 2;2 (PIP2;2) Water Profile 5
Lalb_Chr02g0142181 AT5GB60660 Plasma membrane intrinsic protein 2;4 (PIP2;4) Water Profile 5
Lalb_Chr03g0027361 AT5G60660 Plasma membrane intrinsic protein 2;4 (PIP2;4) Water Profile 6
Lalb_Chr24g0401831 AT1G05300 Zinc transporter 5 (ZIP5) Zinc Profile 5
Lalb_Chr02g0151441 AT2G36380 Pleiotropic drug resistance 6 (ABCG34) Others Profile 4
Lalb_Chr03g0024501 AT3G21090 ABC-2 type transporter family protein (ABCG15) Others Profile 5
Lalb_Chr04g0261571 AT1G01340 Cyclic Nucleotide Gated Channel 10 (CNGC10) Others Profile 5
Lalb_Chr08g0242031 AT1G34580 Major facilitator superfamily protein Others Profile 4
Lalb_Chr08g0242041 AT1G34580 Major facilitator superfamily protein Others Profile 5
Lalb_Chr1690391341 AT4G10770 Oligopeptide transporter 7 (OPT7) Others Profile 6
Lalb_Chr19g0130401 AT4G27970 SLAC1 homolog 2 (SLAH2) Others Profile 4
Lalb_Chr20g0113531 AT1G15520 ATP-binding cassette G40 (ABCG40) Others Profile 6
Lalb_Chr21g0305601 AT1G80760 NOD26-like intrinsic protein 6;1 (NIP6;1) Others Profile 4
Lalb_Chr24g0402281 AT1G15520 ATP-binding cassette G40 (ABCG40) Others Profile 4
Lalb_Chr25g0284471 AT1G16310 Cation efflux family protein Others Profile 5

The plasma membrane transport genes from profiles 4, 5, and 6 of the clustering analysis are listed.

of rootlet development within a single cluster (Neumann and  white lupin root system, with cluster roots bearing a single cluster

Romheld, 1999; Weisskopf et al, 2006; Tomasi et al., 2008;

and studied its rootlets from emergence to final growth. It is

Wang et al., 2010; Tiziani et al.,, 2020). We focused on young well known that rootlet growth is determinate (Skene, 1998;
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FIGURE 7 | Physiological activities along rootlet development. (A) 33P influx in
0.5 cm cluster root sections, root tip and link segment. Values are
means + SD of three biological replicates coming each from 6 cluster roots
sampled across 6 white lupin plants (1 = 3). (B) Citrate and (C) malate
exudations quantified in 0.5 cm cluster root sections, root tip and link
segment. Values are means + SD of five biological replicates coming each
from 6 cluster roots sampled across 6 white lupin plants (1 = 5).

Neumann and Rémheld, 1999; Watt and Evans, 1999). However,
how rootlets tips shift from a growing to a determinate state is
not yet clear. Indeterminate root growth is sustained by the root
apical meristem (RAM). The maintenance of the stem cell niche,
composed by the mitotically less active quiescent center and the

initial cells, orchestrates a proper balance between cell division
and cell differentiation (Van Den Berg et al., 1997). The regulation
of the meristematic zone implies complex regulatory mechanisms
involving phytohormones, transcription factors such as WOX5
and SCR, and regulatory proteins like ROW1 (Drisch and Stahl,
2015; Zhang et al., 2015). We therefore identified La WOX5-like,
LaSCR-like and LaROW 1-like as white lupin homologs of these
main regulators of the stem cell niche function. At the beginning
of rootlet development, anatomical observations and RNA-seq
analysis demonstrated the establishment and maintenance of a
normal root meristem with high dividing activities along with
elongation and differentiation zones. However, the anatomical
description of the rootlet development highlighted a major
transition between emergence and rootlet growth arrest at stage
IV, corresponding to the S5 and S6 portions of the RNA-
seq sampling. Our results suggest an exhaustion of stem cells
and a complete differentiation of the rootlet which becomes
determinate. It is known that root determinacy is usually related
to developmental changes within the root apical meristem
and that any disruption in the balance between cell division
and cell differentiation would lead to the deregulation or
even the exhaustion of the meristem. These changes are often
accompanied with multiple growth defects including swelling
or program cell death (Shishkova et al, 2008; Hernandez-
Barrera et al., 2011). However, no tissue damages have been
observed in the rootlets studied. On the contrary, our RNA-seq
analysis showed an impressive burst of metabolic and membrane
transport activities in the S6/S7 samples. In the time course of
the analysis, the final determinate stage is clearly reached but
the rootlet is not yet senescent and its physiological activities are
high. Interestingly, RNA-seq data analysis suggested an increase
in membrane proteins dedicated to the uptake of many essential
nutrients such as phosphate, nitrate, ammonium, potassium,
sulfate, iron, zinc or calcium. Such a result was already present
in previous white lupin transcriptome analysis (Secco et al,
2014; Wang et al., 2014; Zanin et al,, 2019), but the focus was
only on Pi nutrition. At the end of the growing phase, massive
secretion of protons and citrate into the rhizosphere may affect
not only the availability of phosphate, but also the solubility of
other nutrients. The simultaneous increase of several membrane
transporters boosts overall nutrient-uptake efficiency. Finally,
our study underlines that the rootlet becomes a hyper-specialized
organ dedicated to nutrient acquisition just after its growth arrest.
Its high physiological activities at its determinate state lead to the
complete nutrient exploitation of a small patch of soil.

White Lupin Rootlet Determinacy Is
Different From A. thaliana Primary Root
Growth Arrest in Response to Pi

Deficiency

The primary root of A. thaliana has been extensively studied for
its growth arrest in response to Pi starvation (Sanchez-Calderén
et al., 2005; Svistoonoff et al., 2007; Péret et al., 2014). However,
the QTL analysis based on the differential responses of Col and
Ler A. thaliana accessions to Pi deprivation identified that the
main determinants of this process reside in an alteration in
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the functioning of primary root apex (Reymond et al., 2006)
while our results show that it is not the case for white lupin
rootlets. Indeed, when the tip of the A. thaliana primary root
detects external Pi limitation, a rapid inhibition of cell elongation
occurs in the transition zone followed by a progressive arrest
of cell proliferation (Svistoonoff et al., 2007; Ward et al., 2008;
Ticconi et al., 2009; Miiller et al., 2015). The fine molecular
dissection of this process has highlighted the involvement
of LPR1-PDR2 and STOPI-ALMT modules leading to ROS
regeneration and callose deposition in the plasmodesmata of the
root apical meristem, inducing the root tip decay (Balzergue
et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017; Gutiérrez-Alanis et al.,
2018). In opposition to the A. thaliana primary root response,
the anatomic and molecular descriptions of white lupin rootlet
development show a rapid exhaustion of stem cell niche after
emergence, and then, an arrest of cell divisions while elongation
goes on, along with the differentiation of all rootlet cells. As
quoted earlier, the necrotic appearance described in A. thaliana
primary root (Sanchez-Calderdn et al., 2005) was not observed
in the rootlets studied. In opposition, rootlets remain fully active
with a burst of membrane transporters, phosphatases, PEP-
carboxylase and pentose phosphate cycle activities, revealing a
very intense metabolic phase. All these results led to propose that
the determinate growth of the white lupin rootlet is not similar to
that of A. thaliana primary root, but rather looks like a transition
from canonical meristematic structures to differentiated tissues
highly active and specialized in nutritional activities.

Root Determinacy Is a Hallmark of Plants
Growing in Adverse Conditions to Cope
With Water or Pi Deficiency

In many plants, the determinacy of root growth is only induced
by mechanical or nutritional stresses (Shishkova et al., 2008).
In white lupin, or some Cactaceae, a more regular determinacy
appears in the root system (Dubrovsky, 1997; Shishkova et al.,
2008). These plants naturally grow in adverse environments.
In white lupin, formation of cluster roots is a response to Pi
shortage and allows the exploitation of a low mobile Pi pool. We
showed that rootlet reaches its higher metabolic activity when it
stops growing. In the same way, recent transcriptome analysis
has underlined the role of water stress in the regulation of the
cactus Pachycereus pringlei primary root determinacy to favor the
development of the upper part of the root system (Rodriguez-
Alonso et al,, 2018). In maize (Varney and Mccully, 1991) and,
more recently, in other cereals such as rice (Rebouillat et al.,
2009) or pearl millet (Passot et al., 2018), lateral roots with
a determinate fate have also been described. The proportion
of short and long lateral roots was shown to be under the
control of both environmental and genetic factors (Vejchasarn
et al,, 2016). In maize, the presence of short determinate roots
is genetically controlled and varies between cultivars (Dowd
et al.,, 2019). Short determinate maize lateral roots have open
xylem vessels down to the tip, favoring high water conductivity
(Wang et al., 1994). However, water deficit conditions delay
the determinacy program to give priority to root elongation
and water foraging (Dowd et al, 2020). It is interesting to

note that root determinacy in cactus and white lupin is an
adaptation to low mobile resources, rain water and Pi pools,
respectively, whereas it is delayed in cereals to favor a deeper
root system, illustrating the root dilemma between maximizing
soil exploitation or soil exploration.

The fine study of white lupin rootlet development gave a
clear illustration of this dilemma showing that exhaustion of the
meristematic zone is required to build a short organ specialized
in soil mining to optimize solubilization and absorption. The
intricate molecular controls of the determinate growth leading
to a complete differentiation into specialized roots dedicated to
mining instead of foraging, is fully unknown and the study of
white lupin rootlet development provides a powerful model to
gain insight into this question.
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Figure 1.1 : Accumulation des grains d’amidon dans la coiffe de I'apex de la racine protéoide
et des rootlettes a différents stades de développement. Les grains d’amidon présents dans
les statolithes ont été colorés au lugol (A) 10% et (B) pur sur des coupes de résine de 8 um de
I’'apex de la racine protéoide. Une coloration au lugol pur a également été effectuée sur les
apex des stades (C) I, (D) Il, (E) lll et (F) IV des rootlettes. Echelles : (A-B) 50 um, (C-F) 10 um.



2.2 Résultats complémentaires

2.2.1 Les amyloplastes disparaissent durant le développement des rootlettes

Les résultats présentés dans l'article ci- r \
dessus (cf. section 2.1) montrent une disparition RAPPEL
de la coiffe latérale et de la columelle chez les « Les statocytes sont des cellules végétales

rootlettes suite a leur arrét de croissance. Afin de polarisées présentes dans la coiffe et

impliquées dans la perception de la gravité
confirmer cette hypothése, il me semblait chez les racines (lijima et al., 2008).

pertinent de suivre la présence des statocytes S llz sontennent des anyloplastes [areanites

dans les différents stades de développement des impliqués dans le stockage d'amidon)
spécialisés appelés statolithes, dont le

rootlettes. A linstar d’une racine latérale positionnement est dépendant de la gravité.

classique, on observe la présence de statocytes

dans la coiffe de I'apex de la racine protéoide,

particulierement dans la columelle (Figure 1.1A, B). Plusieurs dilutions ont été testées mais
seule I'utilisation du lugol pur a pu mettre en évidence la présence de statolithes dans I'apex
des différents stades de développement des rootlettes (Figure 1.1.C-F). Globalement, le
nombre de statolithes dans la columelle des rootlettes est tres faible et I'on observe
notamment que le nombre de couches cellulaires dans la columelle est largement réduit
comparé a I'apex de la racine protéoide (Figure 1.1B-F). Dés le stade | du développement des
rootlettes, la présence de statolithes dans I'apex du primordium suggere la mise en place
précoce de la coiffe racinaire (Figure 1.1B). Apres émergence (Figure 1.1C) et durant la
croissance des rootlettes (Figure 1.1D), on observe un nombre réduit de statocytes dans la
columelle des rootlettes en comparaison avec I'apex de la racine protéoide. Le nombre de
statolithes dans les cellules semble similaire mais leur taille est fortement réduite. A partir du
stade IV, aucun statocyte n’est observable (Figure 1.1E) et, comme décrit dans I'article ci-
dessus (cf. section 2.1), I'apex de la rootlette présente des changements structurels
importants avec (i) une augmentation de la taille des cellules, (ii) un cylindre central se
développant jusqu’a I'extrémité de I'apex et (iii) la disparition de la coiffe laissant place au
développement des poils absorbants sur la totalité de la rootlette. Ces images, réalisées apres
la finalisation de I'article scientifique, confortent les conclusions apportées par celui-ci,

stipulant un arrét précoce de I'auto-maintien du méristéme, entrainant ainsi la différenciation
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Figure 1.2 : Quantification des nutriments présents dans la séve brute de plantes de lupin
blanc cultivées en condition de Pi contrastées pendant 3 jours. Les quantités en (A)
phosphate, (B) fer et (C) manganése ont été quantifiées dans la séve brute, 3 jours apres
transfert des plantes dans un nouveau milieu (cf. matériel et méthodes pour la nomenclature).
La quantité de phosphate a été mesurée par HPIC tandis que les quantités de fer et manganese
ont été mesurées par MP-AES.



des cellules souches initiales et ainsi la perte du maintien de la coiffe. Une fois de plus, il est
pertinent de souligner une différence structurelle entre I'apex des rootlettes et 'apex d’une

racine primaire ou secondaire.

2.2.2 Le transport des nutriments : des racines jusqu’aux feuilles

Les nutriments sont absorbés par les racines, et transloqués vers les feuilles par la seve
brute qui suit un flux ascendant. L'importante capacité d’absorption du Pi par les rootlettes
(cf section 2.1) nous a amenés a nous demander si la présence des racines protéoides chez le
lupin blanc permet une plus grande absorption de Pi lors d’une exposition a un milieu en
contenant. Afin de répondre a cette question, j’ai quantifié le Pi contenu dans la seve brute
de plantes ayant développé, ou non, des racines protéoides et ayant, par la suite, été
transférées sur des milieux contenant, ou non, du Pi. Les plantes ont ainsi été réparties en 4
catégories selon le milieu dans lequel elles ont été cultivées et le milieu dans lequel elles ont
été transférées : (i) des plantes cultivées en condition de carence en Pi puis transférées sur un
milieu riche en Pi: =P+P ; (ii) des plantes cultivées dans un milieu contenant du Pi puis
transférées en condition de carence en Pi: +P-P; (iii) des plantes cultivées en condition de
carence en Pi puis transférées dans un nouveau milieu en condition de carence en Pi : —=P-P
(controle négatif) et (iv) des plantes cultivées dans un milieu contenant du Pi puis transférées
dans un nouveau milieu contenant du Pi : +P+P (contréle positif). Notre condition d’intérét —
P+P représente ainsi les plantes ayant développé des racines protéoides avant d’étre
transférées sur un milieu contenant du Pi. Il est important de noter que ces expériences ont

été réalisées en milieu hydroponique.

2.2.2.1 Aprés 3 jours, les plantes ayant développé des racines protéoides

présentent un statut phosphaté similaire aux plantes controles

Apres le développement, ou non, de racines protéoides, les plantes ont été transférées
durant 3 jours dans le nouveau milieu comme explicité ci-dessus. La séve brute a été récoltée
puis analysée par Chromatographie lonique a Haute Pression (HPIC) afin de doser sa teneur
en Pi (Figure 1.2A). Nos controles +P+P et —P-P attestent de la présence ou non de Pi dans le

milieu d’hydroponie. Au bout de 3 jours, on observe, dans la condition +P-P, une carence en
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Figure 1.3 : Quantification des nutriments présents dans la séve brute de plantes de lupin
blanc cultivées en condition de Pi contrastées (cinétique de Oh a 6h). Les quantités en (A)
phosphate, (B) fer et (C) manganése ont été quantifiées dans la seve brute O h, 1 h,3 het6h
aprés transfert des plantes dans un nouveau milieu (cf. matériel et méthodes pour la
nomenclature). La quantité de phosphate a été mesurée par HPIC tandis que les quantités de
fer et manganese ont été mesurées par MP-AES.



Pi similaire a notre condition controle —P-P. Concernant notre condition d’intérét —P+P, le
transfert dans un milieu contenant du Pi entraine la récupération d’un statut phosphaté
normal et semblable a notre condition contréle +P+P. Ce résultat suggére qu’en 3 jours, les
plantes ayant développé des racines protéoides et se trouvant sur un milieu contenant du Pi
arrivent a pallier a leur statut carencé. Il serait alors intéressant de suivre I'évolution des
teneurs en Pi de la séve brute sur une cinétique plus courte. Il est aussi intéressant de noter
que la présence de racines protéoides ne semble pas entrainer une plus grande absorption de
Pi que ce qui est nécessaire, ce qui suggere une forte régulation de la nutrition phosphatée

chez les plantes.

2.2.2.2 En 1 heure, les plantes carencées en Pi retrouvent un statut

phosphaté normal

Pour aller plus loin, j’ai réalisé la méme expérience sur un pas de temps plus court dans
le but d’évaluer a quelle rapidité les plantes carencées arrivent a pallier le manque de Pi. La
seve brute a été récoltée en suivant la cinétique suivante : 0 h, 1 h, 3 h et 6 h (Figure 1.3A). De
maniére impressionnante, les plantes ayant développé des racines protéoides récupérent un
statut phosphaté similaire aux plantes contréles +P+P en 1 h. En contraste, les plantes
cultivées en +P et transférées sur milieu -P sont impactées par la carence au bout de 6 heures
seulement. On observe ainsi un contraste entre la rapidité d’absorption du Pi chez les plantes
carencées et I'impact de la carence chez les plantes préalablement cultivées en présence de
Pi. La dynamique d’absorption et du transport du Pi (Figure 1.4A) couplée a la spécialisation

structurelle et fonctionnelle des rootlettes peut expliquer cette rapidité d’absorption.

2.2.2.3 Quand est-il des autres nutriments ?

Lors de la phase fonctionnelle des rootlettes, I’analyse du transcriptome a montré que
de nombreux transporteurs de molécules liés a la nutrition de la plante sont exprimés de
maniére accrue dans les phases tardives du développement de la rootlette (cf. section 2.1 —
Le Thanh et al., 2021). Je me suis donc demandé si la présence de racines protéoides pouvait
avoir un impact sur I'accumulation d’autres nutriments que le Pi. J'ai ainsi quantifié le contenu

de différents éléments de la seve brute par spectroscopie d’émission atomique par plasma
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Figure 1.4 : Profils d’expression de 3 transporteurs le long de la racine protéoide. Expression
relative de transporteurs de (A) phosphate, (B) de fer et (C) de manganeése le long de la racine
protéoide segmentée en 8 morceaux a partir de I'apex (SO a S7). Les profils d’expression ont
été obtenus a partir de données transcriptomiques générées dans I'équipe et publiées dans
Hufnagel et al., 2020.



micro-ondes (MP-AES). Les variations entre les conditions concernent le fer et le manganése,
2 nutriments secondaires dont les transporteurs sont fortement exprimés dans les rootlettes
en phase fonctionnelle (Figure 1.4B et 4C). Dans la séve brute de la condition d’intérét —P+P,
on observe au bout de 3 jours une accumulation plus importante de ces 2 micronutriments
par rapport aux 3 autres conditions (Figure 1.2B, et 2C). Sur un laps de temps plus court, nous
n’observons pas de changement pour la quantité de fer présente dans la seve brute au bout
de 6h (Figure 1.3B). En revanche, concernant le manganése, on observe une accumulation
significativement plus importante dans la seve des plantes —P+P que dans les autres conditions

au bout de 6 h (Figure 1.3C).

3. Discussion

Ce premier chapitre vise a décrire finement les caractéristiques développementales et
physiologiques de notre modele d’étude : les rootlettes de racines protéoides de lupin blanc.
Alors que de nombreuses recherches ont porté sur leur activité physiologique au détriment
de leur développement déterminé, ce chapitre met en lumiére les particularités
développementales des rootlettes, liant leur arrét de croissance a leurs capacités
physiologiques. Cette premiere partie met ainsi en évidence une transition structurale et
moléculaire des rootlettes rapide sur une cinétique courte d’évolution le long de jeunes
racines protéoides, alors que les études précédentes ont toujours porté sur des systemes
racinaires de lupin blanc plus agés et sur des catégories de rootlettes discontinues. Une
premiére discussion a été rédigée dans le cadre de la publication scientifique dans « Frontiers
in Plant Science ». Dans la partie suivante, j'intégrerai les résultats complémentaires décrits

ci-dessus afin de les discuter.

3.1 Les rootlettes, des structures parfaitement adaptées a I'absorption de Pi

Bien qu’indispensable pour le développement des végétaux, le Pi est fortement réactif, ce
qui fait de lui un élément trés peu mobile dans le sol et faiblement biodisponible pour les
plantes (Hinsinger, 2001). La capacité des plantes a s’approvisionner en Pi réside donc dans
leur aptitude a explorer et exploiter le sol et la modification du systeme racinaire en réponse

a une carence en Pi a été largement étudiée chez de nombreuses espéeces (Lépez-Bucio et al.,






2002; Lynch, 2005; Lambers et al., 2006; Péret et al., 2014; Rogers and Benfey, 2015; Lyu et
al.,, 2016; Vejchasarn et al.,, 2016). Une stratégie d’adaptation communément appelée
« topsoil foraging » favorise le développement d’un systeme racinaire peu profond
permettant d’explorer la partie supérieure du sol ou le Pi tend a s’accumuler (Lynch and
Brown, 2001; Zhu et al., 2005; Péret et al., 2011). Le mécanisme d’adaptation du lupin blanc
aux sols pauvres en Pi est semblable a la stratégie de « topsoil foraging » avec I'émergence de
nombreuses racines protéoides augmentant la surface d’échange entre la plante et la partie
supérieure du sol. La taille réduite des rootlettes, ainsi que leur abondance, leur conféere un
avantage afin d’exploiter la partie du sol dans laquelle elles se trouvent. De maniére
intéressante, la modification structurelle impliquant la perte du maintien de la coiffe n’a
jusqu’ici jamais été décrite chez les rootlettes de lupin blanc. Alors que la coiffe assure
usuellement un réle de protection du méristeme apical racinaire (MAR) (Arnaud et al., 2010),
il est cohérent que la disparition de la zone méristématique entraine une perte du maintien
de la coiffe chez les rootlettes. Il est intéressant de noter que la columelle des rootlettes
présente moins d’assises cellulaire que la columelle de I'apex de la racine protéoide ce qui
suggere un épuisement des cellules initiales de la coiffe qui pourrait étre corrélé a la perte
d’expression du géne WOX5 observé lors de 'arrét de croissance des rootlettes (cf. section
2.1 — Le Thanh et al., 2021). De plus, la différenciation des cellules de la coiffe permet la
progression du cylindre central jusqu’a I'apex ainsi que la prolifération des poils absorbants
sur toute la surface de la rootlette, lui conférant un avantage notable pour I'exsudation de
molécules et I'absorption de Pi. Parallélement, la coiffe, et plus précisément la sédimentation
des statolithes dans les statocytes de la columelle, est impliquée dans la perception de la
gravité chez les plantes, initiant ainsi une cascade de signalisation impliquant des
changements de concentrations d’auxine dans |'apex pour permettre la courbure de la racine
(Kiss et al., 1989; Blancaflor et al., 1998; Strohm et al., 2012; Baldwin et al., 2013). Des
recherches ont démontré que la carence en Pi entrainait une modification de I'orientation des
racines en modifiant leur gravitropisme afin de mettre en place un systéme racinaire adapté
a la présence de Pi dans la partie supérieure du sol (Bai et al., 2013; Huang et al., 2018). Il est
pertinent de mentionner qu’il a été nécessaire de ne pas diluer la coloration de lugol afin de
mettre en évidence les quelques statolithes présents dans la columelle des rootlettes, ce qui
suggere une faible quantité initiale et atteste donc d’une faible réponse a la gravité des

rootlettes. De plus, chez les rootlettes ayant arrété leur croissance, la disparition des statolites
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architecture (architecture du systéme racinaire).




suggere une perte totale de la perception de la gravité et leur confére ainsi un caractére
agravitropique. Cette caractéristique pourrait ainsi permettre aux rootlettes de maximiser
leur surface d’échange et de solubiliser le Pi présent de part et d’autre de la racine protéoide.
On observe un phénomeéne similaire chez les plantes en condition de stress hydrique ou le
manque d’eau entraine une dégradation rapide des amyloplastes dans la columelle menant a
une réduction de la réponse a la gravité des racines (Takahashi et al., 2003). Cette stratégie
favoriserait ainsi I’hydrotropisme des racines. En perspective, une étude de I'expression des
génes impliqués dans le gravitropisme comme ARG1, ARL2 et PIN3 (Harrison and Masson,
2008), ainsi que I'étude des mécanismes de dégradation des grains d’amidon, permettraient
d’apporter de nouvelles connaissances quant au lien entre le gravitropisme et la nutrition

phosphatée chez les rootlettes de racines protéoides de lupin blanc.

3.2 De la carence a ’lhoméostasie du Pi

Lorsque la disponibilité du Pi est limitée dans les sols, les plantes entreprennent une série
de réponses adaptatives au niveau du systeme racinaire incluant : (i) le remodelage de la
morphologie et de l'architecture des racines, (ii) I'exsudation d’acides organiques et de
phosphatases, (iii) 'augmentation de I'expression de transporteurs de Pi a haute affinité et
(iv) I’établissement d’associations symbiotiques avec des champignons mycorhiziens (Figure
1.5) (Péret et al., 2011; Liang et al., 2014; Péret et al., 2014; Zhang et al., 2014). Parallélement,
les plantes ont la capacité de remobiliser le Pi présent dans leur organisme, en impliquant
notamment (i) le recyclage et la réallocation du Pi dans différents organes et tissus, (ii) le
remodelage des lipides dans les membranes et (iii) la réduction de certains mécanismes
comme la photosynthése (Figure 1.5) (Chiou and Lin, 2011; Zhang et al., 2014). Alors que le
taux d’absorption de Pi est usuellement quantifié par le suivi d’isotopes radioactif *°P ou >*P
chez le lupin blanc (Keerthisinghe et al., 1998; Neumann et al., 2000; Massonneau et al., 2001;
Tiziani et al., 2020), la quantification du Pi présent dans la séve brute apporte une nouvelle
vision sur I'absorption et la translocation de ce nutriment, des racines jusqu’aux feuilles.
L’expression exacerbée de transporteurs de Pi a haute affinité dans les rootlettes ainsi que le
nombre de rootlettes présentes sur une racine protéoide pourraient expliquer la rapidité
d’absorption du Pi chez les plantes carencées puis transférées vers un milieu en contenant.

Afin de maintenir I’'hnoméostasie du Pi, les plantes mettent en place de nombreux mécanismes






largement étudiés et référencés (Liang et al., 2014; Wang et al., 2014; Zhang et al., 2014).
L'augmentation de la concentration intracellulaire en Pi entrainerait une répression des
réponses adaptatives a la carence (Chiou and Lin, 2011). L'une des stratégies mises en place
par les plantes pour réguler les concentrations de Pi internes est la régulation post-
traductionnelle des transporteurs. Par exemple, chez A. thaliana, le transporteur
membranaire PHT1 ;1 est dirigé vers la vacuole afin d’étre dégradé lorsque le Pi est présent
dans le milieu (Bayle et al.,, 2011). De méme, en présence de Pi, I'expression du tandem
NITROGEN LIMITATION ADAPTATION (NLA) — UBC24 (PHO2) entraine la poly-ubiquitination
de PHT1 ;4 (Park et al., 2014). Il est ainsi possible que les transporteurs de Pi de lupin blanc,
fortement exprimés dans les rootlettes de racine protéoide, soient dégradés suite au transfert
des plantes dans un milieu riche en Pi, aprés absorption des quantités nécessaires a la plante
pour pallier la carence. De plus, ce type de régulation pourrait aussi étre a |'origine du fait que
les plantes ayant développé des racines protéoides n"accumulent pas plus de Pi que les plantes
n’ayant pas subi de carence, permettant ainsi de maintenir une homéostasie phosphatée. En
perspective, il serait, dans un premier temps, intéressant de quantifier I'expression du
transporteur LaPHT1 ;5-like (mis en évidence dans la section 2.1) dans des rootlettes de
plantes carencées apres leur transfert dans un milieu riche en Pi. L’échantillonnage devra
suivre la méme cinétique: 0 h, 1 h, 3 h et 6 h afin d’évaluer une potentielle différence
d’expression dans le temps. Si aucune baisse du niveau d’expression de LaPHT1 ;5-like est
observée, alors I’hypothése d’une régulation post-traductionnelle entrainant la dégradation
de ce transporteur en présence de Pi pourra étre émise et examinée. Il est aussi important de
noter que, bien qu’effectuées avec plusieurs réplicats biologiques, les expériences de seve
brute ont chacune été réalisées une seule fois et les interprétations de ces résultats sont donc
a nuancer. De méme, les temps de prélévement de la séve sont différents entre la cinétique
longue (3 jours) et courte (0 h, 1 h, 3 h et 6 h). Par la suite, la réitération de I'expérience suivant
la cinétique de prélevement 0 h, 1 h, 3 h, et 6 h serait intéressante et indispensable afin de
confirmer les résultats obtenus. De méme, deux méthodes de prélevement de la seve brute
ont été testées durant ma these : (i) a I'aide d’une pipette et (ii) a I'aide de pastilles de papier
wattman. Une comparaison des deux techniques serait de ce fait intéressante afin de mettre

en évidence la plus pratique, et la plus cohérente.






3.3 La relation Fer-Pi

Le Pi est connu pour son importante réactivité avec les cations présents dans le sol et
la forte exsudation d’acides organiques, comme le citrate, par les racines protéoides chez le
lupin blanc permet la solubilisation des complexes formés dans le sol (Dinkelaker et al., 1989;
Neumann and Romheld, 1999). La dissociation de ces complexes résulte en une augmentation
de la biodisponibilité du Pi pour la plante mais pourrait aussi entrainer une augmentation de
la disponibilité d’autres ions. Lors d’une carence en Pi chez A. thaliana, on observe une forte
accumulation de fer dans la plante résultant en I'expression de génes impliqués dans
I’'hnoméostasie ou bien le stockage du fer (Misson et al., 2005; Hirsch et al., 2006). En
contrepartie, la présence de Pi entraine des concentrations en fer basses, et méne a
I’expression du transporteur de fer a haute affinité IRT1, spécifiqguement induit lors d’une
carence en fer (Vert et al., 2002; Hirsch et al., 2006). La forte accumulation de fer dans la seve
brute 3 jours apres transfert des plants de lupin blanc carencés sur un milieu non carencé
semble surprenante et suggére que les mécanismes permettant la régulation de
I’'homéostasie du fer ne fonctionnent pas de la méme maniére que chez A. thaliana.
L'accumulation de fer dans les plantes —P+P pourrait étre expliquée par la forte expression de
LalRT1-like dans les rootlettes. Au vu de la régulation positive de nombreux transporteurs
membranaires de nutriments dans les rootlettes, il semblerait que celles-ci expriment ces
transporteurs de maniéere non spécifique, indépendamment du niveau de concentration de
ces nutriments dans le milieu. Il semblerait ainsi que la racine protéoide, bien que développée
en réponse a une carence en Pi, soit un organe spécialisé dans |'absorption de nombreux

nutriments.

3.4 Le manganese, un indicateur de la présence d’acides organiques dans le sol

Comme expliqué précédemment, I'exsudation d’acides organiques permet, en plus du Pi,
la libération d’autres ions dans la rhizosphere. C’est le cas du manganése dont la disponibilité
dans le sol est augmentée suite a la formation de racines protéoides chez le lupin blanc
(Gardner et al., 1982; Dinkelaker et al., 1989). Il est pertinent de souligner que ce phénomeéne
est aussi observable chez d’autres plantes développant des racines protéoides comme Banksia
attenuata et Hakea prostrata (Shane and Lambers, 2005; Muler et al., 2014). La concentration

foliaire en manganése a plusieurs fois été citée comme corrélée a la présence d’acides






organiques dans le sol (Lambers et al., 2015; Pang et al., 2018) et a la présence de racines
protéoides chez Hakea prostrata (Shane and Lambers, 2005). Il est acquis que les rootlettes
de racines protéoides excrétent de grandes quantités d’acides organiques dans le sol et la
présence d'une plus grande quantité de manganése dans la seve brute serait liée a sa
libération et sa forte absorption par les transporteurs induits dans les rootlettes. Le
manganese serait aussi plus disponible pour les plantes dans les milieux au pH bas (Sims, 1986)
et I'exsudation de protons par les racines protéoides permet d’acidifier la rhizospheére, ce qui
pourrait aussi expliquer la forte concentration de manganese dans la séve. |l est important de
garder en téte que les expériences conduites ici sont en systeme hydroponie, néanmoins la
capacité des racines protéoides a solubiliser les nutriments dans le sol est tres intéressante
d’un point de vue agronomique et certaines études ont relevé la pertinence de l'utilisation du
lupin blanc en tant que culture intercalaire afin de mobiliser et rendre disponibles les
nutriments pour d’autres plantes (Gardner and Boundy, 1983; Dissanayaka et al., 2015).
L'étude du développement des racines protéoides s’inscrit dans une plus grande
problématique visant a (i) réduire I'impact des engrais phosphatés sur les sols et les cours
d’eau, (ii) offrir de nouvelles perspectives quant a I'épuisement de la roche de phosphate et
(iii) améliorer la culture de plantes d’intérét agronomique sur des sols pauvres, permettant
ainsi d’augmenter [’accessibilité des ressources alimentaires dans un contexte ou la

population ne cesse d’augmenter.

4. Matériel et méthodes des résultats complémentaires

4.1 Matériel végétal et conditions de culture

Pour I'ensemble des expériences, des graines de 8 mm de la variété Amiga (Florimond
Desprez) ont été utilisées. Les plantules ont été cultivées dans des chambres de culture selon

les conditions suivantes : 16 h jour / 8 h nuit, 25°C jour/ 20°C nuit, 65 % humidité relative, et

-2 -1
intensité PAR 200 umol.m .s ). Les graines ont été germées dans de la vermiculite durant 4

jours, avant d’étre transférées dans des bacs d’hydroponie de 200 L. La solution nutritive
déficiente en phosphate, permettant ainsi le développement des racines protéoides, a été

modifiée du protocole d’Abdolzadeh et al., 2010 : MgSO,, 54 uM ; Ca(NO;,), 400 pM ; K,SO,






200 uM ; Na-Fe-EDTA 10 pM ; H;BO; 2.4 uM ; MnSO, 0.24 uM ; ZnSO, 0.1 uM ; CuSO, 0.018
UM. La solution nutritive riche en phosphate, ne permettant pas le développement des racines
protéoides, contient : MgSO,, 54 uM ; Ca(NO;), 400 pM ; KH,PO, 400 pM ; Na-Fe-EDTA 10 uM

; H;B0; 2.4 UM ; MnSO, 0.24 uM ; ZnSO, 0.1 M ; CuSO, 0.018 pM.

4.2 Analyses microscopiques et visualisation des statolithes

Des racines protéoides issues de plantes cultivées durant 14 jours en hydroponie ont été
échantillonnées et fixées dans une solution contenant 2% de formaldéhyde, 1% de
glutaraldéhyde et 1% de caféine durant 2 h a 4°C. Afin de préparer les échantillons a I'inclusion
en résine, une déshydratation progressive a été effectuée dans des bains successifs d’éthanol :
50% (30 min), 70% (30 min), 90% (1 h), 95% (1 h), 100% (1 h) et 100% (une nuit). Avant
inclusion, les racines ont été imprégnées durant 1 2h avec un ratio 1/1 (v/v) éthanol
100%/résine Technovit 700, puis 2 jours dans 100% de résine. Par la suite, les racines ont été
incluses selon les recommandations du fabriquant. De fines sections de 8 um ont été produites
a I'aide d’'un microtome (RM2165, Leica Microsystems) et ont été colorées avec une solution
de Lugol (Electron Microscopy Science) (i) a 10% durant 2 min, mais cette coloration n’a

marché que pour le TIP et (ii) pure pour le reste de |'expérience.

4.3 Analyses physiologiques de la séve brute

Les plantules de lupin blanc ont été initialement cultivées dans 4 bacs d’hydroponie de
200 L a raison de 2 bacs en absence de Pi (-P) et 2 bacs en présence de Pi (+P) durant 14 jours,
afin de favoriser, ou non, le développement des racines protéoides. Aprés 14 jours, les
plantules ont été transférées de leur bac d’origine vers un nouveau bac. Ainsi, 4 conditions
ont été définies selon le milieu dans lequel les plantes ont été cultivées, et le milieu dans
lequel elles ont été transférées : (i) plantes cultivées en condition de carence en Pi puis
transférées sur un milieu contenant du Pi: =P+P ; (ii) plantes cultivées dans un milieu
contenant du Pi puis transférées en condition de carence en Pi: +P-P; (iii) plantes cultivées
en condition de carence en Pi puis transférées dans un nouveau milieu en condition de
carence en Pi : =P-P (controle négatif) et (iv) plantes cultivées dans un milieu contenant du Pi

puis transférées dans un nouveau milieu contenant du Pi : +P+P (controle positif).






4.3.1 Récolte de la séve pour I'expérience 3 jours

Lors de cette premiere expérience, les plantules ont été laissées durant 3 jours aprés
transfert avant d’entreprendre la récolte de la seéve. Pour cette expérience, 5 répétitions
biologiques de 6 plantes par condition ont été effectuées. Afin d’entreprendre la récolte de la
seve, des tubes eppendorf ont été préalablement annotés et déposés sur de la glace. Pour
chaque condition, les parties aériennes ont été simultanément (dans la mesure du possible)
découpées a environ 1 cm en dessous des cotylédons. La séve brute, formant une goutte au
sommet de la tige découpée, a été récoltée a I'aide d’une pipette P200 durant 30 min. In fine,
la seve des 6 plantes par réplicat a été poolée dans un tube eppendorf, et les échantillons ont

été conservés a -20°C jusqu’au jour de 'analyse.

4.3.2 Récolte de la séve pour I'expérience a cinétique courte

Pour cette expérience, la séve brute a été récoltée a 0 h, 15 min, 30 min, 45 min et 60
min apres transfert dans plantes de leur milieu de culture initial vers leur nouveau milieu de
culture (cf. matériel et méthodes). Une méthode différente de récolte de la seve a été
entreprise pour cette expérience. Au temps donné, les parties aériennes des plantules ont été
découpées a environ 1 cm en dessous des cotylédons, puis 2 pastilles de papier Wattman de
5 mm de diameétre ont été déposées sur la tige coupée. 10 min apres imbibition, les pastilles
ont été transférées dans 350 L d’eau puis agitées durant 30 min. Les échantillons ont été
conservés a -20°C jusqu’au jour de I'analyse. Pour cette expérience, un échantillon représente

une plante et 6 réplicats biologiques ont été effectués par condition.

4.3.3 Analyse des échantillons de séve brute

Les échantillons de séve brute ont été utilisés afin de quantifier la teneur en ions
phosphatés par chromatographie ionique a haute performance (HPIC, ICS-500 Thermo
Scientific Dionex) a I'aide d’une colonne analytique AS11 (250 mm x 4 mm) en suivant un
gradient isocratique de 4 a 28 mM KOH pour 16 min, avec un volume d’injection de 25 uL. Les
guantités de manganese et de fer ont été quantifiées par spectroscopie d’émission atomique

a plasma microondes (MP-AES 4200, Agilent).
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Recherche d’acteurs moléculaires impliqués
dans le développement déterminé des
rootlettes de racine protéoide de lupin blanc
approche ciblée et crible génétique.







1. Introduction

L'arrét de croissance des rootlettes des racines protéoides de lupin blanc a été décrit
précédemment dans la littérature (Watt and Evans, 1999; Neumann et al., 2000) mais les
mécanismes moléculaires impliqués sont méconnus. Le chapitre 2 est consacré aux
démarches engagées pour identifier les acteurs moléculaires majeurs impliqués dans la
transition des rootlettes d’'un développement indéterminé vers un développement
déterminé. Les résultats obtenus lors du chapitre 1 mettent en évidence la chute de
I’expression de plusieurs genes impliqués dans le maintien du méristeme. C'est notamment le
cas de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, homologues du gene AtWOX5 connu pour étre
spécifiguement exprimé dans le centre quiescent et pour son role central dans le maintien du
pool de cellules souches (Drisch and Stahl, 2015; Kong et al., 2015). Chez A. thaliana, la perte
de fonction de AtWOX5, comme celles de AtSHR ou AtSCR, entraine la différenciation des
cellules souches de la columelle et provoque la différenciation du méristeme proximal (Sarkar
etal., 2007). On peut donc formuler I’hypothese que la disparition de I'expression de LaWOX5-
like est la cause de la perte du maintien du pool de cellules souches causant la différenciation
des cellules du méristeme et provoquant I’arrét de croissance des rootlettes. Cette hypothese
nous amene a la question suivante : est-ce que le maintien de I'expression de LaWOX5-like
lors du développement des rootlettes peut permettre de maintenir une activité
méristématique et donc la croissance indéterminée des rootlettes ? Développée chez une
autre légumineuse (Medicago truncatula) et

adaptée au lupin blanc, la transformation hairy- ( RAPPEL \

root permet I'introduction rapide et I'expression

* La régénération de plantes transformées a
s PP , .
de genes d’intérét dans les racines transformées partir de cals n'est pas possible chez le lupin

(Boisson-Dernier et al., 2001; Uhde-Stone et al., blanc.

) e Les racines protéoides générées par la
2005). Alors que cette technique est usuellement . ) .
transformation hairy-root sont similaires aux

utilisée chez le lupin blanc pour la visualisation racines protéoides sauvages (Uhde-Stone et
. . , . \ al., 2005).
tissulaire de I’expression de promoteurs de genes

d’intérét couplés au gene rapporteur GUS (Uhde-
Stone et al., 2005; Sbabou et al., 2010; Gallardo et al., 2019; Le Thanh et al., 2021), ce chapitre
2 propose |"utilisation du systeme hairy-root pour des études fonctionnelles de sur-expression

des LaWOX5s dans le cadre d’'une approche géne-candidat. Une seconde approche, sans a






priori, consistant a mener un crible génétique sera également décrite dans le chapitre 2. Dans
mon équipe d’accueil, un crible génétique d’une population EMS de lupin blanc cultivée en
présence de Pi a pu mettre en évidence 3 plantes mutantes développant des racines
protéoides de maniére constitutive. L'utilisation de cette population EMS dans le cadre de
mon projet de thése pourrait donc permettre d’identifier des plantes mutantes dont les
phénotypes, a terme, pourraient mener a l'identification de génes impliqués dans I'arrét de
croissance des rootlettes. Ainsi, dans un premier temps, ce chapitre abordera I'implication de
LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like dans la croissance déterminée des rootlettes via la
visualisation du phénotype racinaire de plantes sur-exprimant ces genes. Dans un second
temps, ce chapitre discutera des résultats préliminaires obtenus lors du crible génétique de la

population EMS générée dans I'équipe.

2. Matériel et méthodes

Au cours de ce chapitre, la partie technique occupe une place importante, ce qui justifie

I'emplacement du matériel et méthodes en téte de chapitre.

2.1 La transformation hairy-root

Le matériel végétal et les conditions de culture sont identiques a ceux décrits dans le

chapitre 1 (Chapitre 1, 4.1 Matériel végétal et conditions de culture).

Le protocole utilisé pour la fixation des échantillons et la visualisation des promoteurs
en fusion avec la 3-glucuronidase est identique a celui décrit dans le chapitre 1 (Chapitre 1, 2.1

Article publié dans « Frontiers in Plant Science », Le Thanh et al., 2021).

2.1.1 Le clonage moléculaire pour la sur-expression de LaWOX5.1-like et

LaWOX5.2-like

Les constructions ont été générées en utilisant la méthode de clonage Gateway
(Invitrogen) en suivant les instructions du fabricant. Les séquences codantes de LaWOX5.1-
like (Lalb_Chr04g0250731) et LaWOX5.2-like (Lalb_Chr18g0052701) ont été amplifiées par

PCR (Phusion, ThermoFisher) sur un pool de cDNA de racines. Les séquences codantes
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Figure 2.1 : Utilisation de la construction mCherry en tant que marqueur fluorescent de la
transformation génétique. (A) Schéma du vecteur (pK7m24GW-CR) utilisé pour la sur-
expression d’un géne d’intérét dans un systéme de transformation hairy-root. Le géne
d’intérét est sous le contréle du promoteur fort 35S. Le géne marqueur fluorescent mCherry
est sous le controle d’'un promoteur ubiquitine. (B) Image d’une racine hairy-root. (C) Image
d’un systeme racinaire hairy-root dont la transformation de certaines racines est confirmée
par la fluorescence de la protéine mCherry apres illumination avec la lampe FastGene
Blue/Green LED Flashlight.



résultantes, d’une taille finale de 534 bp et 566 bp, respectivement, ont été intégrées dans le
vecteur d’entrée Gateway pDONR221. Par la suite, ces séquences ont été recombinées par
réaction Gateway avec le vecteur pENTR-355-M4 (Invitrogen) contenant le promoteur 35S issu
du virus de la mosaique du chou-fleur (CAMV35S) ainsi qu’un vecteur contenant le gene
fluorescent mCherry sous controle d’'un promoteur constitutif ubiquitine (vecteur CR pour
Constitutive Red), dans le plasmide pK7m24GW afin d’obtenir les plasmides pK7m24GW-35S-
WOX5.1-CR et pK7m24GW-355-WOX5.2-CR (Figure 2.1A). Ces constructions ont été vérifiées
par séquencage d’ADN (Eurofins). Il est pertinent de mentionner que le vecteur CR, mis en
place dans I'équipe par lingénieur d’étude Laurent Brottier, permet de vérifier la
transformation des racines par visualisation de la fluorescence mCherry et que cette
vérification est indispensable pour conduire des expériences fonctionnelles car le systéeme
racinaire des plantes hairy-root est une mosaique de racines transformées et non
transformées. Le plasmide pK7m24GW-35S-GUS-CR sur-exprimant la séquence codante de la

R-glucuronidase a été utilisé en tant que contréle.

2.1.2 Lasouche bactérienne utilisée

Tous les vecteurs ont été introduits par électroporation dans Agrobacterium
rhizogenes. Les transformations des bactéries avec les plasmides ont été vérifiés par PCR. Les
racines de plantules de lupin blanc ont été transformées a I'aide d’un tapis bactérien de
Agrobacterium rhizogenes lors de la transformation hairy-root. Le tapis bactérien a été généré
en inoculant 200 uL de culture bactérienne liquide sur des boites d’agar contenant 2% de
sucrose, 100 uM d’acetosyringone et les antibiotiques appropriés, incubées a 28°C durant 24

heures.

2.1.3 Latransformation hairy-root des racines de lupin blanc

Les plantules de lupin blanc ont été transformées a partir d’'un protocole adapté a
partir d’un protocole publié (Uhde-Stone et al., 2005). Des graines de calibre 8 mm ont été
stérilisées durant 30 min plongées dans une solution de javel (Halonet 20%), puis rincées 6
fois dans de I’eau osmosée stérile. Les graines germent sur un milieu %2 Murashige and Skoog

(MS). Apres germination (environ 40 h), les radicules mesurant environ 1 cm ont été coupées



Figure 2.2 : Méthode d’analyse des phénotypes racinaires hairy root. La méthode d’analyse
utilisée consiste a calculer un index aire/longueur en divisant (A) la surface occupée par les
rootlettes (en vert), par (B) la longueur de racine protéoide portant les rootlettes (en rouge).



de moitié a I'aide d’un scalpel stérile puis inoculées avec le tapis bactérien d’Agrobacterium
rhizogenes. Les plantules inoculées ont été disposées dans des boites de pétri contenant (0,7%
d’agar dans une solution 1X Hoagland contenant MgS04 , 200 uM ; Ca(NO3 )2 400 uM ; KNO3
325 uM ; NH4CI 100 uM ; Na-Fe-EDTA 10puM ; H3BO3 9,3 uM ; MnClI2 1,8 uM ; ZnS04 0,17 uM
; CuS04 0,06 uM ; Na2MoO4 2,3 uM). Les boites de pétri ont été placées verticalement dans

une chambre de culture in vitro dont les conditions sont les suivantes : 16 h jour / 8 h nuit,

-2 -1
25°C jour / 20°C nuit, 65 % d’humidité relative, et I'intensité PAR de 200 umolm s . 6 jours

apres transformation, les plantules ont été transférées dans des plateaux de 12x16,5x5,5 cm
contenant de la vermiculite et ces plateaux ont été disposés dans des mini serres permettant
d’augmenter le niveau d’humidité. 10 jours plus tard, 12 plantes par construction ont été
transférées dans des pots de 1,6 L contenant une solution nutritive renouvelée une fois par
semaine. Apres 10 jours en condition hydroponique, les racines « hairy-root protéoides-like »

ont été prélevées pour les analyses.

2.1.4 Meéthode d’analyse des racines transformées

Les racines « protéoides-like » des plantes hairy-root ont été échantillonnées 10 jours
apres leur passage en hydroponie en choisissant uniquement les racines transformées par
visualisation de la fluorescence du marqueur constitutif mCherry a I'aide d’une lampe
FastGene Blue/Green LED (Figure 2.1B, C). Les racines transformées ont été disposées sur un
guadrillage afin d’étre scannées. Pour chaque construction et pour chaque racine « protéoide-
like », unindex aire/longueur calculé en mesurant la surface occupée par les rootlettes (Figure
2.2A) divisée par la longueur de racine protéoide sur laquelle les rootlettes se développent

(Figure 2.2B).

2.1.5 \Vérification de la sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOXS5.2-like

La sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like dans les racines transformées
sélectionnées a été vérifiée par RT-qPCR a raison de 4 réplicats biologiques. Chaque racine
transformée correspond a un événement indépendant de transformation, et 4 racines ont été
échantillonnées pour des extractions d’ARN. Les ARN totaux ont été extraits de chaque

échantillon en utilisant le kit Direct-zol RNA Miniprep (Zymo Research). La concentration en






ARN a été mesurée a I'aide d’un NanoDrop (ND1000). Les ADNc ont été synthétisés avec 2 ug
d’ARN total en utilisant le kit Revertaid First Strand cDNA synthesis (Thermo Fisher).
L’expression des geénes a été quantifiée par RT-qPCR (LightCycler 480, Roche Diagnostics) en
utilisant du SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH, Takara, Clontech). Des amorces spécifiques ont
été dessinées a I'aide de Primer3plus. Les niveaux d’expression ont été normalisés par rapport
au gene LaNORM1 (Lalb_Chr07g0195211). L’expression relative des genes a été calculée selon

la formule AACt en utilisant les plantes contréles en tant que calibreur.

2.1.6 Analyses microscopiques des racines transformées avec pAtWOX5:GFP

Les apex de rootlettes de racines exprimant la construction pAtWOX5::GFP ont été
fixés au paraformaldéhyde 4%, colorés avec une solution de 0,001% de Calcofluor dans du
ClearSee, inclues en agarose 4% (m/v) et coupés en sections longitudinales de 80 um selon le
protocole décrit dans le chapitre 1 (Chapitre 1, 2.1 ; Le Thanh et al., 2021). La fluorescence de

la protéine GFP a été visualisée a I'aide du filtre GFP du microscope Zeiss Observer 7/Apotome.

2.2 Le crible génétique

2.2.1 Matériel végétal et conditions de culture du crible

La population EMS utilisée lors de ce crible a été générée dans I’équipe. Sur les 5000
lots de graines M2 mutées, 112 lots de 24 a 30 plantes ont été utilisés pour le criblage
phénotypique en condition de carence en Pi. Les plantes de lupin blanc mutagénéisées ont
été cultivées en systéeme hydroponique, dans des bacs de 200 L a raison de 4 lots de plantes
par bac selon les conditions suivantes: 25°C jour/20°C nuit, intensité lumineuse : 200
UE, durée du jour/nuit 16h/8h. La solution nutritive utilisée est la suivante : MgS0,454 uM, Na-
Fe-EDTA 50 uM, Ca(NOs), 1,5 mM, KH,P04500 pM (+P) ou K,SO4 200 pM (-P) ; H;BO; 2.4 uM ;

MnSO, 0.24 uM ; ZnSO, 0.1 uM ; CuSO, 0.018 uM
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Figure 2.3 : Etude de I'expression du promoteur du géne AtWOX5 dans une racine
« protéoide-like hairy root ». (A) Coloration histochimique GUS d’une racine « protéoide-like
hairy root » exprimant la construction pAtWOX5::GUS::GFP. Les pointillés rouges représentent
la transition entre la présence de la coloration GUS et son absence, (B) Coloration
histochimique GUS de coupes d’agarose de 80 um d’épaisseur des rootlettes aux stades |, Il et
Il de leur développement, (C) Fluorescence GFP de coupes d’agarose de 80 um d’épaisseur
de rootlettes aux stades | et I-Il se développant sur une racine « protéoide-like hairy root »
exprimant la construction pAtWOX5::GUS::GFP. Echelles (A) 0,5 cm (B-C) 100 um.



2.2.2 Conditions de culture de I'amplification

Les mutants présentant des phénotypes intéressants ont été transférés en serre et
cultivées en ratio 1/1 (v/v) dans du « Huminsubstrat » (NEUHAUS) et du « Substrates select
spécial mixture » (Klasmann Deilmann) selon les conditions suivantes : 23-25°C jour/18-19°C

nuit, lumiéere du soleil avec complément éclairage LED.

3. Résultats

3.1 L’approche géne candidat

3.1.1 Profil d’expression du promoteur du géene AtWOXS5 chez le lupin blanc

Avant I'obtention du séquencage du génome dans I'équipe, I'expression du promoteur
de AtWOX5 a été visualisée le long d’une racine de lupin blanc transformée par la technique
hairy-root avec une fusion transcriptionnelle de pAtWOX5 avec les régions codantes de la 8-
glucuronidase (GUS) et de la Green Fluorescent Protein (GFP). L’activité de
PAtWOX5:GUS::GFP est tres rapidement observable dans les primordia en développement et
cette activité s’estompe progressivement jusqu’a disparaitre lorsque les rootlettes arrétent
leur croissance (rootlettes de stade 1V) (Figure 2.3A - pointillés). En suivant I'activité GUS, on
observe que I'expression tissulaire de pAtWOX5:GUS:GFP chez le lupin blanc est localisée dans
le centre quiescent (Figure 2.3B, C) ce qui est cohérent avec la littérature (Kong et al., 2015;
Pi et al., 2015). Il est intéressant de noter que nous avons également pu observer cette
localisation en microscopie fluorescente a I'aide de la GFP (Figure 2.3C). La perte d’activité de

ce promoteur nous suggére une perte du maintien de I'activité du méristeme.

3.1.2 LaWOXS5.1-like et LaWOX5.2-like, deux homologues a AtWOX5

Suite au séquencage du génome de lupin blanc (Hufnagel et al., 2020), nous avons
recherché les homologues de AtWOX5 chez le lupin, LaWOX5-like, en tant que genes
candidats régulateurs de la croissance déterminée des rootlettes. Le génome du lupin blanc

présente une triplication (Hufnagel et al., 2020), rendant difficile la recherche de genes
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Figure 2.4 : Etude de I'expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, deux génes de lupin
blanc homologues de AtWOX5. (A) Arbre phylogénétique basé sur les séquences protéiques
de la famille LaWOX5-like, (B) Profils d’expression des 3 génes de lupin blanc de la famille
LaWOX5-like. Les 2 génes dont le niveau d’expression moyen est supérieur a 100 ont été
retenus, en vert, LaWOX5.1-like et, en orange, LaWOX5.2-like. Colorations histochimiques
GUS sur des coupes d’agarose de 80 um d’épaisseur, de stades |, Il et lll de rootlettes se
développant sur des racines « protéoide-like hairy root » exprimant la construction (C)
pLaWOX5.1::GUS::GFP et (D) pLaWOX5.2::GUS::GFP.



homologues. A partir des données génomiques générées par I'équipe, 3 genes ont été mis en
évidence sur la base de leur homologie avec AtWOX5 et 2 candidats ont été retenus sur la
base de leur profil d’expression (supérieur a 100) : LaWOX5.1-like (Lalb_04g0250731) et
LaWOX5.2-like (Lalb_189g0052701) (Figure 2.4A, B). Dans le but de confirmer si la localisation
du promoteur de ces deux genes est similaire a pAtWOX5, j’ai suivi I'expression des
promoteurs endogénes pLaWOX5.1-like et pLaWOX5.2-like en fusion transcriptionnelle avec
le géne GUS dans différents stades de développement des rootlettes (Chapitre 1 + Figure 2.4C,
D). L'expression de pLaWOX5.1-like::GUS et pLaWOX5.2-like::GUS est visualisée dans le centre
quiescent des rootlettes (Figure 2.4C, D), mais le profil d’expression parait plus large et plus
diffus que celui de pAtWOX5:GUS::GFP (Figure 2.3B). Ce résultat démontre, dans un premier
temps, la difficulté de trouver des génes d’intérét endogenes et orthologues a ceux d’A.
thaliana. Néanmoins, la localisation similaire de pLaWOX5.1-like::GUS et pLaWOX5.2-
like::GUS a pAtWOX5::GUS :GFP suggere une expression différente de ce gene chez le lupin
blanc, probablement pas seulement confinée au centre quiescent. Il est a noter que la
fluorescence de la GFP n’a jamais pu étre observée dans les racines transformées avec les

promoteurs de lupin.

3.1.3 La sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like

La sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like a pour but de mettre en évidence
I'implication des LaWOX5-like dans I'arrét de croissance des rootlettes. En effet, en sur-
exprimant les genes LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, nous espérons maintenir I'activité
méristématique des rootlettes et ainsi obtenir des plantes avec un phénotype « rootlettes
longues ». Afin de pouvoir comparer les phénotypes racinaires de nos conditions d’intérét
avec une condition controle, nous avons également généré des plantes transformées avec un
plasmide dont le gene d’intérét a été remplacé par le géne de la B-glucuronidase. 3 types de
construction ont ainsi été générées et les plantes exprimant ces constructions adopteront
la nomenclature suivante lors de ce travail de thése: (i) 35S::GUS pour la condition
controle, (ii) 35S::WOX5.1 pour les racines sur-exprimant LaWOX5.-likel et (iii)
35S::WO0X5.2 pour les racines sur-exprimant LaWOX5.2-like (Figure 2.4A).

La sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like a été vérifiée par RT-qPCR.

On observe que I'expression de LaWOX5.1-like est 1 500 fois plus importante dans les
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Figure 2.5 : Production de racines de lupin sur-exprimant les génes LaWOX5.1-like et
LaWOX5.2-like par transformation hairy root. (A) Plasmides de transformation utilisés pour
produire des racines contréles 35S::GUS et les racines d’intérét 35S::W0X5.1 et 35S::WO0OX5.2.
La sur-expression de (B) LaWOX5.1-like (Lalb_Chr04g0250731) et de (C) LaWOX5.2-like
(Lalb_Chr18g0052701) a été confirmée par qPCR. L’expression est relative au gene de
référence LaNORM1 (Lalb_Chr07g0195211) et a la condition contréle 35S::GUS. Les valeurs
sont les moyennes +/- écartype de 4 réplicats biologiques.



plantes 35S5::WO0X5.1 que dans les plantes 35S::WO0X5.2 et 35S::GUS (Figure 2.5B). De
méme, I'expression de LaWOX5.2-like est environ 20 000 fois plus importante dans les

plantes 355::W0X5.2 que dans les autres conditions (Figure 2.5C).

Les racines protéoides transformées de chaque condition ont été échantillonnées
en sélectionnant les racines fluorescentes exprimant le marqueur mCherry (cf. matériel et
méthodes). Dans un premier temps, les phénotypes racinaires obtenus chez 35S5::WO0X5.1
et chez 355::W0X5.2 ne correspondent pas au phénotype « rootlettes longues » attendu
(Figure 2.6.B, C). Au contraire, I'observation des images suggére la présence de rootlettes
plus courtes dont la densité semble parfois plus importante chez les transformants
35S::WO0X5.1 et 35S5::WO0X5.2 en comparaison avec le contréle 35S::GUS (Figure 2.6.A-C).
Ces caracteres ne sont néanmoins pas homogénes le long de la racine protéoide
transformée et sont, de ce fait, difficilement quantifiables. Egalement, il semblerait que le
patron de développement des rootlettes ainsi que la cinétique d’apparition soient
dérégulés chez certaines racines protéoides-like sur-exprimant LaWOX5-1-like et
LaWOX5.2-like. En effet, on observe des rootlettes seulement d’un c6té de I’axe principal
et non pas de part et d’autre de la racine mais également des rootlettes plus courtes vers
la fin de la racine protéoide transformée suggérant que ces rootlettes apparaitraient plus
tard que les précédentes ou bien qu’elles aient arrété leur croissance plus tot (Figure 2.6.B,
C). Il est intéressant de mentionner que I'on observe aussi un phénotype agravitropique
de I'apex des racines protéoides sur-exprimant nos genes d’intérét en comparaison avec
le contréle 35S::GUS (Figure 2.6.A-C). Une méthode d’analyse consistant a calculer un
index aire/longueur a été mise en place pour pallier a la difficulté de quantifier le
phénotype observé (Matériel et méthodes, section 2.1.4). On observe un ratio
aire/longueur significativement plus important chez les plantes controles 355::GUS ce qui
suggere que la surface occupée par le cluster de rootlettes est réduite chez les plantes sur-
exprimant LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like (Figure 2.7) et confirmant donc bien le fait que

les rootlettes ne sont pas plus longues chez les transformants.
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Figure 2.6 : Phénotypes des racines « protéoide-like hairy root » controles et sur-exprimant
LaWOX5.1-like ou LaWOX5.2-like. Les racines protéoides-like issues des transformations (A)
35S::GUS, (B) 35S::WOX5.1 et (C) 35S::WOX5.2 ont été sélectionnées grace au marqueur de
transformation mCherry puis scannées.



3.1.4 L’impact de la sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like

Afin de mettre en évidence si la sur- ( \
expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2- RAPPEL

e AtROWI1 est un régulateur négatif de

like a un impact sur d’autres genes impliqués
AtWOX5. 1l permet notamment de confiner

dans le maintien du méristeme, j’ai quantifié I'expression de AtWOX5 dans le centre

I'expression de LaPLT1-like et LaROW1-like uisscent.

* Le complexe AtPLT1-AtSCR-AtTCP régule
positivement AtWOX5 en se fixant sur son

2.8A, B). Aucune différence significative n’a promoteur. Réciproquement, AtWOXS5 est un
régulateur positif mais indirecte de AtPLT1.
pu étre observée concernant I'expression de K J

LaPLT1-like (Figure 2.8A). Cependant, on

dans nos 3 conditions par RT-gPCR (Figure

observe une régulation négative de |'expression de LaROW1-like chez les plantes sur-

exprimant LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like (Figure 2.8B).

Finalement, la sur-expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like ne permet pas
de conférer une croissance indéterminée aux rootlettes ce qui suggére que ces génes ne
sont pas directement impliqués dans la transition développementale conduisant au
caractére déterminé des rootlettes. Néanmoins, le phénotype observé montre que ces
genes sont impliqués dans le développement des rootlettes et plus précisément dans la
cinétique d’émergence. La dérégulation de I'expression de LaROW1-like dans les racines
35S5::WO0X5.1 et 355::WO0X5.2 suggéere également que la sur-expression de LaWOX5.1-like
et LaWOX5.2-like entraine une dérégulation de certains acteurs du réseau de genes
impliqués dans le maintien du méristéme, résultant en des rootlettes plus courtes et plus

abondantes.

3.2 'approche sans apriori : le crible génétique

Disposant d’une population EMS dans I'équipe, j'ai participé a la mise en place d’un
criblage de mutants. Cette approche sans a priori s’est déroulée en condition de carence en
Pi afin de favoriser le développement des racines protéoides. Le crible portait sur la recherche
d’un mutant affecté dans le développement de ses rootlettes, présentant plus
particulierement un phénotype « rootlette longue » et qui serait donc affecté dans le

programme développemental controlant la croissance déterminée. En paralléle, un
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Figure 2.7 : Ratio aire/longueur des rootlettes de racines « protéoide-like hairy root »
controles et sur-exprimant LaWOX5.1-like ou LaWOX5.2-like. Les racines ont été soumises a
une méthode d’analyse consistant a diviser la surface occupée par les rootlettes par la
longueur sur laquelle les rootlettes se développent. Les analyses ont été effectuées sur n =61
pour 35S::GUS et n = 36 pour 35S::WOX5.1 et 35S5::W0OX5.2.
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Figure 2.8 : Etude par RT-qPCR de I’expression de deux génes de lupin homologues de génes
d’A. thaliana impliqués dans le maintien du méristéme. L'impact de la sur-expression de des
génes LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like sur d’autres acteurs du réseau de genes impliqué dans
le maintien du méristéme a été évalué en suivant I'expression de (A) LaROWI1-like
(Lalb_Chr01g0019561) et (B) LaPLT1-like (Lalb_Chr01g0003331). L'expression est relative au
géne de référence LaNORM1 (Lalb_Chr07g0195211) et a la condition contréle 35S::GUS. Les
valeurs sont les moyennes +/- écartype de 4 réplicats biologiques.



phénotype d’absence de rootlettes a également été recherché. Le systéme de support des
plantules dans le bac d’hydroponie dont nous disposons permet I'identification facile et rapide
des différents phénotypes racinaires), ce qui constitue un atout essentiel pour la réalisation
d’un crible génétique (Figure 2.9A). Un phénotype est retenu dés lors ou il est visible sur au
minimum 3 plantes/Iot. Lors de ce crible, 10 mutants ont été retenus pour un passage en serre
afin d’effectuer une confirmation du phénotype a la génération suivante. Un seul présentait
un phénotype intéressant pour la suite de mon projet de thése. Il s’agit du mutant nommé
2083 qui présente un phénotype trés particulier de développement de « rootlettes-like »
longues le long de sa racine primaire (Figure 2.9B). La racine primaire de ce mutant ressemble
a une grande racine protéoide portant de longues « rootlettes » comparée a celle de la variété
controle Amiga (Figure 2.9C). Malheureusement, a la génération suivante, plusieurs
phénotypes dont le phénotype du mutant 2083 n’ont pas pu étre confirmé, ce qui a mis un
terme a la poursuite de cette approche sans a priori dans le cadre de mon projet de these.
Néanmoins, ce crible génétique a permis l'identification de 5 mutants présentant des
phénotypes intéressants pour I'équipe : (i) le mutant 2051 qui présente de courtes racines
secondaires agravitropiques le long de la racine primaire (Figure 2.10A), (ii) le mutant 2070
qui posséde une racine primaire tres courte et développe beaucoup de racines protéoides
(Figure 2.10B), (iii) le mutant 2085 qui a une racine primaire courte formant une racine
protéoide-like a I'extrémité, dont les racines secondaires sont assez courtes et qui présente
tres peu de racines protéoides (Figure 2.10C), (iv) le mutant 2115, qualifié NCR pour No Cluster
Root, qui présente une racine primaire normale mais avec aucune racine protéoide sur les
secondaires (Figure 2.10D), et (v) le mutant 2117 qui présente une racine primaire courte et

peu de racines secondaires (Figure 2.10E).

Bien que les outils dont I'équipe dispose soient amplement adaptés et efficaces pour
mener a bien le phénotypage requis pour effectuer un crible génétique, la génétique du lupin
est une limite forte a ce type d’approche. Compte-tenu du temps de génération graine a
graine long (6 mois), de la faible quantité de graines produites (3 a 12 graines), et de la
complexité de son génome liée a la triplication de celui-ci (Huffnagel et al, 2020), le lupin blanc

est une espece difficile a utiliser pour mener a bien des approches génétiques.



Figure 2.9 : Isolement d’'un mutant EMS a rootlettes longues. Un crible génétique en
condition de carence en Pi a été mené dans I’équipe. 112 lots d’une population EMS de lupin
blanc comprenant chacun 24 a 30 plantes ont été cultivés en bac d’hydroponie et phénotypés.
(A) Le systéme de support pour les plantes dont disposent les bacs hydroponie permet une
identification rapide et efficace des phénotypes racinaires. 5 plantes controle Amiga sont
présentées. (B) Le mutant 2083 présente le long de sa racine primaire des racines courtes que
I’'on peut considérer comme des « rootlettes-like ». Ces rootlettes sont plus longues que (C)
celles présentes sur les racines protéides de la variété Amiga. Le trait rouge permet de
visualiser la différence de taille. Echelle (B-C) : 1 cm.



4. Discussion

Les acteurs moléculaires contrélant la transition développementale des rootlettes sont
méconnus, et les approches fonctionnelles abordées dans ce chapitre visent a mieux
comprendre ce processus. La transgénese n’étant pas possible chez le lupin blanc, une
approche gene candidat a été menée en sur-exprimant les génes LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-
like dans des racines de lupin blanc par le systeme de transformation hairy-root. Enfin, un
crible génétique sur une population EMS disponible dans I'’équipe a été conduit afin de mettre
en évidence un mutant présentant un phénotype de « rootlettes longues », qui serait ainsi

affecté dans le programme développemental de la croissance déterminée des rootlettes.

4.1 La sur-expression de LaWOX5-like ne permet pas de maintenir une croissance

indéterminée des rootlettes

Chez la plante modele A. thaliana, AtWOX5 est un géne central du réseau de genes
impliqués dans le maintien du méristéme (Drisch and Stahl, 2015; Kong et al., 2015). Sa perte
de fonction, comme celles de AtSHR ou AtSCR, entraine la différenciation des cellules souches
de la columelle et provoque la différenciation du méristeme proximal (Sarkar et al., 2007).
Durant le développement des rootlettes de lupin blanc, on observe une corrélation entre la
croissance déterminée et la perte d’activité des promoteurs de LaWOX5-like, LaSCR-like et
LaROW1-like (chapitre 1). L'implication de plusieurs acteurs du maintien d’'une zone
méristématique est également décrite chez certaines Cactaceaes présentant une croissance
déterminée de leur racine primaire (Rodriguez-Alonso et al., 2018). Alors que la croissance
déterminée semble associée a 'arrét de fonctionnement de génes clés du méristeme, les
résultats présentés dans ce chapitre démontrent que la sur-expression de LaWOX5-like ne
permet pas de maintenir une croissance indéterminée des rootlettes. Chez A. thaliana, le

mutant moots koom 1 (mko1l), identifié lors d’un

crible génétique visant a sélectionner des plantes INFO

développant des systémes racinaires anormaux, « Moots koom signifie « racine

présente aussi un phénotype de croissance courte » en langage Maya.

déterminée (Hernandez-Barrera et al.,, 2011). A
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Figure 2.10 : Phénotypes de différents mutants mis en évidence lors du crible génétique.
Lors du crible génétique dirigé en condition de carence en Pi, 5 mutants ont été mis en
évidence, amplifiés et confirmés: (A) le mutant 2051 présente de courtes racines secondaires
agravitropiques le long de la racine primaire, (B) le mutant 2070 posséde une racine primaire
trés courte portant de nombreuses racines protéoides, (C) le mutant 2085 a une racine
primaire courte formant une racine protéoide-like au bout et dont les racines secondaires sont
assez courtes et présentent tres peu de racines protéoides, (D) le mutant 2115, qualifié NCR
pour No Cluster Root, qui présente une racine primaire normale mais aucune racine protéoide
et (E) le mutant 2117 qui présente une racine primaire courte et aucune racine protéoide.



I'instar des rootlettes de lupin blanc et de la racine primaire de plusieurs Cactaceae du désert
de Sonaran, on observe chez mkol des évidences morphologiques de la différenciation du
méristéme de la racine primaire incluant (i) le développement des poils absorbants sur la
totalité de la racine, (ii) la présence d’une vasculature dans la région ex-méristématique et (iii)
des cellules anormalement grandes dans I'apex racinaire (Dubrovsky, 1997b; Watt and Evans,
1999; Hernandez-Barrera et al., 2011). De maniére étonnante, on observe, chez ce mutant,
que les génes AtWOX5 et AtSCR, marqueurs de la présence d’un centre quiescent, sont
toujours exprimés durant la différenciation du méristéme et que le domaine d’expression de
AtWOX5 est étendu aux cellules initiales environnantes (Hernandez-Barrera et al., 2011). Un
résultat similaire est observable dans la racine primaire différentiée de P. pringlei ou
I’expression de WOX5 est plus importante aprés différenciation de I'apex (Rodriguez-Alonso
et al.,, 2018). Il est alors intéressant de remarquer que la visualisation de l'activité des
promoteurs de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like dans notre étude, suggére aussi un patron
d’expression plus étendu que I'expression du promoteur pAtWOX5 chez le lupin blanc. Cette
recherche démontre ainsi que la différenciation du méristeme menant a une croissance
déterminée peut étre associée a la perte du patron d’expression de certains génes impliqués
dans le maintien du méristeme plutét que la perte de leur expression. Cependant, les résultats
obtenus dans ce chapitre, ne permettent de donner aux LaWOX5-like un réle central dans la

transition vers la croissance déterminée des rootlettes.

4.2 35SWO0X5.1 et 35SWOX5.2, des phénotypes pas si surprenants

Chez les plantes sur-exprimant LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, la densité de
rootlettes semble plus importante comparée aux plantes controles 35S::GUS, bien que cette
caractéristique n’ait pas pu étre quantifiée. Ce phénotype ne semble pas surprenant compte-
tenu de l'implication de WOX5 dans 'organogénése racinaire et particulierement dans
I'initiation et le développement des racines latérales chez A. thaliana (Tian et al., 2014; Hu and
Xu, 2016). En effet, la sur-expression de AtWOX5 dans des explants de feuille cultivés in vitro
promeut la rhizogénése (Hu and Xu, 2016). Plusieurs études montrent également que, chez A.
thaliana, la sur-expression de AtWOX5 entraine la dé-différenciation des cellules souches de
la columelle, conduisant a une réduction du gravitropisme (Sarkar et al., 2007; Pi et al., 2015).

Une étude plus récente précise que cette sur-expression empéche en fait la différenciation






des cellules souches filles de la columelle (Savina et al., 2020). Il est intéressant de noter que
plusieurs racines proteoides-like sur-exprimant LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like présentent
une courbure, voire méme une torsion, de l'apex. Finalement, une étude tissulaire de
I'anatomie de I'apex des racines transformées aurait permis d’en savoir plus sur la structure

de la zone méristématique.

4.3 Le lupin blanc, un modele difficile pour la génétique

Le chapitre 1 de ce manuscrit de these met en évidence le lupin blanc comme un excellent
modele pour I'étude du développement racinaire. Néanmoins, dans ce chapitre 2, j"aimerais
mettre en lumiére les difficultés rencontrées concernant 'utilisation de cette plante pour des
approches génétiques. Dans un premier temps, les nombreuses duplications présentes dans
le génome du lupin rendent difficiles la mise en évidence de genes orthologues. En prenant
exemple sur LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, on observe qu’il existe 3 genes homologues a
AtWOX5. La localisation de I'activité du promoteur des deux génes les plus exprimés dans les
rootlettes n’est pas strictement confinée aux quelques cellules du centre organisateur comme
observé pour celui de AtWOX5 chez le lupin blanc. Ce résultat peut remettre en cause la
pertinence de I’homologie faite durant ce chapitre entre AtWOX5 et LaWOX5.1-like /
LaWOX5.2-like. Malgré sa faible expression, la visualisation de la localisation du géne
Lalb_Chr15g0084241 (LaWOX5.3-like) pourrait permettre d’éclaircir et de confirmer nos choix

pour les études fonctionnelles.

De nombreux efforts ont été dédiés dans I'équipe a la transformation stable par
Agrobacterium tumefaciens mais le lupin blanc reste une plante récalcitrante a la régénération
a partir de cals. La transformation hairy-root s’avére étre une alternative relativement rapide
et efficace afin de faire exprimer des constructions transgéniques dans les racines de lupin
blanc. Néanmoins, les limites rencontrées, durant les 2 premieres années de ma theése,
concernent la vérification de la bonne transformation des racines hairy-root, notamment pour
des études fonctionnelles de type sur-expression. En effet, les racines développées par les
plantes hairy-root ne sont pas toutes transformées et, mis a part pour les transformations
comportant un gene rapporteur GUS, nous n’avions aucun moyen d’attester de la bonne
transformation de celles-ci. Cependant, la mise en place d’un systeme de sélection par

fluorescence mCherry des racines transformées a permis de rendre pertinentes les






expériences fonctionnelles en systéme hairy-root. Une autre limite du systéme hairy-root
concerne le déréglement hormonal et, plus précisément, celui de la balance auxine/cytokinine
au sein des racines transformées. Lors d’études fonctionnelles, I'impact de ce déséquilibre est
atténué par la comparaison avec une condition contréle néanmoins les conclusions impliquant
des genes régulés ou régulant les flux d’auxine ou de cytokinine (comme WOX5) peuvent étre

impactées.

En regard du crible génétique, nous avons a notre disposition dans I'équipe les
infrastructures nécessaires pour le bon déroulement de ce type d’approche. En effet, les
systémes hydroponiques permettant de cultiver le lupin blanc sont adaptés a un phénotypage
racinaire rapide et haut débit. Néanmoins, le temps long de génération graine a graine (plus
de 6 mois), la faible quantité de graines obtenues (3 a 12 graines par plante) et la quantité de
rétrocroisements nécessaires pour stabiliser une lignée EMS (7 générations) font du lupin
blanc une plante complexe pour les méthodes de génétique classique. De plus, le timing décrit
ci-dessus démontre de I'incompatibilité d’un projet d’une telle envergure avec le temps
imposé a la réalisation d’une these. Il est également important de noter que la culture de la
plante de lupin blanc n’est pas compatible avec les sols de I'Hérault riches en calcaire. De plus,
les fortes chaleurs d’été ne permettent pas non plus la culture du lupin blanc en serre dans le
sud de la France, imposant ainsi la nécessité d’une multiplication a Poitiers (Collaboration avec

Jouffray Drillaud, grand semencier frangais).
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1. Introduction

Chez les plantes, la croissance indéterminée des racines repose sur le maintien et la
régulation du méristéme apical racinaire (MAR). L’activité méristématique se définit par un
équilibre entre le renouvellement constant des cellules souches et leur transition vers un état
différencié, permettant la formation de différentes lignées cellulaires a I’origine des différents
types de tissus composant la racine. Cet équilibre peut étre perturbé par des facteurs
abiotiques, biotiques ou génétiques, et peut mener dans certains cas a une croissance dite
déterminée du systéme racinaire (Shishkova et al., 2008). Chez la plante modele A. thaliana,
I'arrét de croissance de la racine primaire en réponse a une carence en Piimplique les modules
STOP1-ALMT1 et PDR2-LPR1, provoquant un arrét rapide de I’élongation cellulaire, un arrét
progressif de I'activité mitotique de la niche de cellules souches du méristéeme, puis in fine une
nécrose de la racine (Balzergue et al., 2017; Mora-Macias et al., 2017; Gutiérrez-Alanis et al.,
2018). Cet arrét de croissance de la racine primaire chez A. thaliana n’est pas comparable a
celui des rootlettes de racines protéoides de lupin blanc. Bien que les racines protéoides de
lupin blanc se développent en réponse a un stress abiotique identique, la carence en Pi, la
réponse racinaire est tres différente. Notamment, I’arrét des divisions cellulaires dans la zone
méristématique de I'apex des rootlettes subvient rapidement (moins de 24 heures apres
émergence), avant un arrét progressif de I'élongation des cellules. De plus, aucune nécrose
n’est observée suite a I'arrét de croissance des rootlettes (Le Thanh et al.,, 2021). Dans la

littérature, la croissance déterminée de la ( \
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développementale implique I'épuisement des cellules souches du méristéme, menant a la
différenciation de toutes les cellules et a I'apparition de poils absorbants sur la totalité de
I’'apex de la racine (Dubrovsky, 1997a; Dubrovsky, 1997b; Dubrovsky and Gémez-Lomeli, 2003;

Shishkova et al., 2008; Kirschner et al., 2021). Lors de I'arrét de croissance de la racine primaire



Figure 3.1 : Image d’une racine protéoide de lupin blanc présentant quelques « Longues
Rootlettes ». La racine protéoide a été échantillonnée sur des plantes cultivées durant 16
jours en milieu carencé en Pi. Le long de la racine protéoide, de nombreuses rootlettes se
développent de maniére successive et ont pour caractéristique une croissance déterminée.
Certaines rootlettes, que I'on a appelé « Longues Rootlettes » (LR), semblent échapper a ce
programme développemental. Fleches vertes : LR. Echelle : 1 cm.

Figure 3.2 : Comparaison anatomique entre une « Longue Rootlette » (LR) et une « Normale
Rootlette » (NR). Coloration au calcofluor de coupes longitudinales de 80 um d’épaisseur de
(A) LR et (B) NR. La structure des LR est semblable a une rootlette de stade Il (Le Thanh et al.,
2021) suggérant que celle-ci est toujours en croissance. En contraste, la NR juxtaposée
présente les caractéristiques d’une rootlette de stade V avec la présence (i) de cellules
totalement différenciées, (ii) d’'une vasculature allant jusqu’au bout de I'apex et (iii) de poils
absorbants sur la totalité de la rootlette. Echelle (A-B) : 100 um.



de P. pringlei, une analyse transcriptomique menée par I'équipe de Rodriguez-Alonso a mis
en évidence la perte d’expression de plusieurs génes orthologues a des génes impliqués dans
le maintien du méristéeme chez A. thaliana comme, par exemple, PpPLT1, PpBBM, PpSHR,
PpSCR et PpWOX (Rodriguez-Alonso et al., 2018). Il est intéressant de noter que des résultats
similaires ont pu étre observés chez les rootlettes de lupin blanc (cf chapitre 1). En effet, on a
pu observer, lors du développement des rootlettes, I'arrét progressif de I'expression de génes
impliqués dans le maintien du méristeme comme LaWOX5.1-like, LaWOX5.2-like, LaSCR-like
et LaROWI1-like (Le Thanh et al.,, 2021) mais aussi des modifications de leur patron
d’expression dans les stades précoces (Chapitre 2). Il est acquis que, lors de carence en Pi, le
lupin blanc induit la formation de racines protéoides sur lesquelles se développent un nombre
important de rootlettes dont la croissance est déterminée (Watt and Evans, 1999; Neumann
and Martinoia, 2002), cependant les mécanismes moléculaires impliqués restent méconnus.
De maniére surprenante, certaines rootlettes semblent échapper au programme
développemental induisant une croissance déterminée, et se différencient des autres

rootlettes par une longueur plus importante (Figure 3.1).

Le chapitre 3 de cette thése portera ainsi sur (i) I'analyse anatomique de ces « longues
rootlettes » (LR), (ii) I'analyse d’un jeu de données transcriptomiques permettant de comparer
les LR a des rootlettes a croissance déterminée et situées directement a c6té des LR, appelées
ici « normales rootlettes » (NR), et (iii) I'’étude fonctionnelle d’un gene candidat mis en
évidence lors de cette analyse transcriptomique. Cette étude sur le comportement particulier
des LR pourra, a terme, apporter de nouvelles connaissances permettant d’améliorer la
compréhension des mécanismes moléculaires menant a la croissance déterminée des

rootlettes de racine protéoide chez le lupin blanc.

2. Résultats

2.1 Caractérisation anatomique des LR

Le long de la racine protéoide, les rootlettes émergent de maniére successive,
générant ainsi un gradient développemental spatial et temporel (Figure 3.1). Curieusement,

lors des observations menées sur les racines protéoides, j'ai fréquemment pu observer que



Figure 3.3 : Etude anatomique des apex d’une racine protéoide, d’une « Longue Rootlette »
(LR) et d’une « Normale Rootlette » (NR). La coloration au DAPI a été utilisée sur des coupes
longitudinales de 8 um d’épaisseur afin de visualiser les potentielles divisions cellulaires dans
(A) 'apex d’une racine protéoide (TIP), (B) 'apex d’une longue rootlette (LR) et (C) I'apex d’une
rootlette a croissance déterminée (NR). Echelle : (A-C) 100 um.



certaines de ces rootlettes se démarquaient des autres par une longueur plus importante et

interrompaient donc ce gradient caractéristique (Figure 3.1 — fleches vertes). Lors du chapitre

1, 5 stades de développement des rootlettes,
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voisines (Figure 3.1). Afin de les caractériser anatomiquement, j’ai, dans un premier temps,
comparé la structure morphologique des LR a celle des NR, rootlettes a croissance déterminée
juxtaposées (Figure 3.2). La structure des LR est similaire a une structure de racine a croissance
indéterminée, avec la présence (i) de petites cellules typiques d’une zone méristématique, (ii)
d’une columelle et d’une coiffe latérale, et (iii) de lignées cellulaires organisées (Figure 3.2A).
La différence est notable en comparaison avec la structure des NR, qui présente une
organisation typique d’une rootlette en stade V ou la zone méristématique a disparu, avec (i)
des cellules totalement différenciées, (ii) la présence de tissus conducteurs allant jusqu’au
bout de I'apex et (iii) la présence de poils absorbants couvrant la totalité de la rootlette (Figure
3.2B). Ces observations suggérent que les LR, émergées au méme moment que les NR
adjacentes, semblent toujours posséder une zone méristématique active leur permettant de
continuer de croitre. Dans le but de confirmer cette hypothése, j'ai observé les divisions
cellulaires présentes dans I'apex des racines protéoides (TIP), des LR et des NR a I'aide d’une
coloration au DAPI (Figure 3.3). La coloration au DAPI permet de visualiser les noyaux, la
présence de cellules en télophase est ainsi observable, attestant une activité de division
cellulaire. L'apex des LR présente un patron similaire a celui de I'apex des TIP, avec la présence
d’une niche de cellules souches donnant naissance a des lignées cellulaires possédant une
activité mitotique (Figure 3.3A, B). En contrepartie, I'apex des NR ne présente aucune activité
de division cellulaire (Figure 3.3C). Une analyse en microscopie confocale focalisée sur la zone
méristématique des LR a permis de montrer que toutes les LR ne présentent pas la méme

structure cellulaire. Ainsi 3 stades de développement des LR, similaires aux stades Il (Figure



Figure 3.4 : Etude tissulaire de I'apex de différentes « Longues Rootlettes ». Des coupes
longitudinales de 100 um d’épaisseur ont été colorées au calcofluor afin de suivre I’évolution
anatomique de plusieurs rootlettes longues (LR). Les LR présentent, bien que plus tardivement
gue les NR, une croissance déterminée pouvant étre associée anatomiquement aux stades de
développement des rootlettes décrits dans Le Thanh et al. 2021 : (A) Stade lll, ou la rootlette
est toujours en croissance (B) Stade IV, ou I’on observe une élongation des cellules et (C) stade
V, ou toutes les cellules de la rootlette sont différenciées, le cylindre central vient rejoindre
I'apex de la rootlette et les poils absorbants se développent sur la totalité de I'apex. Echelle :
(A-C) 100 um



3.4A), IV (Figure 3.4B) et V (Figure 3.4C) du développement des rootlettes a croissance
déterminée, ont été identifiés. Toutefois, la trés grande majorité des LR observées présentent
des similarités avec le stade Il des rootlettes, voire méme avec celui d’'un apex de racine
protéoide, avec de nombreuses petites cellules caractéristiques d’'une zone méristématique,
et la présence d’'une columelle et d’'une coiffe latérale (Figure 3.4A). Avec une fréquence
faible, j’ai également pu observer quelques LR présentant une structure proche de celles des
rootlettes de stade IV (Figure 3.4B) et quelques rares apex de LR totalement différenciés,
possédant de fortes similitudes avec des rootlettes de stade V (Figure 3.4C). Il est pertinent
de mentionner que les LR visualisées durant cette expérience ont toute été échantillonnées
en méme temps, suggérant que certaines LR continuent de croitre, tandis que d’autres se
différencient mais de maniere tres tardive comparé au NR voisines. La similitude entre la
columelle d’'une LR et d’'un apex de racine protéoide laisse sous-entendre que les LR mettent
en place précocement au cours de leur développement un plus grand nombre d’assises
cellulaires comparativement aux NR. Il semblerait ainsi que les LR maintiennent une activité
méristématique plus longtemps que les NR, mais néanmoins restent soumises au programme

développemental entrainant une croissance déterminée.

2.2 Analyse transcriptionnelle des « Longues Rootlettes »

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires menant a la croissance
déterminée des rootlettes, une approche transcriptomique a été engagée pour comparer
I’expression des genes dans les trois types de racines précédemment décrites : j'ai généré un
jeu de données transcriptomiques en tirant profit de la croissance prolongée des LR. Trois
types de racines sont représentées dans ce jeu de données : (i) LR, représentant les rootlettes
longues, suggérant une croissance indéterminée, (ii) NR, les rootlettes ayant arrété leur
croissance, spatialement directement juxtaposées aux LR, représentant la condition de
référence et (iii) TIP, correspondant a I'apex de la racine protéoide portant ces rootlettes,
représentant une référence de racine a croissance indéterminée. L’analyse transcriptomique
par RNASeq a été réalisée sur des fragments racinaires d’apex de 0.5 cm. 12 librairies ARN ont
ainsi été générées par séquencage a haut débit (NovaSeq, lllumina) a raison de 4 réplicats
biologiques par type de racine, représentant environ 200 millions de couples de « reads » par

condition (Table 1 — Annexe). L'analyse de ce transcriptome a été effectuée a l'aide de
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Figure 3.5 : Analyse du jeu de données transcriptomiques nommé « Longues Rootlettes ».
Trois conditions sont représentées dans ce jeu de données : LR (Longue Rootlette), NR
(Normale Rootlette) et TIP (apex de la racine protéoide). LR représente la condition anormale,
NR la condition de référence et TIP une racine a croissance indéterminée. Les analyses ont été
effectuées a I'aide de I'outil DIANE (Cassan et al. 2020). (A) 41 387 génes sont présents dans
ce jeu de données transcriptomiques. (B) Suite a une étape de normalisation de type DESeq
et de filtration des genes présentant un « count » inférieur a 200, 28 109 génes ont été mis en
évidence. (C) Répartition des échantillons du jeu de données sur I'analyse en composante
principale représentant plus de 50% de la variabilité de I'expression des génes, et attestant de
la qualité de I’échantillonnage.



I’application DIANE (https://diane.bpmp.inrae.fr/), outil développé par Océane Cassan,
doctorante au sein du laboratoire BPMP (Cassan et al., 2021). Selon la derniére annotation
produite par I'équipe, le génome du lupin blanc est représenté par 41387 génes
(https://www.whitelupin.fr/). L’analyse globale des données montre, d’une part, une faible
variabilité de I'expression des genes au sein de chaque groupe d’échantillons et, d’autre part,
un rapprochement dans les échantillons des conditions LR et TIP, qui s’avérent étre trés
différents de la condition NR (Figure 3.5A). Suite a une étape de normalisation (méthode
DESeq2) et de filtration du bruit de fond (low counts 200), les analyses ont été poursuivies
avec 28 109 geénes (Figure 3.5B). La répartition des échantillons sur I'analyse en composantes
principales, représentant sur un plan (Composantel vs Composante2) plus de 50% de la
variabilité de I'expression des génes, atteste de la qualité des données et de I’échantillonnage
(Figure 3.5C). Au cours de cette analyse, les conditions LR et TIP sont comparées a la condition
de référence NR. Ainsi, dans la suite du travail, la « condition LR » correspondra a la

comparaison LR vs NR et la « condition TIP » correspondra a la comparaison TIP vs NR.

2.2.1 Identification des génes différentiellement exprimés

Dans le but de mettre en évidence les mécanismes moléculaires menant a I'arrét de
croissance des rootlettes, jai recherché les geénes différentiellement exprimés dans la
condition LR et la condition TIP par rapport a la condition NR en prenant comme parametres :
un Log de Fold Change (LogFC) supérieur a 2 et une pvalue de 0.001. 2 467 génes ont pu étre
ainsi identifiés chez LR et 6380 genes chez TIP. Parmi ceux-ci, 453 genes sont régulés
négativement dans la condition LR, et 3027 dans la condition TIP. Pour chaque condition, les
50 premiers genes les plus négativement régulés ont été référencés sous la forme d’un tableau
(Table 2 et 3 - Annexe). Il est intéressant de noter que le 3°™ géne présentant la plus forte
dérégulation dans la condition LR est un homologue d’'un des génes de la famille des
transporteurs de phosphate AtPHTs (Lalb_Chr10g0094631). Le premier géne présentant la
régulation négative la plus forte dans la condition TIP présente une homologie avec le géne
AtFRO1 (Lalb_Chr1790339251) codant pour une réductase ferrique, et ce géne est aussi
présent parmi les 10 premiers genes les plus négativement régulés chez LR. De méme, 2 014

génes sont régulés positivement chez les LR, et 3 353 chez les TIP. Pour chaque condition, les

50 premiers genes les plus positivement régulés ont été référencés sous la forme d’un tableau
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Figure 3.6 : Diagramme a points représentant les différents processus biologiques enrichis
parmi les génes différentiellement exprimés et négativement régulés dans la condition LR
vs NR et la condition TIP vs NR. L’analyse d’ontologie génique a été effectuée a I'aide de I'outil
DIANE (Cassan et al., 2021) dans la condition (A) LR vs NR et (B) TIP vs NR. Les points suivent
un code couleur défini en fonction de leur p-value ajustée, et sont placés sur I'abscisse en
fonction du nombre de genes correspondant a ce processus biologique.



(Table 4 et 5 - Annexe). Il est intéressant de mentionner que parmi ces genes, et
communément aux deux conditions, le gene le plus différentiellement exprimé et régulé
positivement code pour une protéine annotée root meristem growth factor 2-like
(Lalb_Chr049g0255371), faisant référence au géne AtRGF2, codant pour un peptide sécrété
impliqué dans la maintenance du méristeme chez A. thaliana (Matsuzaki et al., 2010) dont les

logFC sont de 10.91 et 12.82 dans LR et dans TIP comparés a NR respectivement.

2.2.2 Analyse de I’enrichissement des ontologies des génes

A partir des genes différentiellement exprimés, une analyse de I'enrichissement des
ontologies des genes (GO enrichment) a été effectuée pour les genes régulés négativement
(down-regulated genes) pour les conditions LR et TIP (Figure 3.6) en se focalisant sur les
processus biologiques. Dans la condition LR, on observe un enrichissement de genes impliqués
dans des processus de transport (transport d’ions, monovalent cation transport), et
particulierement  d’ions  ferriques @ comme  LaFRO1-like  (Lalb_Chr17g0339341,
Lalb_Chr179g0339251, Lalb_Chr17g033932) ou encore le transporteur vacuolaire LaVIT-like
(Lalb_Chr0890245581, Lalb_Chr07g0189361). Dans la condition TIP, les processus biologiques
les plus représentés sont majoritairement impliqués dans la réponse de la plante a divers
stress (Figure 3.6B). Ce résultat est appuyé par la présence d’'un nombre important de génes
de la famille des récepteurs-like kinases LaCRKs-like (Lalb_Chr21g0307921,
Lalb_Chr21g0307891, Lalb_Chr21g0307901, Lalb_Chr06g0165361, Lalb_Chr21g0307881),
mais également de genes codant pour les transporteurs LaMATE-like (Lalb_Chr25g0283091,
Lalb_Chr05g0223261, Lalb_Chr21g0308651, Lalb_Chr14g0372101, Lalb_Chr2490397991).
Cette analyse, effectuée sur les genes régulés négativement dans la condition LR et la
condition TIP, a révélé un enrichissement de génes correspondant a des processus de
déphosphorylation (Figure 3.6A), caractérisés par la présence d’homologues a AtPS2
(Lalb_Chr22g0351731) ou encore AtPAPs (Lalb_Chr099g0335191, Lalb_Chr01g0018231,
Lalb_Chr20g0117951).

Suite a I'analyse de I'enrichissement des termes ontologiques, on observe que de
nombreux processus biologiques sont communs entre la condition LR et la condition TIP. Le
processus biologique le plus représenté dans ces deux conditions est la division cellulaire, avec

la présence de genes codant pour LaCYCB1-like (Lalb_Chr20g0108171, Lalb_Chr14g0365621,
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Figure 3.7 : Diagramme a points représentant les différents processus biologiques enrichis
parmi les génes différentiellement exprimés et positivement régulés dans la condition LR vs
NR et la condition TIP vs NR. L’analyse d’ontologie génique a été effectuée a 'aide de I'outil
DIANE (Cassan et al., 2021) dans la condition (A) LR vs NR et (B) TIP vs NR. Les points suivent
un code couleur défini en fonction de leur p-value ajustée, et sont placés sur I'abscisse en
fonction du nombre de genes correspondant a ce processus biologique.



Lalb_Chr10g0106101), LaARF10-like et LaARF16-like (Lalb_Chr06g0162381), ou encore
LaWOX4-like (Lalb_Chr11g0062671) (Figure 3.7). Des génes impliqués dans le processus
d’organisation de la paroi cellulaire sont aussi largement représentés dans les conditions LR
et TIP, notamment avec des fonctions contribuant a la mise en place des parois cellulaires,
comme la cellulose synthase LaCSLA2-like (Lalb_Chr01g0004721, Lalb_Chr19g0136761), ainsi
qgue de nombreux xycoglucan endotransglucosylase LaXTH-like (Lalb_Chr24g0393581,
Lalb_Chr03g0028941, Lalb_Chri4g0375571, Lalb_Chr08g0230531, Lalb_Chr08g0230531
etc...) (Figure 3.7).

La présence de plusieurs processus biologiques communs entre les conditions LR et
TIP, principalement chez les génes positivement régulés, appuie les résultats précédemment
obtenus, suggérant une forte similitude entre ces deux organes, autant anatomique que

biologique.

2.2.3 Focus sur les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont a I'origine de la modulation de I'expression des génes
(Latchman, 1997; Hobert, 2008). Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans le
maintien du méristeme chez A. thaliana, et permettent ainsi a la racine de croitre de manieére
indéterminée (Drisch and Stahl, 2015; Trinh et al., 2018). Il est donc probable que la croissance
déterminée des rootlettes soit, elle aussi, modulée par un ou plusieurs facteurs de
transcription. Pour aller plus loin dans cette hypothese, je me suis focalisée sur les facteurs de
transcription présents parmi les genes différentiellement exprimés dans les conditions LR et
TIP avec un Log FC > 4. En effet, suite a 'abondance de génes présents dans la précédente
analyse en Log FC > 2, I'augmentation du Log FC permet une sélection plus drastique des
facteurs de transcription. Parmi les 63 génes régulés négativement dans la condition LR, 9
facteurs de transcription sont présents. Pour la condition TIP, on retrouve 112 facteurs de
transcription parmi les 869 genes négativement régulés. L'ensemble des facteurs de
transcription négativement régulés dans les conditions LR et TIP sont réunis sous la forme d’un
tableau (Table 6 — Annexe). Il est intéressant de noter que les 9 facteurs de transcription
présents dans la condition LR sont aussi présents dans la condition TIP. Parmi eux, on retrouve
plusieurs homologues de genes impliqués dans des réponses a divers stress chez la plante

modele A. thaliana comme LaFIT1-like (Lalb_Chr14g0374401), LaWRKY47-like
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# | White lupin géne ID | A. thaliana homologue géne ID | Symbole LR NR TIP
B 1 |Lalb_Chr18g0052701 AT3G11260.1 WOX5 39 0 248
2 |Lalb_Chr16g0385821 AT1G26870.1 FEZ 117 2 328
3 |Lalb_Chr07g0177601 AT5G18560.1 PUCHI 22 0 271
4 |Lalb_Chr13g0303321 AT1G74500.1 BS1 31 0 511
5 [Lalb_Chr06g0168521 AT5G17430.1 BBM 594 18 1207
6 |Lalb_Chr02g0142291 AT2G42430.1 LBD16 822 19 2440
7 |Lalb_Chr01g0003331 AT3G20840.1 PLT1 45 2 140
8 [Lalb_Chr01g0003341 AT1G51190.1 PLT2 95 3 427
9 |Lalb_Chr25g0284001 AT1G79580.1 SMB 605 35 1836
10| Lalb_Chr09g0325961 AT5G10510.3 AlL6 355 17 1104
11 | Lalb_Chr18g0044001 AT5G28640.1 AN3 23 0 109
12 | Lalb_Chr10g0106161 AT1G46264.1 HSFB4 114 2 334
13 | Lalb_Chr16g0382101 AT1G70510.1 KNAT2 11 0 77
14 | Lalb_Chr11g0070471 AT1G23380.2 KNAT6 10 0 93
15 | Lalb_Chr14g0368051 AT2G22840.1 / 1329 71 2922
16 | Lalb_Chr17g0345921 AT5G16560.1 KAN 66 4 111
17 | Lalb_Chr01g0013141 AT4G32890.1 GATA9 809 32 2399
18 | Lalb_Chr25g0288591 AT3G52910.1 GRF4 976 40 1797
19 | Lalb_Chr10g0098151 AT1G26945.1 KDR 483 18 1387
20 [ Lalb_Chr16g0379461 AT4G16780.1 HB-2 1837 102 3707
|21|Lalb_Chr23g0270311 AT1G72210.1 / 126 0 505
22 [Lalb_Chr17g0347051 AT2G40435.1 / 40 0 396
23 [ Lalb_Chr05g0222461 AT1G18400.1 BEE1 94 0 230
24 [ Lalb_Chr02g0158971 AT3G29370.1 P1R3 1414 64 2465

Figure 3.8 : Réseau de genes d’A. thaliana homologues aux facteurs de transcription de lupin
blanc positivement régulés dans la condition LR vs NR et la condition TIP vs NR. (A) Réseau
de genes généré a I'aide de 'outil en ligne STRING permettant de visualiser les associations
prédictives entre les 24 facteurs de transcription mis en évidence lors de |'analyse
transcriptomique comme étant positivement régulés a la fois dans la condition LR vs NR et Ia
condition TIP vs NR. Ce réseau de génes s’articule particulierement autour de AtWOX5, gene
ayant un réle primordial dans le maintien du pool de cellules souches dans le méristéme apical
racinaire. B) Les expressions relatives des 24 facteurs de transcription dans les LR, NR et TIP

issues du jeu de données transcriptomiques sont présentées.



(Lalb_Chr18g0046381) ou encore LabZIP34-like (Lalb_Chr24g0400011). De plus, on observe la
présence d’'un homologue du géne AtOFP1 (Lalb_Chr24g0400011), impliqué dans la mise en
place des parois secondaire chez A. thaliana. Enfin, il est également intéressant de mentionner
la présence de LaSHI-like (Lalb_Chr09g0322101), impliqué dans la régulation négative de
I’élongation cellulaire chez la plante modele (Fridborg et al., 2001). En parallele, 61 facteurs
de transcription sont présents parmi les 353 genes positivement régulés dans la condition LR.
La condition TIP, elle, présente 146 facteurs de transcription parmiles 972 génes positivement
régulés. 55 facteurs de transcription sont communs aux deux conditions LR et TIP (Table 7 —
Annexe). Afin d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes communs aux
conditions LR et TIP, j’ai utilisé I'application STRING, une base de données permettant de
visualiser des réseaux d’associations prédictives prenant en compte a la fois des interactions
directes (physiques) et indirectes (fonctionnelles) (Szklarczyk et al., 2019). Il est important de
mentionner que le réseau de génes généré par STRING est produit a partir des bases de
données disponibles sur I'espece modele A. thaliana et en conséquence, le réseau a été
construit en utilisant les genes d’A. thaliana homologues aux 55 facteurs de transcription de
lupin blanc. Apres élimination des facteurs de transcriptions redondants issus de la forte
présence de duplications dans le génome du lupin, ainsi que des facteurs de transcription
isolés ne présentant pas d’interactions avec les autres, un réseau de 24 facteurs de
transcription a pu étre généré (Figure 3.8). Ce réseau de genes s’articule autour de AtWOX5
(LaWOX5.2 - Lalb_Chr18g0052701), facteur de transcription majeur de I'auto-maintien du
méristéme chez A. thaliana (Forzani et al., 2014; Kong et al., 2015). Il me semble pertinent de
mentionner que LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like avaient fait I'objet de I'approche géne-
candidat décrite dans le Chapitre 2, et les résultats obtenus lors de cette analyse
transcriptomique me permettent de confirmer la cohérence de mes expériences. Un sous-
réseau de facteurs de transcription centré sur WOX5 regroupe les génes connus chez A.
thaliana pour leur implication dans les processus d’émergence des racines latérales et du
maintien du MAR comme AtPLT1, AtPLT2, AtLBD16, AtPUCHI, AtBBM, AtAIL6 et AtFEZ (Aida
et al., 2004; Hirota et al., 2007; Willemsen et al., 2008; Goh et al., 2012). Ainsi, la présence
d’un réseau de facteurs de transcriptions homologues a des genes impliqués dans le maintien
du méristeme chez A. thaliana dans la condition LR et la condition TIP suggere que les longues
rootlettes, tout comme les apex de racines protéoides, sont des organes en croissance, et

confirme la présence d’un méristeme actif. De plus, I'absence d’expression de ces genes dans
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Figure 3.9 : Intégration des 3 génes codant pour les peptides Root Meristem Growth Factor
(RGFs) dans le réseau de génes d’A. thaliana homologues aux facteurs de transcription de
lupin blanc positivement régulés dans la condition LR vs NR et la condition TIP vs
NR. Expressions relatives de (A) LaRGF1-like, (B) LaRGF2-like, (C) LaRGF3-like dans les
conditions LR, NR et TIP issues du jeu de données transcriptomiques. (D) Réseau de génes
généré al’aide de I'outil en ligne STRING permettant de visualiser des associations prédictives.
(E) Le réseau de genes des RGFs interagit avec plusieurs acteurs du maintien du méristeme.



NR suggére que leur croissance déterminée est la conséquence de la perte du fonctionnement

de ce réseau de facteurs de transcription responsable de I'auto-maintien du méristéeme.

2.2.4 LaRGF2-like, un gene candidat a la croissance déterminée des

rootlettes ?

L’analyse globale du jeu de données transcriptomiques a permis l'identification du
géne LaRGF2-like (Lalb_Chr04g0255371), codant pour un homologue du peptide AtRGF2
(Lalb_Chr049g0255371). Ce géne est le plus fortement sur-exprimé, dans les longues rootlettes
ainsi que les apex de racines protéoides en comparaisons aux rootlettes a croissance
déterminée. Chez la plante modele A. thaliana, les 11 peptides composant la famille des RGFs
sont majoritairement exprimés dans la zone méristématique et dans la columelle, et
participent de maniere redondante au maintien du pool de cellules souches ainsi qu’a la
prolifération des cellules indifférenciées en transit (Matsuzaki et al., 2010; Meng et al., 2012;
Whitford et al.,, 2012). Par analogie, j'ai pu identifier deux autres RGFs parmi les génes
différentiellement exprimés: LaRGF1-like (Lalb_Chr1790341561), et LaRGF3-like
(Lalb_Chr129g0203411), également exprimés dans les conditions LR et TIP, mais pas dans la
condition NR (Figure 3.9A-C). Ces trois génes possedent ainsi des profils d’expression
analogues aux facteurs de transcriptions ayant servi a la génération du réseau de génes
STRING (Figure 3.8B). Dans le but de mettre en évidence une potentielle implication de ces
peptides dans la maintenance du méristeme, j’ai intégré les 3 peptides AtRGFs au réseau de
genes généré a partir des 24 facteurs de transcriptions d’A. thaliana homologues aux facteurs
de transcription de lupin blanc positivement régulés dans la condition LR et la condition TIP
(Figure 3.9D). De maniére notoire, ces 3 genes, et notamment AtRGF2, sont situés en amont
du réseau (Figure 3.9E), et la modulation de I'expression des RGFs pourrait alors avoir un
impact direct sur I'expression du reste du réseau de genes contrdélant la maintenance du
méristéme. Ainsi, LaRGF2-like (Lalb_Chr04g0255371) constituerait un gene candidat potentiel
pertinent ayant un role majeur dans la croissance déterminée des rootlettes, et la
dérégulation de son expression menerait ainsi a la perte du réseau de génes impliqués dans

le maintien du méristéme, et a I’arrét de la croissance des rootlettes.
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Figure 3.10 : Profil d’expression de LaRGF2-like. Expression relative de LaRGF2-like le long de
la racine protéoide. Le profil d’expression a été réalisé a partir de données transcriptomiques
générées dans I'équipe et publiées dans Hufnagel et al., 2020. Ces données sont disponibles
en ligne sur www.whitelupin.fr. Ces données transcriptomiques ont été générées a partir de
10 racines protéoides segmentées en 8 morceaux a partir de I'apex de la racine protéoide (S0).
4 réplicats biologiques ont été effectués.



2.3 Approche géne-candidat avec LaRGF2-like

2.3.1 La surexpression de LaRGF2-like

De la méme maniére que LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like dans le chapitre 2, la
surexpression de LaRGF2-like a été effectuée en systéme hairy root, sous le contréle d’un
promoteur 35S dans des racines de lupin blanc. Cette expérience a pour but de mettre en
évidence la potentielle implication de LaRGF2-like dans la croissance déterminée des
rootlettes. Les rootlettes ayant arrété leur croissance n’expriment plus LaRGF2-like (Figure
3.10), et I'hypothese en découlant est que la surexpression de ce géne pourrait permettre de
maintenir I'activité du méristéme via I'action de LaRGF2-like sur le réseau de genes impliqués
dans le maintien du méristeme. Les racines sur-exprimant LaRGF2-like sont comparées aux
racines controles sur-exprimant le géne de la B-glucuronidase (GUS). Lors de ce chapitre, les
racines sur-exprimant LaRGF2-like seront annotées 35S::RGF2, et les racines contréles sur-

exprimant GUS seront appelées 35S::GUS.

Dans un premier temps, la surexpression de LaRGF2-like a été vérifiée par RTgPCR
(Figure 3.11A-B) sur 4 racines protéoides-like issues de racines transformées 35S::RGF2 (Figure
3.12C), représentant ainsi 4 évenements de transformation distincts. Il est intéressant de
noter que l'expression de LaRGF2-like est racine-dépendante (Figure 3.11A), néanmoins
I'expression relative moyenne des 4 racines est 8x10* fois plus importante chez les racines
35S::RGF2 que chez les racines controles 35S::GUS (Figure 3.11B). Le potentiel impact de la
surexpression de LaRGF2 sur plusieurs genes impliqués dans le maintien du méristéeme
LaRGF1-like (Lalb_Chr1790341561), LaRGF3-like (Lalb_Chr12g0203411), LaPLT2-like
(Lalb_Chr01g0003331), LalBD16-like (Lalb_Chr0690162491), LaSMB-like
(Lalb_Chr2590284001) et La BBM1-like (Lalb_Chr06g0168521)a été évalué par RTgPCR
(Figure 3.11C). Cependant, la grande variabilité d’expression racine-dépendante ne nous

permet pas de conclure sur des potentielles dérégulations.
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Figure 3.11 : Impact de la sur-expresssion du géne LaRGF2-like sur I’expression de différents
génes impliqués dans le maintien du méristéme. La sur-expression de LaRGF2-like
(Lalb_Chr0490255371) effectuée par transformation hairy root a été confirmée par RTqPCR
dans (A) 4 racines transformées représentant 4 évenements de transformation distincts. Les
variations d’expression racine-dépendant sont importants. (B) La moyenne de I'expression de
LaRGF2-like confirme la surexpression de ce géne dans les plantes 35S::RGF2. L'impact de la
surexpression de LaRGF2-like sur d’autres acteurs du réseau de genes impliqués dans le
maintien du méristeme a été évaluée en suivant |'expression de (C) LaRGF1-like
(Lalb_Chr1790341561), LaRGF3-like (Lalb_Chr1290203411), LaPLT2-like
(Lalb_Chr01g0003331), LalLBD16-like (Lalb_Chr0690162491), LaSMB-like
(Lalb_Chr2590284001) et LaBBM1-like (Lalb_Chr06g0168521) dans 4 racines transformées
représentant 4 évenements de transformation distincts. La grande variation racine-dépendant
ne permet pas de conclure. L'expression est relative au gene de référence LaNORM1
(Lalb_Chr07g0195211) et a la condition contrdle 35S::GUS. Les valeurs sont les moyennes +/-
écart-type de 4 réplicats biologiques.



2.3.2 Le phénotype racinaire induit par la sur-expression de LaRGF2-like

Afin de caractériser phénotypiquement I'impact de la sur-expression de LaRGF2-like,
les racines protéoides-like présentes 35S::RGF2 et 35S::GUS ont été échantillonnées aprés
confirmation de leur transformation par visualisation du marqueur de transformation
fluorescent, puis scannées (Figure 3.12A, B). Les racines protéoides-like issues de la
construction 35S::RGF2 présentent des rootlettes de taille variable mais les phénotypes se
démarquent globalement assez nettement de la condition contrble, ce qui est assez
remarquable pour une expérimentation de ce type (Figure 3.12D). Un certain nombre de
rootlettes 35S::RGF2 sont plus longues que chez les racines contréles (Figure 3.12C), mais la
variabilité de cette propriété la rend difficilement quantifiable. On observe de maniére notoire
une discontinuité dans I'apparition des rootlettes chez les racines sur-exprimant LaRGF2-like
(Figure 3.11D), alors que les rootlettes se développent usuellement de maniére successive
comme on peut I'observer chez les racines contrdle (Figure 3.11C), a l'instar des racines
sauvages. |l est également intéressant de noter que la surexpression de LaRGF2-like semble

affecter I'épaisseur des rootlettes, et que certains apex de rootlettes sont recourbés.

2.3.3 Analyse microscopique de I’apex des rootlettes-like de 355::RGF2

Afin d’aller plus loin dans I'analyse du phénotype racinaire des racines 35S::RGF2, des
analyses microscopiques au confocal ont été conduites. Les structures cellulaires des apex de
rootlettes a différents stades de développement de 35S::RGF2 ont été comparées a celles des
racines contréle 35S::GUS (Figure 3.13). Dans la condition 35S::RGF2, on observe un défaut
d’organisation des cellules, notamment dans les TIP et les rootlettes pré-émergentes (Figure
3.13E, F) en comparaison avec celles des racines 35S::GUS (Figure 3.13A, B). Cette absence
d’organisation cellulaire se traduit par un enrichissement surnuméraire des lignées cellulaires
entrafinant I'élargissement du méristeme, une perte de la symétrie des organes ainsi qu’un
nombre réduit de cellules dans la columelle des apex de racines protéoides-like. Il est
intéressant de noter que cette propriété confére aux rootlettes issues des plantes 35S::RGF2
(Figure 3.13G) une structure similaire aux apex de racine protéoides-like 35S::GUS (Figure
3.13A) suggérant la présence d’'une zone méristématique, qui s’éloigne d’une structure de
rootlette en croissance issue des racines contrdles (Figure 3.13C). Lors de cette analyse,

aucune rootlette présentant un phénotype de croissance déterminée (Figure 3.13D) n’a pu



Figure 3.12 : Phénotypes racinaires résultant de la sur-expression du géne LaRGF2-like dans
des racines « hairy-root ». Les racines protéoides-like issues des transformations (A) 35S::GUS
et (B) 35S::RGF2-like ont été échantillonnées et scannées. 4 racines types de (C) 35S::GUS et
(D) 35S::RGF2-like ont été sélectionnées pour des analyses tissulaires et des analyses
d’expression par gPCR. Echelle : (A-D) 1cm.



étre observée chez les racines sur-exprimant LaRGF2-like. Parallelement, une analyse a la
loupe binoculaire des rootlettes de 14 racines protéoides-like sur-exprimant LaRGF2-like a
démontré qu’aucune d’entre elles ne possédaient de poils absorbants recouvrant I'apex,
suggérant ainsi qu’aucune rootlette n’était différenciée, ce qui est particulierement
remarquable. Ainsi, ces résultats confirment I’hypothése que la surexpression de LaRGF2-like
permet de conserver I'activité du méristeme et donc de maintenir les rootlettes dans un stade

indifférencié malgré les défauts d’organisation cellulaire visualisés.

3. Discussion

Il est acquis que, outre leurs capacités fonctionnelles étonnantes, les rootlettes de
lupin blanc se caractérisent par une croissance déterminée (Watt and Evans, 1999; Neumann
et al., 2000). Mes travaux montrent pour la premiere fois I'existence de rootlettes longues,
spatialement juxtaposées a des rootlettes normales ayant arrété leur croissance. En
s’appuyant sur les caractéristiques anatomiques et moléculaires des rootlettes longues, ce
chapitre 3 a permis d’accroitre nos connaissances sur les mécanismes moléculaires menant a
la croissance déterminée des rootlettes en mettant en lumiére I'implication du géne LaRGF2-

like.

3.1 Les rootlettes longues ne sont pas dédiées a la nutrition, contrairement aux

rootlettes a croissance déterminée

Les rootlettes de racines protéoides, développées en réponse a une carence en Pi, sont
connues pour leur capacité a exsuder des acides organiques, des protons et des phosphatases
afin d’améliorer la biodisponibilité du Pi et de faciliter son absorption (Dinkelaker et al., 1989;
Neumann et al., 2000; Massonneau et al., 2001; Tomasi et al., 2009; Miiller et al., 2015a). Le
chapitre 1 de cette thése a mis en évidence une transition progressive mais rapide de la
croissance des rootlettes vers une phase entierement dédiée a la nutrition, marquée par
I'arrét de leur croissance. A la différence des rootlettes a croissance déterminée, les analyses
transcriptomiques conduites suggerent que les rootlettes longues ne sont pas
fonctionnellement spécialisées dans la nutrition comme les rootlettes courtes. En effet, chez

les longues rootlettes comparées aux rootlettes a croissance déterminée, on observe une



Figure 3.13 : Etude tissulaire de I'apex de racines sur-exprimant le géne LaRGF2-like et de
racines contréles 35S::GUS. Des coupes longitudinales de 100 um ont été colorées au
calcofluor afin de suivre I’évolution anatomique des rootlettes issues de racines de lupin blanc
transformées avec les constructions 35S::GUS (A-D) et 35S::LaRGF2-like (E-G). Pour la
construction 35S::GUS sont représentés (A) I'apex de la racine protéoide-like transformée, (B)
le stade | pré-émergent des rootlettes, (C) le stade Ill en croissance des rootlettes et (D) le
stade IV arrét de croissance des rootlettes. Pour la construction 35S::LaRGF2-like sont
représentés (E) 'apex de la racine protéoide-like transformée, (F) le stade pré-émergent, (G)
les rootlettes développées. Echelle : (A-G) 100 um.



régulation négative de nombreux génes impliqués dans la réponse a la carence en phosphate
comme (i) 'ubiquitine ligase E3 LaPUB35-like induite lors d’une déficience en Pi (Jost et al.,
2015), (ii) le transporteur a haute affinité LaPHT1;5-like (Lalb_Chr10g0094631) impliqué dans
la remobilisation du Pi (Nagarajan et al., 2011), (iii) la phosphatase acide sécrétée LaPAP10-
like (Lalb_Chr20g0117951, Lalb_Chr20g0117941, Lalb_Chr20g0117931,
Lalb_Chr20g0117961) impliquée dans la solubilisation du Pi a partir d’organo-phosphates
(Wang et al., 2011) et (iv) la multicopper oxidase LalLPR2-like (Lalb_Chr02g0145381),
paralogue du gene AtLPR1 impliqué dans 'arrét de la croissance de la racine primaire en
réponse a une carence en Pi (Svistoonoff et al., 2007; Ticconi et al., 2009). Bien que les
rootlettes a croissance déterminée soient spécialisées dans I'absorption de Pi, ces processus
sont également accompagnés par I’activation de transporteurs membranaires de divers autres
nutriments (Chapitre 1, Table 1 de Le Thanh et al., 2021). En effet, plusieurs génes impliqués
dans laréponse a la carence en fer sont aussi régulés négativement dans les rootlettes longues
comparées aux rootlettes a croissance déterminées comme (i) la réductase ferrique LaFRO1-
like (Lalb_Chr1790339341, Lalb_Chr179g0339251, Lalb_Chr17g033932) impliquée dans
I’acquisition du fer chez le pois (Waters et al., 2002), (ii) le facteur de transcription LaFIT-like
impliqué dans la régulation des géenes de réponses a la carence en fer (Bauer et al., 2007) ou
encore (iii) le transporteur vacuolaire LaVIT-like (Lalb_Chr08g0245581, Lalb_Chr07g0189361)
impliqué dans le stockage de fer (Cao, 2019). Egalement parmi les génes régulés négativement
dans les longues rootlettes, on observe une diversité de genes impliqués dans différents
processus de réponses a des stress biotiques et abiotiques comme (i) le transporteur ABC
LaABCG34-like (Lalb_Chr02g0151441) impliquée dans la défense des plantes aux pathogénes
nécrotiques (Khare et al.,, 2017), (ii) le gene LalSUZ2-like (Lalb_Chr10g0102971) dont
I’expression est induite en réponse a une carence en sulfure (Sirko et al., 2015) et (iii) 'ATPase
LaAHAS5-like impliquée dans la tolérance a la sécheresse (Lu et al., 2021). Ainsi, ces analyses
confirment les observations du chapitre 1 stipulant que les rootlettes a croissance
déterminées sont des organes entierement dédiés a la nutrition, et pas seulement
phosphatée. Mais surtout, ces résultats nous indiquent que les longues rootlettes ne sont pas
dédiées a la nutrition et donc qu’elles différent profondément des rootlettes a croissance

déterminée.






3.2 Les rootlettes longues possedent toujours une activité méristématique

Le chapitre 1 de cette thése a montré la perte de la zone méristématique chez les
rootlettes, entrainant leur arrét de croissance (Le Thanh et al., 2021). En opposition, les
rootlettes longues se caractérisent par la présence de nombreuses petites cellules ainsi que
d’une coiffe latérale et d’'une columelle, éléments caractéristiques de la présence d’une zone
méristématique. La similarité structurelle entre les rootlettes longues et les apex de racines
protéoides suggéerent chez les longues rootlettes le maintien d’une activité méristématique.
Les résultats obtenus lors des analyses anatomiques ont été renforcées par un
enrichissement, dans ces deux organes en comparaison avec les rootlettes a croissance
déterminée, de génes positivement régulés impliqués dans des processus de division cellulaire
comme LaCYCB1-like (Lalb_Chr20g0108171, Lalb_Chr14g0365621, Lalb_Chr10g0106101),
protéine contrdlant la transition de la phase G2 a M lors de la division cellulaire (Beeckman et
al., 2001) ou encore LaARF10-like et LaARF16-like (Lalb_Chr06g0162381) impliqués chez A.
thaliana dans la restriction de AtWOX5 dans le centre quiescent (Ding and Friml, 2010). Le
réseau de genes d’A. thaliana homologues aux facteurs de transcription de lupin blanc
positivement régulés chez les longues rootlettes et les apex de racines protéoides comparés
aux rootlettes a croissance déterminée a révélé la présence de plusieurs genes impliqués dans
le maintien du méristeme comme AtWOX5, AtPLT1 et AtPLT2 (Aida et al., 2004; Drisch and
Stahl, 2015; Kong et al., 2015), mais aussi de génes impliqués dans des processus d’initiation
des racines latérales comme AtLBD16, AtPUCHI, AtBBM, AtAIL6 et AtFEZ (Aida et al., 2004;
Hirota et al., 2007; Willemsen et al., 2008; Goh et al., 2012). Egalement, on retrouve dans ce
réseau de genes la présence d’homologues de genes connus pour leur implication dans le
maintien du méristeme apical caulinaire et prolifération cellulaire des organes aériens chez A.
thaliana comme AtKNAT2, AtKNAT6, AtGRF4, et AtAN3 (Horiguchi et al., 2005; Belles-Boix et
al., 2006; Kim and Lee, 2006; Truernit et al., 2006). Ces résultats, appuyés par des analyses
anatomiques, confirment la présence d’une activité méristématique chez les rootlettes

longues.






3.3 LaRGF2-like est impliqué dans le maintien d’une activité méristématique

La famille des peptides ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR (RGF), aussi référencés
sous le nom de GOLVEN (GLV) ou CLEL (CLE-like), sont connus pour leurs divers réles dans le
développement des plantes, dont le maintien du méristeme (Matsuzaki et al., 2010; Whitford
et al., 2012; Fernandez et al., 2013a; Fernandez et al., 2013b). Le geéne LaRGF2-like a été mis
en évidence lors de notre analyse transcriptomique comme étant le gene le plus positivement
exprimé dans les longues rootlettes et dans I'apex de la racine protéoide comparés aux
rootlettes a croissance déterminée. Qui plus est, sa position dans le réseau de genes, en amont
des facteurs de transcription impliqués dans le maintien du méristeme, suggere un potentiel
role régulateur de LaRGF2-like sur le réseau. Chez A. thaliana, la mutation seule de rgf2
n‘entraine pas de phénotype, néanmoins le triple mutant rgfl rgf2 rgf3 présente un
phénotype de racine courte, avec un nombre réduit de cellules méristématiques (Matsuzaki
et al., 2010), suggérant d’un c6té la redondance de ces peptides, mais aussi leur implication
dans le maintien d’une activité méristématique. Dans un premier temps, chez le lupin blanc,
la surexpression de LaRGF2-like dans des racines « hairy-root » a mis en évidence le maintien
d’une zone méristématique dans les rootlettes normalement déterminées. L’absence de poils
absorbants autour de I'apex des rootlettes-like atteste de I'absence de la différenciation totale
des rootlettes et suggére que I'expression de LaRGF2-like joue un role primordial dans le
maintien d’une activité méristématique chez les rootlettes de lupin blanc. Il est intéressant de
noter que la surexpression de AtRGF1 entraine chez A. thaliana |'élargissement du méristeme
(Matsuzaki et al., 2010). Des résultats similaires ont pu étre observés chez les racines sur-
exprimant LaRGF2-like. En effet, un plus grand nombre de lignées cellulaires est observable,
et I'organisation cellulaire est nettement perturbée, suggérant que la surexpression de
LaRGF2-like entraine une prolifération excessive des cellules. On peut par ailleurs observer un
nombre surnuméraire de cellules trés précocement, lors de la formation du primordia. Ce
résultat est cohérent avec la détection de I'activité transcriptionnelle de AtRGF2/AtGLV5 dés
le stade Il du développement des primordium chez A. thaliana (Fernandez et al., 2013a). Il
semblerait ainsi que LaRGF2-like soit impliqué dans le maintien d’une activité méristématique

et régule positivement la division cellulaire, des le début de la formation des primordia.






3.4 Comment LaRGF2-like maintient I'activité méristématique ?

Le gradient d’auxine, établi et maintenu par les transporteurs d’efflux d’auxine PIN-
FORMED (PIN) contrdle la position de la niche de cellules souches chez A. thaliana, et influe
également sur la division et I’élongation cellulaire, ainsi que le gravitropisme (Miiller et al.,
1998; Blilou et al., 2005). Il est intéressant de noter que certains peptides de la famille des
RGFs/GLVs/CLELs sont impliqués dans le gravitropisme des racines (Fernandez et al., 2013b).
Chez A. thaliana, les peptides AtRGF6/AtGLV1 et AtRGF4/AtGLV3 induisent une augmentation
rapide du niveau d’expression de AtPIN2 dans la membrane plasmique des cellules de
I’épiderme dans le MAR, entrainant une perte de la répartition symétrique d’auxine
nécessaire a une réponse gravitropique normale des racines (Whitford et al., 2012). Des
résultats similaires ont été observés avec le peptide AtRGF2/AtGLV5 (Fernandez et al., 2013a),
suggérant que la courbure de I'apex de certaines rootlettes observée chez les plantes sur-
exprimant LaRGF2-like n’est pas anodine. Il est intéressant de noter que le gradient d’auxine
contréle également le niveau d’expression de geénes indispensables au maintien du
méristéme, comme les génes AtPLTs (Aida et al., 2004). Les PLTs présentent également des
gradients d’expression et agissent de maniére dose-dépendante sur I'identité des cellules : un
haut niveau d’expression des PLTs maintient l'identité des cellules souches, un niveau
intermédiaire promeut la division cellulaire des cellules souches filles, et un niveau
d’expression bas induit la différenciation des cellules dans la zone d’élongation (Galinha et al.,
2007). Il a été décrit chez A. thaliana que les RGFs maintiennent la niche de cellules souches
en définissant le patron d’expression de AtPLT1 et AtPLT2 (Matsuzaki et al., 2010; Shinohara
etal., 2016). Il est intéressant de noter que I'accumulation des transcrits de AtPLT2 est réduite
a la niche de cellules souches, mais que la localisation de la protéine est plus étendue dans la
zone basale de I'apex, suggérant une régulation également post-traductionnelle (Matsuzaki
et al., 2010; Shinohara et al., 2016). Néanmoins, I'impact de la surexpression de LaRGF2-like
sur LaPLT2-like n’a pas pu étre mise en évidence a cause des variations d’expression racines-

dépendantes observées en systéme hairy root.






3.5 La régulation de LaRGF2-like

Le maintien d’'une zone caractéristique d’un méristeme chez les rootlettes sur-
exprimant LaRGF2-like suggere I'implication de ce géne dans la croissance déterminée des
rootlettes. En effet, la chute de I'expression de ce géne entrainerait I'arrét de leur croissance
via la perte du maintien du méristeme. Dans les données transcriptomiques spatiales
(Hufnagel et al., 2020), I'expression de LaRGF2-like chute le long de la racine protéoide,
lorsque les rootlettes atteignent le stade S4. Le stade S4 est également marqué par le début
de la phase fonctionnelle des rootlettes, la ol de nombreux transporteurs comme LaPHT1;5-
like commencent a étre exprimés (Chapitre 1). Ces résultats indiquent qu’un acteur régule

négativement I'expression de LaRGF2-like.

D’autre part, les RGFs sont post-traductionnellement modifiés par I'enzyme
tyrosylprotein sulfotransferase AtTPST afin de permettre I'activation du peptide mature
(Matsuzaki et al.,, 2010). Les modifications post-traductionnelles sont connus pour
considérablement améliorer la bioactivité des peptides en augmentant leur affinité a se lier a
leurs récepteurs (Matsubayashi, 2011). Une expérience impliquant |'apport exogéene de
LaRGF2-like sulfaté et non sulfaté pourrait ainsi permettre d’évaluer I'importance de la

sulfatation sur la bio-activité de LaRGF2-like.

4. Matériel et méthodes

Le matériel végétal et les conditions de culture sont identiques a ceux décrits dans le

chapitre 1 (Chapitre 1, 4.1 Matériel végétal et conditions de culture).

Les protocoles utilisés pour les analyses anatomiques des rootlettes longues sont
identiques a ceux décrits dans le chapitre 1 (Chapitre 1, 2.1 Article publié dans « Frontiers in

Plant Science », Le Thanh et al., 2021).

Le protocole utilisé pour la sur-expression de LaRGF2-like en systéme hairy root est
identique a celui décrit dans le chapitre 2, excepté la méthode d’analyse des racines

transformées (Chapitre 2, 2.1 « La transformation Hairy-root » excepté la section 2.1.4).






4.1 L'analyse du transcriptome « rootlettes longues »
4.1.1 Echantillonnage et la création de librairies ARN

L’échantillonnage a été effectué sur les racines protéoides de plantes cultivées durant
16 jours en condition de carence en Pi. 0.5 cm des apex de 15 a 20 rootlettes longues (LR), et
0.5 cm de 15 a 20 rootlettes a croissance déterminée (NR), juxtaposées aux LR, ont été
récoltées. 0.5 cm de 10 a 12 apex de racine protéoide (TIP) ont été également prélevés en tant
gue contréle d’une racine en croissance indéterminée. La taille des échantillons prélevés (0.5
cm) est basée sur la taille moyenne d’une rootlette a croissance déterminée. 4 réplicats
biologiques ont été effectués. Les ARN totaux de ces échantillons ont été extraits en utilisant
le kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research), selon les recommandations du fabricant. 12
librairies ARN ont ainsi été générées et séquencées a la plateformte technologique GeT-PlaGe
a Toulouse (INRAE). 12 librairies ARN ont ainsi été générées par séquencage a haut débit
(NovaSeq, Illumina) a raison de 4 réplicats biologiques par type de racine, représentant
environ 200 millions de couples de « reads » par condition. Les séquences brutes ont été
nettoyées en utilisant Cutadapt (Martin, 2011), puis alignées sur le génome du lupin blanc en
utilisant Hisat2 (Kim et al., 2019). Les données de niveaux d’expression des génes ont été

obtenues avec StringTie (Pertea et al., 2015).

4.1.2 I’analyse du transcriptome

L'application DIANE (https://diane.bpmp.inrae.fr/), développée par Océane Cassan,
doctorante au sein du laboratoire BPMP (Cassan et al., 2021), a été utilisée pour I'analyse du
jeu de données transcriptomiques. Une normalisation des données (méthode DESeq2) et une
filtration du bruit de fond (low counts 200) a été effectuée afin de poursuivre I'analyse sur 28
108 genes. Les geénes différentiellement exprimés ont été séléctionnés chez LR et TIP en
utilisant NR en tant que condition de référence, en utilisant un Log2(FoldChange) > 2 et une
p-value de 0.001. La sélection des facteurs de transcription différentiellement exprimés chez
LR et TIP en utilisant NR en tant que condition de référence, a été effectuée en utilisant un
Log2(FoldChange) > 4 et une Pvalue 0.001. Le réseau de génes permettant de visualiser des
associations prédictives entre les facteurs de transcriptions d’A. thaliana homologues aux
génes de lupin blanc positivement régulés dans la condition LR et la condition TIP par rapport

a NR a été généré avec I'application STRING (Szklarczyk et al., 2019).
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Figure d.1 : La transition développementale des rootlettes. Les rootlettes transitent d’une
phase développementale de croissance vers une phase fonctionnelle uniqguement dédiée a la
nutrition. La phase de croissance est marquée par la présence d’une activité méristématique
impliquant une structure type d’'une zone méristématique ainsi que par I'expression d’un
réseau de genes connus pour leur implication dans I'auto-maintien du méristéme. La phase
fonctionnelle est marquée par une différenciation totale de la rootlette impliquant des
modifications anatomiques importantes qui favorisent la nutrition de la plante. Ce
changement structural est accompagné d’activités physiologiques ainsi que de I'expression de
nombreux transporteurs de nutriments et génes de réponse a divers stress. La chute de
I'expression du géne LaRGF2-like est impliquée dans la transition développementale des
rootlettes.



L’objectif principal de mes travaux de thése était de mettre en évidence des acteurs
moléculaires impliqués dans la croissance déterminée des rootlettes de racine protéoide de
lupin blanc. Mes travaux ont contribué a améliorer nos connaissances sur le développement
des rootlettes, d’'un point de vue anatomique et moléculaire, et ont permis de mettre en
évidence le gene LaRGF2-like comme un acteur potentiel de la transition des rootlettes vers

une croissance déterminée.

1. La transition développementale des rootlettes

Dans la littérature, la premiére et unique description anatomique d’une rootlette date
des années 2000, ou Watt et Evans ont comparé la structure d’un apex de racine protéoide a
une rootlette a croissance déterminée chez le lupin blanc (Watt and Evans, 1999). Dans cette
étude tres succincte de la structure anatomique d’une rootlette, une différenciation de la zone
méristématique, la présence de poils absorbants sur la totalité de la rootlette, ainsi qu’une
différenciation du xyleme jusqu’au bout de I'apex, ont été décrites sur un stade avancé de
développement des rootlettes (Watt and Evans, 1999). Jusqu’a présent, aucune étude n’avait
été menée sur I'évolution fine d’'une rootlette de son émergence jusqu’a son stade final de
développement. Notre travail a permis d’identifier I'existence d’une transition
développementale, a la fois anatomique mais aussi moléculaire et fonctionnelle des
rootlettes. Nous avons tiré avantage du développement séquentiel des rootlettes le long de
la racine protéoide pour mener une fine description anatomique et moléculaire des rootlettes.
Nous avons défini 5 stades de développement et confirmé la disparition de la zone d’activité
méristématique ainsi que la différenciation compléte de la rootlette rapidement aprés
émergence. Cette étude était indispensable pour permettre d’identifier spatialement, le long
de la racine protéoide, a quel moment la transition développementale se déroule et ainsi
permettre de faire les prélevements nécessaires a I'étude transcriptomique. Celle-ci a mis en
évidence qu’une transition moléculaire et fonctionnelle tres claire accompagne la transition
anatomique. La rootlette devient, apres cette transition, un organe entierement dédié a la
nutrition ayant stoppé sa croissance. La croissance déterminée s’accompagne donc d’une

spécialisation fonctionnelle (Figure d.1).






Chez A. thaliana, la croissance indéterminée des racines repose sur l'activité du
méristéme, et sur I'auto-maintien de la niche de cellules souches. Cette niche de cellules
souches est formée du centre quiescent et des cellules initiales qui I’entourent. Les cellules
initiales se différencient et approvisionnent les différentes lignées cellulaires afin de former
les différents tissus de la racine (Dolan et al., 1993). Le centre quiescent est décrit comme un
réservoir de cellules souches dont I’activité mitotique est réduite (voire nulle) (van den Berg
et al., 1995). Chez la plante modeéle Arabidopsis, il est acquis que la maintenance de la niche
de cellules souches repose sur I'expression du gene AtWOX5 dans le centre quiescent, et qu’il
joue un role central dans le réseau de génes permettant I'auto-maintien de la zone

méristématique (Drisch and Stahl, 2015; Kong et al., 2015).

Les premieres expériences menées au cours de cette these ont reposé sur I’"hypothese
d’une potentielle implication des génes LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like dans la croissance
déterminée des rootlettes. L'expression de pLaWOX5.1-like et pLaWOX5.2-like, homologues
a AtWOX5 montre un patron d’expression plus large que dans le méristéme d’Arabidopsis, ce
qui pourrait étre déterminant dans I'épuisement rapide de la zone méristématique des
rootlettes. D’autre part I'expression du géne rapporteur GUS sous le contréle de ces
promoteurs chute trés précocement dans les rootlettes le long de la racine protéoide. Ces
données ont également été appuyées par la ré-analyse du jeu de données transcriptomiques
spatial généré dans I'équipe (Hufnagel et al., 2020), ol ces deux geénes étaient
différentiellement sur-exprimés dans les stades tres précoces S1-S3 du développement des
rootlettes, comparé au stade S7. Ces résultats ont renforcé I’hypothése d’une perte rapide du
maintien du centre quiescent lors du développement des rootlettes médié par la perte
d’expression de LaWOX5.1-like et LaWOX5.2-like, qui entrainerait par la suite la
différenciation des cellules initiales et causerait I'arrét de croissance des rootlettes.
Cependant, cette hypothése n’a pas pu étre confirmée par la sur-expression de LaWOX5.1-
like et LaWOX5.2-like dans des racines de lupin blanc car cette sur-expression n’a pas permis
de maintenir une croissance indéterminée des rootlettes transformées. Ce résultat suggere
que I'expression de ces génes ne semble pas constituer le facteur de régulation central de la

transition structurale et fonctionnelle des rootlettes.

Dans la littérature, lors d’'une analyse transcriptomique menée chez le lupin blang, il avait

été démontré que le facteur de transcription WOX5 n’était pas différentiellement exprimé






entre les « rootlettes immatures » et les « rootlettes matures » (Secco et al., 2014). Il me
semble important de souligner que I’échantillonnage ponctuel consistant a comparer des
« rootlettes immatures » et des «rootlettes matures » n’a pas permis d’obtenir une
description fine de I’évolution de I'expression de WOX5. De nombreuses études concernant
les racines protéoides ont adopté un échantillonnage similaire consistant a comparer des
rootlettes « juvéniles/immatures », « matures » et « sénescentes » (Neumann and Rémheld,
1999; Weisskopf et al., 2006; Tomasi et al., 2008; Wang et al., 2010; Tiziani et al., 2020).
L’étude cinétique a la fois spatiale et temporelle que permet la racine protéoide et qui a été
menée pour la premiére fois dans notre analyse transcriptomique, s’est avérée beaucoup plus

puissante pour décrire I’évolution moléculaire de la rootlette.

2. LaRGF2-like, acteur de la transition développementale des rootlettes

Les rootlettes se développent de maniere successive, formant un gradient
développemental, spatial et temporel, le long de la racine protéoide. Nous avons exploité
I'apparition de quelques rootlettes se démarquant de ce gradient par leur longueur plus
importante. L’analyse anatomique de ces rootlettes longues a révélé une structure similaire a
un apex de racine protéoide, typique d’une racine a croissance indéterminée, suggérant ainsi
la présence d’une zone méristématique active. En prenant avantage de cette caractéristique,
un jeu de données transcriptomiques visant a comparer les longues rootlettes, les rootlettes
normales et les apex de racine protéoide a été généré dans le but de mieux comprendre les
mécanismes menant a I’arrét de croissance des rootlettes. Un réseau de génes de lupin blanc,
homologues a des facteurs de transcription connus pour leur implication dans le maintien du
méristéme, est clairement sur-exprimé dans les longues rootlettes, en comparaison avec les
rootlettes normales, confirmant que ces rootlettes n’ont pas la méme cinétique d’évolution
développementale que les rootlettes normales voisines. Bien que WOX5 soit un géne clé du
maintien du pool de cellules souches (Kong et al., 2015), de nombreux génes sont impliqués
dans la maintenance du méristéme, et agissent de maniere redondante (Drisch and Stahl,
2015). Notre étude montre une dérégulation globale du réseau de facteurs de transcription
impliqué dans le maintien du méristeme chez les rootlettes normales par rapport au rootlettes
longues, mais ne nous a pas permis d’en identifier un contrélant ce réseau et donc I'arrét de

croissance des rootlettes.






Par contre, I'analyse transcriptomique a permis d’identifier le gene LaRGF2-like, comme gene
candidat intéressant pouvant jouer un réle clé en amont du réseau de facteurs de
transcription contrélant I'auto-maintien du méristeme. En effet, chez Arabidopsis, I'outil
« STRING », permettant de synthétiser les données in silico disponibles, place ’homologue de
ce géne comme potentiel régulateur du réseau identifié comme dérégulé lors de la croissance
déterminée. Les approches fonctionnelles entreprises ont montré que la sur-expression de ce
géne dans des racines de lupin blanc semble maintenir une activité méristématique dans la
majorité des rootlettes transformées, suggérant un réle déterminant de LaRGF2-like dans la
transition vers la croissance déterminée des rootlettes. Chez A. thaliana, 7 AtRGFs sont
transcrits dans le MAR, et des expériences ont démontré que la mutation seule de RGF2
n’entrainait pas de phénotype, contrairement au triple mutant rgf1 rgf2 rgf3 qui montre un
phénotype de racine courte résultant d’une réduction de la zone méristématique (Matsuzaki
et al., 2010; Fernandez et al., 2013a). Chez le lupin blanc, plusieurs génes LaRGFs-like ont été
mis en évidence lors de I'analyse transcriptomique, et compte tenu de la redondance de ces
genes chez A. thaliana, leur implication dans I'arrét de croissance des rootlettes de lupin blanc
reste a définir. Il est intéressant de noter que chez la plante modéle Arabidopsis, I'apport
exogéne du peptide AtRGF1 provoque le méme phénotype que la surexpression de ce méme
géne (Matsuzaki et al., 2010). L'apport exogene du peptide LaRGF2-like sur des racines
protéoides sauvages pourrait permettre de confirmer la possibilité de reproduire le
phénotype observé lors de la sur-expression en systeme hairy-root, et d’ainsi de maintenir des

rootlettes en croissance indéterminée.

3. Comment LaRGF2-like régule I’activité méristématique ?

Tandis que LaRGF2-like pourrait étre un acteur majeur de la croissance déterminée des
rootlettes, la maniere dont il régule [Iactivité méristématique reste inconnue.
Hypothétiquement, la chute de I'expression de LaRGF2-like au cours du développement des
rootlettes entrainerait la dérégulation du réseau de genes dont il est en amont. Chez A.
thaliana, une modification post-traductionnelle par I'enzyme TPST, tyrosyl-protein
sulfotransferase, permet d’améliorer considérablement I'activité des RGFs, qui est donc
fortement corrélée a leur niveau de sulfatation (Matsuzaki et al., 2010; Matsubayashi, 2011).

On pourrait ainsi formuler I’'hypothése que, lors du développement des rootlettes, une






absence de la sulfatation de LaRGF2-like empéche I'activation du peptide, et entraine ainsi
une chute de I'expression du réseau de gene impliqué dans le maintien du méristeme.
Cependant, en suivant le profil dexpression de LaRGF2-like dans les données
transcriptomiques  spatiales, il semblerait que LaRGF2-like soit également
transcriptionnellement réprimé au cours du développement des rootlettes. Il serait
intéressant de rechercher si on a une régulation post-traductionnelle de I'activité de LaRGF2

et/ou une régulation transcriptionnelle.

Une voie de régulation en aval des RGFs a été décrite chez Arabidopsis, permettant, par
analogie, de faire des hypothéses sur le mode d’action de LaRGF2-like dans la régulation de
I'activité méristématique des rootlettes de racine protéoides. Chez A. thaliana, 5 leucine-rich
receptor kinases (LRR-RKs), nommés RGI1 a RGFI5 et exprimés dans le méristeme proximal,
ont été identifiés comme des récepteurs spécifiques de AtRGF1 (Ou et al., 2016; Shinohara et
al., 2016). Les récepteurs kinases (RK) constituent une large famille de récepteurs
transmembranaires et sont connus pour étre impliqués dans de nombreux processus dont la
régulation du méristeme (Shiu and Bleecker, 2001). Par exemple, chez Arabidopsis, le peptide
signal AtCLE40 se lie aux récepteurs kinases AtACR4 et AtCLV1 afin de contréler la prolifération
des cellules dans le MAR (Stahl et al., 2009; Drisch and Stahl, 2015). Il est intéressant de noter
gue le quadruple mutant rgil rgi2 rgfi3 rgfi4 est significativement moins sensible a la présence
du peptide AtRGF1 tandis que le quintuple mutant rgil rgi2 rgi3 rgi4 rgi5 est totalement
insensible a la présence de AtRGF1, suggérant une forte redondance de ces récepteurs. Chez
le lupin blanc, le récepteur de LaRGF2-like n’est pas connu. Afin de mieux comprendre
comment LaRGF2-like régule I'activité méristématique, il serait intéressant de comprendre
avec quels partenaires ce peptide interagit. Une premiére stratégie serait d’identifier les génes
candidats de lupin blanc homologues aux récepteurs AtRGls. Afin de mettre en évidence si un
des récepteurs candidats interagit avec LaRGF2-like, une expérience de « ligand-fishing »
pourrait étre effectuée. En deuxiéme stratégie, une expérience de co-immunoprécipitation
pourrait permettre d’identifier les protéines interagissant avec LaRGF2-like, sans a priori. Ces
deux statégies peuvent étre croisées : I'identification de génes de lupin blanc homologues aux
AtRGIS pourrait permettre d’effectuer une recherche ciblée dans les complexes protéiques

obtenus lors de I'expérience de co-immunoprécipitation.






Des études ont mis en évidence que les AtRGFs maintiennent |’activité méristématique en
régulant le gradient d’expression de AtPLT1 et AtPLT2 (Matsuzaki et al., 2010; Shinohara et
al., 2016). Le couple ligand-récepteur AtRGF1-AtRGI1 régulerait I'activité de AtPLT1 et AtPLT2
en activant une cascade de signalisation impliquant les kinases YDA-MKK4/MKK5-MPK3-MPK6
(Lu et al., 2020). Compte-tenu des variations racines-dépendantes observées lors de la
transformation hairy-root, nous n’avons pas pu observer un impact de la sur-expression de
LaRGF2-like sur I'expression de LaPLT2-like. Il serait intéressant d’observer si LaRGF2-like
impacte 'expression des genes LaPLT1-like et LaPLT2-like afin de définir, par analogie a A.
thaliana, si les mécanismes régulant le maintien du méristeme sont similaires chez le lupin
blanc. Une perspective envisageable serait d’appliquer de maniere exogéne le peptide
LaRGF2-like sur des racines protéoides sauvages pendant un temps défini, de les
échantillonner et d’analyser par RT-gPCR le niveau d’expression de LaPLT1-like et LaPLT2-like
en comparaison avec des plantes non- traitées. Chez A. thaliana I'impact d’un apport exogéne
de AtRGF1 est visible sur des plantes exprimant des fusions AtPLT1-GFP et AtPLT2-GFP
(Shinohara and Matsubayashi, 2018), mais les limites de la génétique du lupin blanc ne nous
permettent pas de développer des stratégies basées sur des transformations stables. Ce
facteur limitant rend ces approches plus délicates et nécessite d’utiliser la transformation
hairy-root, et donc des racines chimériques. Jusqu’ici la visualisation de I'expression de génes
endogenes de lupin blanc couplé avec la protéine fluorescente GFP n’a pas été concluante.
Ainsi, la caractérisation d’un couple LaRGF2-like-récepteur et I'identification de la cascade de
signalisation en aval par analogie avec A. thaliana pourrait permettre de mieux comprendre

le mécanisme permettant de controler I'activité méristématique chez les rootlettes.

4. Une potentielle implication de I’'auxine dans I'arrét de croissance des rootlettes ?

Les hormones végétales régulent de nombreux processus développementaux chez les
plantes. Notamment, la balance auxine/cytokine est connue pour son implication dans la
régulation des méristémes racinaires et caulinaires (Su et al., 2011). Dans le méristeme
racinaire, la distribution non homogene de I'auxine, avec un maximum d’auxine situé dans le
centre quiescent et les cellules initiales de la columelle, participe a I'auto-maintien de la niche
de cellule souche (Sabatini et al., 1999; Blilou et al., 2005; Ding and Friml, 2010). Alors qu’une

premiere étude avait exclue I'implication de I'auxine dans la régulation de AtRFG1, AtRGF2,
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Figure d.2 : Schéma hypothétique de la régulation de l'activité méristématique des
rootlettes par le géne LaRGF2-like. Par analogie avec A. thaliana, nous formulons I’"hypothese
gue I'accumulation d’auxine lors de l'initiation et de la croissance des rootlettes entrainerait
la régulation positive de LaTPST-like. Cette enzyme permettrait d’activer, par sulfatation,
LaRGF2-like entrainant une meilleure affinité avec le récepteur kinase LaRGF2R-like. Une
cascade de signalisation en aval régulerait positivement les genes LaPLT1-like et LaPLT2-like
et permettrait de conserver |'activité méristématique des rootlettes en croissance. Au cours
du développement des rootlettes, la régulation négative du gene LaRGF2-like inhiberait cette

voie de signalisation, entrainant ainsi un arrét du maintien de I’activité méristématique et ainsi
I’arrét de croissance des rootlettes.



AtRGF3 et AtRGF4 (Matsuzaki et al., 2010), une autre recherche a mis en évidence que la
transcription de AtRGF5, AtRGF6, AtRGF7, AtRGF8 et AtRGF9 est induite par des traitements
auxiniques (Zhou et al., 2010). Il est acquis que lI'accumulation d’auxine entraine la
transcription des genes PLTs (Aida et al., 2004), et que les peptides RGFs définissent le patron
d’expression de AtPLT1 et AtPLT2 (Matsuzaki et al., 2010; Shinohara et al., 2016). L’'enzyme
TPST nécessaire a la bio-activation des peptides RGFs matures, est régulée positivement par
I’auxine (Zhou et al., 2010). Un modéle, proposé par I'équipe de Zhou, stipule que la présence
d’auxine entrainerait |'activation des RGFs via I'enzyme TPST, menant a I'auto-maintien de la
niche de cellule souche. Chez le lupin blanc, I'observation de DR5::GUS suggeére qu’un gradient
d’auxine est établi durant l'initiation des rootlettes jusqu’a leur émergence (Gallardo et al.,
2019). Lors de I'analyse du jeu de données transcriptomiques, nous avons pu observer qu’au
cours du développement des rootlettes, de nombreux genes impliqués dans des processus
dépendants de I'auxine sont régulés négativement trés précocement aprés émergence. Ce
résultat pourrait suggérer que le gradient d’auxine, a l'instar des genes impliqués dans le
maintien du méristeme, disparaitrait lors de la transition développementale des rootlettes.
Par analogie avec les mécanismes observés chez A. thaliana, nous pouvons émettre
I’hypothese que la baisse du niveau d’auxine lors du développement des rootlettes régulerait
négativement LaTPST-like et empécherait ainsi I'activation de LaRGF2-like, entrainant une
cascade de signalisation menant a la perte de I'auto-maintien de la niche de cellules souches,
via LaPLT1-like et LaPLT2-like et peut-étre aussi a la chute de I'expression de LaRGF2-like

(Figure d.2).

5. Vers des plantes adaptées a I'appauvrissement croissant des sols, et une meilleure

utilisation des ressources

Au détriment de leur développement, nous avons pu démontrer que les rootlettes
transitent structurellement et fonctionnellement afin de se spécialiser dans la nutrition.
Anatomiquement, la différenciation du xyleme, la présence de poils absorbants sur la totalité
de la rootlette, leur caractére agravitropique et leur courte taille confere aux rootlettes une
structure totalement adaptée a I'absorption du Pi, nutriment trés peu mobile dans les sols.
Additionnellement a cette anatomie particuliere, I'exsudation de citrate et la régulation

positive de nombreux transporteurs, phosphatases et genes connus pour leur implication






dans divers stress démontrent la capacité fonctionnelle des rootlettes (Gilbert et al., 1999;
Neumann and Romheld, 1999; Neumann et al., 2000; Massonneau et al., 2001; Pefialoza et
al., 2002; Shen et al., 2005; Tomasi et al., 2008; Cheng et al., 2011). La régulation positive de
nombreux genes impliqués dans des voies nutritionnelles différentes que celle du Pi suggere
qgue les rootlettes ont la capacité d’absorber d’autres nutriments, cependant, cela reste
encore a étudier. La stratégie d’une croissance déterminée de certaines racines afin de
s’adapter a des stress abiotiques est également observable chez d’autres plantes (Shishkova
et al., 2008). Nous avons pu discuter lors de ces travaux de thése de I'arrét de croissance de
la racine primaire d’A. thaliana en réponse de carence en Pi, et de celle de certains Cactacées
du désert de Sonora, génétiguement programmée (Dubrovsky, 1997b; Sdnchez-Calderdn et
al., 2005; Péret et al., 2011; Shishkova et al., 2013). Contrairement a la stratégie adoptée par
le lupin blanc, I'arrét de croissance de la racine primaire de ces plantes promeut le
développement des racines latérales (Péret et al., 2011; Kirschner et al., 2021). Pour A.
thaliana, le développement de racines latérales permet d’augmenter la surface d’échange
dans la partie supérieure du sol, 1a ou le Pi tend a s’accumuler (Lynch and Brown, 2001). Dans
le cas des Cactacées, le développement de racines latérales a la surface du sol permet un accés
a I'eau de pluie accumulée dans les parties superficielles du sol (Kirschner et al., 2021). Chez
le lupin blanc, la carence en Pi entraine la prolifération de racines protéoides dans la partie
supérieure du sol, sur lesquelles les rootlettes a croissance déterminées se développent.
Contrairement a A. thaliana et aux Cactacées, chez le lupin blanc, ce sont bien les racines a
croissance déterminée qui sont spécialisées dans les fonctions de nutrition. Bien que les
adaptations développementales impliquant la détermination de la croissance racinaire sont
similaires, la stratégie fonctionnelle adoptée est différente et ainsi montre I'originalité du

modele des rootlettes de racines protéoides de lupin blanc.

La réponse adaptative impliquant de fortes activités physiologiques des racines au
détriment de leur développement est donc une stratégie originale mais qui peut étre observée
chez d’autres espéces. De petites racines de 2 a 12 mm a la forme de carotte appelées racines
dauciformes présentent des caractéristiques similaires aux racines protéoides de lupin blanc
(Lamont, 1974). Les racines dauciformes de la monocotylédone Cyathochaeta avenacea ont
une croissance déterminée et sont entierement couvertes de long poils absorbants, mais leur

structure est tout de méme distincte des rootlettes de racines protéoide de lupin blanc






(Lamont, 1974; Shane et al., 2006). Développées lors de carence en Pi et fonctionnellement
analogues aux racines protéoides, les racines dauciformes ont également la capacité
d’exsuder de grandes quantités d’acides organiques et de phosphatases acides, permettant
une meilleure solubilisation du Pi (Playsted et al., 2006; Shane et al., 2006). Cette stratégie

semble donc particulierement adaptée a I'optimisation de la nutrition en phosphate.

La capacité de ce type de racines a solubiliser le Pi est intéressante dans la pratique de la
cultures mixtes (intercropping). A l'inverse de la monoculture, la culture mixte consiste a
cultiver plusieurs espéeces végétales sur une méme parcelle en méme temps afin de permettre
une meilleure fertilisation. En plus de développer des structures spécialisées capables
d’améliorer la nutrition en Pi, le lupin blanc est également une légumineuse capable de fixer
I'azote de I'air via son association avec des bactéries symbiotiques. Une culture associée de
lupin blanc et de coton a permis de considérablement augmenter la croissance des parties
aériennes des plants de cotons, ainsi que leur teneur en phosphore (Cu et al., 2005). De méme,
une expérience menée en pots a démontré que la présence du lupin blanc permettait au mais
d’accumuler de plus grandes quantités de Pi dans les parties aériennes (Dissanayaka et al.,
2015). Les cultures mixtes avec le lupin blanc constituent donc des pistes a explorer dans le
cadre d’une agriculture durable. Face a l'augmentation constante de la population, les
demandes en production alimentaire ne cessent de croitre. Suite a la révolution verte, de
nombreux impacts écologiques ont été recensés. La surexploitation des sols, 'utilisation
intensive de machines modernes par I'agriculture conventionnelle et 'utilisation extensive
d’intrants et d’herbicides ont entrainé I'érosion, la salinisation, la compaction et la perte de
fertilité des sols, causant ainsi une forte réduction des terrains exploitables (Fitzgerald-Moore
and Parai, 1996; Pimentel and Burgess, 2013; Nachshon, 2021). Ainsi, dans un contexte
d’appauvrissement croissant des sols, I'amélioration de la capacité d’adaptation des plantes a
étre cultivées sur des sols infertiles semble étre une solution d’avenir (Lynch, 2007). Dans
cette optique, la compréhension des régulations permettant une plasticité du développement

racinaire est une approche relativement nouvelle qu’il faut « creuser » !
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Annexes



A Code échantillon Concentration | \aiog60/280 | " | mn | 285/18s
nanodrop (ng/pl) 260/230
LR10 210 2,07 2,22 47 0,2
LR6 326,8 2,08 2,22 5,2 0,1
LR7 123,8 1,76 0,82 7.8 1,3
LR8 174,9 2 2,08 5,6 0,6
NR10 348,2 2,1 2,22 8,2 1
NR6 387,3 2,04 1,98 5,4 0,1
NR7 54,81 2,07 1,16 7,2 1,2
NRS 41,46 1,96 1,2 7.2 1,2
TIP10 531,2 1,99 2,17 7,5 0,4
TIP6 426,4 1,98 2,05 74 0,4
TIP7 438,8 2,03 2,16 82 0,6
TIP8 378,2 2,08 2,52 6,9 0,5
B reads after property
Tissues sample total reads . mapped %
trimming
reads
LR10 72360322 72360020 69367418 95,9
LR6 64691436 64690966 62050292 95,9
Long Rootlets
LR7 65618718 65618272 59824120 91,2
LR8 71453052 71452660 68977964 96,5
NR10 71250842 71250560 67946122 95,44
NR6 61213736 61213336 58502656 95,6
Normal Rootlets
NR7 61811996 61811552 55768506 90,2
NR8 69462036 69461630 65625316 94,5
TIP10 93299604 93299164 88517472 94,9
TIP6 50590020 50589778 45127210 89,2
Proteoid Apex TIP7 50458164 50457904 46756100 92,7
TIP8 56369572 56369070 51119456 90,7
Total 788579498| 788574912 739582632 93,8

Table 1 : Qualité des ARNs et du séquencage des échantillons du jeu de données
transcriptomiques « Longues rootlettes ». (A) Informations liées a la qualité des ARNs des
échantillons. (B) Informations liées a la qualité du séquencage des échantillons.



Régulation| Lupin blanc géne ID LogFC A. thaliana homologue géne ID Symbole

Lalb_Chr04g0264281 -10,97 AT4G25160 PUB35

Lalb_Chr06g0176401 -9,73 na na

Lalb_Chr10g0094631 -8,66 AT2G32830.1 PHOSPHATE TRANSPORTER 1;5, PHOSPHATE TRANSPORTER 5, PHTL;5, PHTS

Lalb_Chr18g0053931 -8,06 AT1G65690.1 NDR1/HIN1-LIKE 6, NHLE

e — o AT1601580.1 ?;gr;oz, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE 2, FRD1,

Lalb_Chr19g0137931 -7,35 AT5G60020.1 ATLAC17, LAC17, LACCASE 17

Lalb_Chr08g0245581 7,27 AT1G21140.1 ATVTL1, VACUOLAR IRON TRANSPORTER-LIKE 1, VTL1

T —— 568 AT1G01580.1 :;(F)r;oz, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE 2, FRD1,

Lalb_Chr10g0091121 -6,87 AT5G13420.1 GLC-HYPERSENSITIVE MUTANT 2, GSM2, TRA2, TRANSALDOLASE 2
ARABIDOPSIS FE-DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, ATBHLH029,
ATBHLH29, ATFIT1, BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 29, BHLH029, FE-DEFICIENCY

Lalb_Chr14g0374421 HE AT2G28160.1 INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, FER-LIKE IRON DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION|
FACTOR, FER-LIKE REGULATOR OF IRON UPTAKE, FIT, FIT1, FRU
ARABIDOPSIS FE-DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, ATBHLH029,
ATBHLH29, ATFIT1, BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 29, BHLH029, FE-DEFICIENCY

LalbAChnLG 0372001 682 AT2G28160.1 INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, FER-LIKE IRON DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION|
FACTOR, FER-LIKE REGULATOR OF IRON UPTAKE, FIT, FIT1, FRU
ATFRO2, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE 2, FRD1,

Lalb_Chr17g0339321 6,58 AT1G01580.1 sl
ARABIDOPSIS THALIANA PEPTIDE TRANSPORTER 2, ATNPF8.3, ATPTR2, ATPTR2-B, NITRATE

Lalb_Chr23g0271221 6,36 AT2G02040.1 TRANSPORTER 1, NPF8.3, NRT1/ PTR FAMILY 8.3, NTR1, PEPTIDE TRANSPORTER 2, PTR2,
PTR2-B

Lalb_Chr04g0261771 -6,35 AT5G41761.1

Lalb_Chr18g0052421 -6,30 AT4G23160.1 CRK8, CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE) 8

Lalb_Chr20g0116481 -6,29 AT1G21280.1

Lalb_Chr10g0091111 6,22 AT5G13420.1 GLC-HYPERSENSITIVE MUTANT 2, GSM2, TRA2, TRANSALDOLASE 2

Lalb_Chr17g0336431 5,92 AT2G32750.1
AN3, ANGUSTIFOLIA 3, ARABIDOPSIS GRF1-INTERACTING FACTOR 1, ATGIF1, GIF, GIFL,

el S AR 551 AT5G28640.1 GRF1-INTERACTING FACTOR, GRF1-INTERACTING FACTOR 1

I — - ATAG291401 ABS3, ACTIVATED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1, ADP1, ADS1, ALTERED DEVELOPMENT
PROGRAM 1, ARABIDOPSIS ABNORMAL SHOOT3

Lalb_Chr05g0218701 -5,88 AT2G29120.1 ATGLR2.7, GLR2.7, GLUTAMATE RECEPTOR 2.7, GLUTAMATE RECEPTOR 2.7

Lalb_Chr08g0240731 -5,80 AT1G21360.1 GLTP2, GLYCOLIPID TRANSFER PROTEIN 2

Lalb_Chr11g0069291 -5,73 AT5G50915.1 CKG, CYTOKININ-RESPONSIVE GROWTH REGULATOR

Lalb_Chr02g0142181 -5,60 AT5G60660.1 PIP2;4, PIP2F, PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2;4

Négative ATPAP10, PAP10, PHOSPHATASE UNDERPRODUCER 1, PUP1, PURPLE ACID PHOSPHATASE

Lalb_Chr20g0117951 -5,56 AT2G16430.2 e

. 5 J— ABCG34, ATABCG34, ATP-BINDING CASSETTE G34, ATPDR6, PDR6, PLEIOTROPIC DRUG
RESISTANCE 6

Lalb_Chr19g0124281 -5,53 AT1G07080.1

Lalb_Chr02g0157921 -5,42 AT4G36140.1

Lalb_Chr16g0385881 5,37 AT4G37810.1 ATEPFL2, EPFL2

T 5w AT2616430.2 i\(‘)l’PAPlO, PAP10, PHOSPHATASE UNDERPRODUCER 1, PUP1, PURPLE ACID PHOSPHATASE

Lalb_Chr10g0102971 -5,30 AT5G24660.1 LSU2, RESPONSE TO LOW SULFUR 2

- - — i\gPAmo, PAP10, PHOSPHATASE UNDERPRODUCER 1, PUP1, PURPLE ACID PHOSPHATASE

e — - N — ;\;PAPlO, PAP10, PHOSPHATASE UNDERPRODUCER 1, PUP1, PURPLE ACID PHOSPHATASE

Lalb_Chr24g0399811 -5,10 AT4G10270.1 WIP4, WOUND-INDUCED POLYPEPTIDE 4

el @R - S :\gpAmo, PAP10, PHOSPHATASE UNDERPRODUCER 1, PUP1, PURPLE ACID PHOSPHATASE

- S — ARABIDOPSIS THALIANA OVATE FAMILY PROTEIN 2, ATOFP2, OFP2, OVATE FAMILY
PROTEIN 2

el @G S J— PIP2;2, PIP2B, PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2, PLASMA MEMBRANE INTRINSIC
PROTEIN 2;2

Lalb_Chr25g0285901 -5,00 AT3G14940.1 ATPPC3, PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE 3, PPC3
AAO1, ALDEHYDE OXIDASE 1, ALDEHYDE OXIDASE ALPHA, AO1, AOALPHA, ARABIDOPSIS

Lalb_Chr04g0249791 i AT5G20960.1 THALIANA ALDEHYDE OXIDASE 1, AT-AO1, ATAO, ATAO1

Lalb_Chr20g0108651 -4,84 AT3G12900.1 S8H, SCOPOLETIN 8- HYDROXYLASE
ARABIDOPSIS GLUTAMINE SYNTHASE 1;1, ARABIDOPSIS THALIANA GLUTAMINE SYNTHASE

Lalb_Chr17g0346051 -4,83 AT5G37600.1 CLONE R1, ATGLN1;1, ATGSR1, GLN1;1, GLUTAMINE SYNTHASE 1;1, GLUTAMINE
SYNTHASE CLONE R1, GSR 1

Lalb_Chr14g0375781 -4,77 AT3G21690.1

Lalb_Chr02g0145381 -4,74 AT1G71040.1 LOW PHOSPHATE ROOT2, LPR2

Lalb_Chr09g0329071 -4,70 AT3G03080.1

Lalb_Chr09g0322101 -4,48 AT3G51060.1 ATSTY1, SHI RELATED SEQUENCE 1, SRS, STY1, STYLISH 1

e — 5 AT2G30070.1 ATKT1, ATKT1P, ATKUP1, KT1, KUP1, POTASSIUM TRANSPORTER 1, POTASSIUM UPTAKE
TRANSPORTER 1

Lalb_Chr20g0116471 -4,45 AT2G24520.1 AHAS, H(+)-ATPASE 5, HAS

Lalb_Chr13g0290931 -4,44 AT3G13610.1 F6'H1

Lalb_Chr05g0221831 -4,42 AT5G60530.1

Lalb_Chr06g0160871 -4,38 AT1G24260.2 AGAMOUS-LIKE 9, AGL9, SEP3, SEPALLATA3

Table 2 : Les 50 génes les plus sous-exprimés dans la condition LR comparé a la condition

NR.




Régulation

White lupin géne ID

LogFC

A. thaliana homologue gene ID

Symbole

Négative

ATFRO2, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE|

Lalb_Chr17g0339251 -17,95 AT1G01580.1 2, FRD1, FRO2

Lalb_Chr17g0339341 15,76 AT1G01580.1 ATFRO2, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE
2, FRD1, FRO2

Lalb_Chr13g0300931 -15,33 AT2G24270.4 ALDEHYDE DEHYDROGENASE 11A3, ALDH11A3

Lalb_Chr18g0059121 -15,09 AT1G68810.1 ABNORMAL SHOOT 5, ABS5, T5L1, TMOS5-LIKEL

Lalb_Chr03g0032611 -15,01 AT5G07050.1 UMAMIT9, USUALLY MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 9

Lalb_Chr04g0257661 -14,73 AT4G37340.1 CYP81D3, CYTOCHROME P450, FAMILY 81, SUBFAMILY D, POLYPEPTIDE 3

Lalb_Chr20g0108651 -14,67 AT3G12900.1 S8H, SCOPOLETIN 8- HYDROXYLASE

Lalb_Chr10g0094631 -14,62 AT2G32830.1 PHOSPHATE TRANSPORTER 1,5, PHOSPHATE TRANSPORTER 5, PHT1;5, PHTS

Lalb_Chr02g0149651 -14,61 AT4G00910.1

Lalb_Chr17g0339321 14,52 AT1G01580.1 ATFRO2, FERRIC CHELATE REDUCTASE DEFECTIVE 1, FERRIC REDUCTION OXIDASE|
2, FRD1, FRO2

Lalb_Chr24g0393761 -13,96 AT4G10310.1 ATHKT1, HIGH-AFFINITY K+ TRANSPORTER 1, HKT1, HKT1;1

Lalb_Chr08g0232401 -13,85 AT5G19890.1

Lalb_Chr13g0291001 -13,50 AT2G38600.1

Lalb_Chr10g0101861 -13,39 AT4G08290.1 UMAMIT20, USUALLY MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 20

Lalb_Chr07g0184591 -13,09 na

Lalb_Chr07g0183271 -12,92 AT5G03860.1 MALATE SYNTHASE, MLS

Lalb_Chr08g0245581 -12,78 AT3G43660.1

Lalb_Chr20g0108581 -12,73 AT1G79180.1 ATMYB63, MYB DOMAIN PROTEIN 63, MYB63

Lalb_Chr18g0052421 1273 AT4G23160.1 CRK8, CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE) 8
PLASTID MOVEMENT IMPAIRED 2, PMI2, WEAK CHLOROPLAST MOVEMENT

Lalb_Chr04g0257631 -12,62 AT1G66840.1
UNDER BLUE LIGHT 2, WEB2

Lalb_Chr04g0261771 -12,59 AT5G41761.1
ARABIDOPSIS FE-DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, ATBHLHO029,
ATBHLH29, ATFIT1, BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 29, BHLHO029, FE-

Lalb_Chr14g0374421 -12,33 AT2G28160.1 DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, FER-LIKE IRON DEFICIENCY
INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR, FER-LIKE REGULATOR OF IRON UPTAKE, FIT,
FIT1, FRU

Lalb_Chr17g0336431 -11,98 AT2G32750.1

Lalb_Chr07g0182301 -11,95 AT3G25730.1 EDF3, ETHYLENE RESPONSE DNA BINDING FACTOR 3

Lalb_Chr07g0194701 -11,86 AT1G43760.1

Lalb_Chr17g0346061 -11,76 AT2G01670.1 ATNUDT17, NUDIX HYDROLASE HOMOLOG 17, NUDT17

Lalb_Chr08g0240731 -11,68 AT1G21360.1 GLTP2, GLYCOLIPID TRANSFER PROTEIN 2

Lalb_Chr20g0120911 -11,58 AT4G16260.1

Lalb_Chr01g0023681 11,48 AT2G30400.1 ARABIDOPSIS THALIANA OVATE FAMILY PROTEIN 2, ATOFP2, OFP2, OVATE
FAMILY PROTEIN 2

Lalb_Chr10g0101851 -11,45 AT4G08290.1 UMAMIT20, USUALLY MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 20
ARABIDOPSIS FE-DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, ATBHLHO029,
ATBHLH29, ATFIT1, BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 29, BHLHO029, FE-

Lalb_Chr14g0374401 -11,42 AT2G28160.1 DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR 1, FER-LIKE IRON DEFICIENCY
INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR, FER-LIKE REGULATOR OF IRON UPTAKE, FIT,
FIT1, FRU

Lalb_Chr13g0302171 -11,38 AT5G38550.1

Lalb_Chr18g0058761 -11,37 AT5G10600.1 CYP81K2, CYTOCHROME P450, FAMILY 81, SUBFAMILY K, POLYPEPTIDE 2

Lalb_Chr05g0222511 -11,35 AT1G25440.1 B-BOX DOMAIN PROTEIN 15, BBX15, COL16

Lalb_Chr18g0053931 -11,34 AT1G65690.1 NDR1/HIN1-LIKE 6, NHL6

Lalb_Chr10g0100911 11,24 AT5G54160.1 ATCOMT, ATOMT1, CAFFEATE O-METHYLTRANSFERASE 1, COMT1, O-
METHYLTRANSFERASE 1, O-METHYLTRANSFERASE 3, OMT1, OMT3

Lalb_Chr03g0036441 -11,18 AT4G32090.1

Lalb_Chr25g0287021 -11,15 AT5G20550.1

Lalb_Chr10g0097131 -11,13 AT2G45830.1 DOWNSTREAM TARGET OF AGL15 2, DTA2

Lalb_Chr05g0218741 -11,05 AT5G60590.2
ABCG37, ATP-BINDING CASSETTE G37, ATPDRY, PDR9, PIS1, PLEIOTROPIC DRUG

Lalb_Chr12g0200641 -10,97 AT3G53480.1
RESISTANCE 9, POLAR AUXIN TRANSPORT INHIBITOR SENSITIVE 1

Lalb_Chr22g0353101 -10,96 AT3G18400.1 ANAC058, NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 58, NACO58

Lalb_Chr08g0244401 -10,91 na

Lalb_Chr10g0106301 -10,83 AT5G12330.4 LATERAL ROOT PRIMORDIUM 1, LRP1

Lalb_Chr18g0059211 -10,83 AT1G73165.1 CLAVATA3/ESR-RELATED 1, CLE1

Lalb_Chr03g0034921 -10,81 AT1G01490.1 ATHMPO1, HEAVY METAL PROTEIN 1

Lalb_Chr11g0069291 -10,77 AT5G50915.1 CKG, CYTOKININ-RESPONSIVE GROWTH REGULATOR
RESISTANCE TO PHYTOPHTHORA PARASITICA 1, RTP1, UMAMIT36, USUALLY

Ll TR 58 i MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 36

Lalb_Chr03g0032861 -10,73 AT5G12380.1 ANNS8, ANNAT8, ANNEXIN 8

Lalb_Chr08g0240751 -10,66 AT1G60050.1 MtN21

Table 3 : Les 50 génes les plus sous-exprimés dans la condition TIP comparé a la condition

NR.




Régulation| White lupin géne ID| LogFC A. thaliana homologue géne ID Symbole
Lalb_Chr04g0255371 10,91 AT2G04025.1 RGF2 ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR-LIKE 2
T — - J—— ARABIDOPSIS THALIANA HEAT SHOCK FACTOR BINDING PROTEIN, ATHSBP, HEAT
SHOCK FACTOR BINDING PROTEIN, HSBP
Lalb_Chr21g0311841 8,65 AT5G62280.1
e - AT1671380.1 ARABIDOPSIS THALIANA GLYCOSYL HYDROLASE 9B3, ATCEL3, ATGH9B3, CEL3,
CELLULASE 3
Lalb_Chr17g0347051 8,36 AT2G40435.1
Lalb_Chr15g0083861 8,26 AT1G31040.1 ORE15, ORESARALS, PLATZ3
Lalb_Chr14g0366711 8,26 AT1G61170.1
Lalb_Chr17g0341561 8,09 AT2G04025.1 GLV7, GOLVEN 7, RGF3, ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR 3
Lalb_Chr09g0333721 8,00 AT5G66815.1 C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE 5, CEP5
ACTIVATION-TAGGED BRI1(BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1)-SUPPRESSOR 1, ATBS1,
Lalb_Chr13g0303321 7,99 AT1G74500.1 BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 135, BHLH135, BS1, PACLOBUTRAZOL RESISTANCE
3, PRE3, TARGET OF MONOPTEROS 7, TMO7
Lalb_Chr09g0324471 7,89 AT1G62790.1 GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL-ANCHORED LIPID PROTEIN TRANSFER 7, LTPG7
Lalb_Chr04g0262091 7,82 AT5G63700.1
Lalb_Chr12g0202301 7,81 AT5G50740.3 ATHMP52, HEAVY METAL ASSOCIATED PROTEIN 52
Lalb_Chr08g0230841 7,73 AT3G26120.1 TEL1, TERMINAL EARL-LIKE 1
GABA-T, GAMMA-AMINOBUTYRATE TRANSAMINASE, HER1, HEXENAL RESPONSE1,
Ll (i CEEEGER wE Gl PIe! POLLEN-PISTIL INCOMPATIBILITY 2, POP2
O - ATSG28640.1 AN3, ANGUSTIFOLIA 3, ARABIDOPSIS GRF1-INTERACTING FACTOR 1, ATGIF1, GIF, GIF1,
GRF1-INTERACTING FACTOR, GRF1-INTERACTING FACTOR 1
Lalb_Chr07g0177601 7,54 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr13g0301271 7,53 AT4G16515.1 CLE-LIKE 6, CLEL 6, GLV1, GOLVEN 1, RGF6, ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR 6
Lalb_Chr03g0036081 7,45 AT1G04220.1 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 2, DAISY, KCS2
Lalb_Chr16g0391481 7,42 AT5G42180.1 PER64, PEROXIDASE 64, PRX64
Lalb_Chr11g0073261 7,30 AT2G43880.1
Lalb_Chr21g0308011 7,29 AT4G33800.1
Positive Lalb_Chr01g0009671 7,21 AT5G24090.1 ATCHIA, CHIA, CHITINASE A, LYS1, LYSOZYME 1
Lalb_Chr05g0220561 7,19 AT1G32540.1 LOL1, LSD ONE LIKE 1
Lalb_Chr07g0187051 7,13 AT5G08391.1
Lalb_Chr05g0210841 7,11 AT4G05200.1 CRK25, CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE) 25
Lalb_Chr18g0058451 7,06 AT1G48100.1 PGX3, POLYGALACTURONASE INVOLVED IN EXPANSION3
ARABIDOPSIS THALIANA LIPID TRANSFER PROTEIN 1, ATLTP1, ATLTPI-4, LIPID
Lalb_Chr07g0190421 7,06 AT2G38540.1
TRANSFER PROTEIN 1, LP1, LTP1
Lalb_Chr01g0020931 6,98 AT4G14750.1 1Q-DOMAIN 19, QD19
Lalb_Chr12g0201341 6,93 AT3G48160.2 DEL1, DP-E2F-LIKE 1, E2F-LIKE 3, E2FE, E2L3
Lalb_Chr08g0233631 6,90 na
Lalb_Chr13g0301301 6,38 AT1G80530.1
Lalb_Chr06g0172641 6,82 AT3G52440.1
Lalb_Chr18g0060801 6,82 AT5G13170.1 ATSWEET15, SAG29, SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 29, SWEET15
Lalb_Chr14g0370191 6,79 AT1G17860.1 ARABIDOPSIS THALIANA KUNITZ TRYPSIN INHIBITOR 5, ATKTIS
Lalb_Chr24g0393541 6,77 na
Lalb_Chr13g0303751 6,75 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr23g0270311 6,74 AT1G72210.1 BHLH096, BHLH96
Lalb_Chr22g0357151 6,70 AT5G54630.1
Lalb_Chr22g0352821 6,67 AT3G29300.1
Lalb_Chr14g0375681 6,66 AT1G05280.1
Lalb_Chr23g0270211 6,66 AT1G72210.1 BHLH096, BHLH96
Lalb_Chr16g0382101 6,56 AT1G23380.2 KNAT6, KNAT6L, KNAT6S, KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX GENE 6
Lalb_Chr21g0311921 6,53 AT4G14640.1 ATCML8, CALMODULIN 8, CALMODULIN-LIKE 8, CAMS8, CML8
Lalb_Chr20g0110271 6,46 AT1G74670.1 GA-STIMULATED ARABIDOPSIS 6, GASA6
Lalb_Chr18g0054951 6,43 AT5G52800.3 PRIMPOL
Lalb_Chr11g0070471 6,38 AT1G23380.2 KNAT6, KNAT6L, KNAT6S, KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX GENE 6
Lalb_Chr16g0378261 6,38 AT2G23440.1 C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE 3, CEP3
Lalb_Chr09g0334181 6,36 AT4G12520.1
Lalb_Chr08g0231441 6,35 AT3G51740.1 IMK2, INFLORESCENCE MERISTEM RECEPTOR-LIKE KINASE 2

Table 4 : Les 50 génes les plus sur-exprimés dans la condition LR comparé a la condition

NR.




Régulation] White lupin géne ID|LogFC| A. thaliana homologue gene ID Symbole

Lalb_Chr04g0255371 | 12,82 AT2G04025.1 RGF2 ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR-LIKE 2
ACTIVATION-TAGGED BRI1(BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1)-SUPPRESSOR 1, ATBS1,

Lalb_Chr13g0303321 | 12,04 AT1G74500.1 BASIC HELIX-LOOP-HELIX PROTEIN 135, BHLH135, BS1, PACLOBUTRAZOL RESISTANCE 3,
PRE3, TARGET OF MONOPTERQS 7, TMO7

R ——_ ATAG15802.1 ARABIDOPSIS THALIANA HEAT SHOCK FACTOR BINDING PROTEIN, ATHSBP, HEAT SHOCK
FACTOR BINDING PROTEIN, HSBP

Lalb_Chr12g0202301 | 11,91 AT5G50740.3 ATHMP52, HEAVY METAL ASSOCIATED PROTEIN 52

Lalb_Chr17g0347051 | 11,68 AT2G40435.1

e T AT1G71380.1 :RABIDOPSIS THALIANA GLYCOSYL HYDROLASE 9B3, ATCEL3, ATGH9B3, CEL3, CELLULASE

Lalb_Chr21g0311841 | 11,18 AT5G62280.1

Lalb_Chr07g0177601 | 11,13 AT5G18560.1 PUCHI

Lalb_Chr13g0303751 | 10,85 AT5G18560.1 PUCHI

Lalb_Chr09g0333721 | 10,82 AT5G66815.1 C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE 5, CEP5

Lalb_Chr08g0246241 | 10,70 AT1G20190.1 ATEXP11, ATEXPA11, ATHEXP ALPHA 1.14, EXP11, EXPALL, EXPANSIN 11, EXPANSIN 11

Lalb_Chr18g0058451 | 10,60 AT1G48100.1 PGX3, POLYGALACTURONASE INVOLVED IN EXPANSION3

Lalb_Chr14g0366711 | 10,48 AT1G61170.1

Lalb_Chr17g0341561 | 10,39 AT2G04025.1 RGF2 ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR-LIKE 2

Lalb_Chr09g0334181 | 10,09 AT4G12520.1

Lalb_Chr13g0301271 | 10,05 AT3G25480.1

Lalb_Chr04g0262091 | 10,00 AT5G63700.1

Lalb_Chr08g0230841 | 10,00 AT3G26120.1 TEL1, TERMINAL EAR1-LIKE 1

Lalb_Chr19g0133921 | 9,93 AT2G31083.1 ATCLES, CLAVATA3/ESR-RELATED 5, CLES

Lalb_Chr15g0083861 | 9,88 AT1G31040.1 ORE15, ORESARA15, PLATZ3

Lalb_Chr01g0006711 | 9,88 AT2G31085.1 ATCLE6, CLAVATA3/ESR-RELATED 6, CLE6

el e || e AT3622200.2 GABA-T, GAMMA-AMINOBUTYRATE TRANSAMINASE, HER1, HEXENAL RESPONSE1,
POLLEN-PISTIL INCOMPATIBILITY 2, POP2
AN3, ANGUSTIFOLIA 3, ARABIDOPSIS GRF1-INTERACTING FACTOR 1, ATGIF1, GIF, GIF1,

Lt (CIrACEIORE || e ATSG28640.1 GRFL-INTERACTING FACTOR, GRF1-INTERACTING FACTOR 1

Positive Lalb_Chr03g0036081 | 9,72 AT1G04220.1 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 2, DAISY, KCS2

Lalb_Chr01g0022531 | 9,68 AT2G39700.1 ATEXP4, ATEXPA4, ATHEXP ALPHA 1.6, EXPA4, EXPANSIN A4, XPA4

Lalb_Chr11g0070471 | 9,60 AT1G23380.2 KNAT6, KNAT6L, KNAT6S, KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX GENE 6

Lalb_Chr14g0364931 | 9,59 AT1G69560.1 ATMYB105, LATERAL ORGAN FUSION 2, LOF2, MYB DOMAIN PROTEIN 105, MYB105

Lalb_Chr22g0357151 | 9,49 AT5G54630.1

Lalb_Chr22g0352821 | 9,47 AT3G29300.1
AADG, ACYL?ACYL CARRIER PROTEIN (ACP) DESATURASE 6, FLORAL TRANSITION AT THE

Lalb_Chr25g0281701 | 9,45 AT1G43800.1 MERISTEM1, FTM1, HUP7, HYPOXIA RESPONSE UNKNOWN PROTEIN 7, SAD6, STEAROYL-
ACYL CARRIER PROTEIN A9-DESATURASEG

Lalb_Chr21g0308011 | 9,45 AT4G33800.1

Lalb_Chr20g0123311 | 9,44 AT1G25270.1 UMAMIT24, USUALLY MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 24

Lalb_Chr25g0281361 | 9,41 AT1G72610.1 A. THALIANA GERMIN-LIKE PROTEIN 1, ATGER1, GER1, GERMIN-LIKE PROTEIN 1, GLP1

Lalb_Chr23g0271451 | 9,33 AT5G24105.1 AGP41, ARABINOGALACTAN PROTEIN 41

Lalb_Chr20g0110271 | 9,32 AT1G74670.1 GA-STIMULATED ARABIDOPSIS 6, GASA6

T ATSG20630.1 ARABIDOPSIS THALIANA GERMIN 3, ATGER3, GER3, GERMIN 3, GERMIN-LIKE PROTEIN 3,
GLP3, GLP3A, GLP3B

Lalb_Chr16g0382101 | 9,31 AT1G23380.2 KNAT6, KNAT6L, KNAT6S, KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX GENE 6

Lalb_Chr23g0265061 | 9,26 AT4G38650.1

Lalb_Chr19g0131161 | 9,25 AT5G65750.1 E1-OGDH2

Lalb_Chr14g0363221 | 9,23 AT3G01840.1 LYK2, LYSM-CONTAINING RECEPTOR-LIKE KINASE 2

Lalb_Chr01g0009671 | 9,21 AT5G24090.1 ATCHIA, CHIA, CHITINASE A, LYS1, LYSOZYME 1

Lalb_Chr12g0207131 | 9,21 AT5G01600.1 ARABIDOPSIS THALIANA FERRETIN 1, ATFER1, FER1, FERRETIN 1

Lalb_Chr15g0077231 | 9,20 AT2G45850.1 AHL9, AT-HOOK MOTIF NUCLEAR LOCALIZED PROTEIN 9

Lalb_Chr14g0375681 | 9,20 AT1G05280.1

Lalb_Chr12g0208611 | 9,20 AT5G13170.1 ATSWEET15, SAG29, SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 29, SWEET15

Lalb_Chr14g0370191 | 9,06 AT1G17860.1 ARABIDOPSIS THALIANA KUNITZ TRYPSIN INHIBITOR 5, ATKTIS

Lalb_Chr05g0210841 | 9,04 AT4G05200.1 CRK25, CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE) 25

Lalb_Chr18g0055601 | 9,01 AT5G18560.1 PUCHI

Lalb_Chr11g0073261 | 9,00 AT2G43880.1

Lalb_Chr13g0301301 | 8,97 AT1G80530.1

Table 5 : Les 50 génes les plus sur-exprimés dans la condition TIP comparé a la

condition NR.




Gene ID Transcription factor family LogFc LR/NR | LogFc TIP/NR| Homologue A.thaliana Symbole
Lalb_Chr14g0374401 bHLH -6,82 -11,42 AT2G28160.1 FIT1
Lalb_Chr11g0069291 bHLH -5,73 -10,77 AT5G50915.1 /
Lalb_Chr01g0023681 OFP -5,01 -11,48 AT5G01840.1 OFP1
Lalb_Chr09g0322101 STY-LRP1 -4,48 -4,07 AT5G66350 SHI
Lalb_Chr06g0160871 MADS-MIKC -4,38 -9,85 AT1G24260.2 AGL9
Lalb_Chr18g0046381 WRKY -4,22 -5,00 ATA4G01720.1 WRKY47
Lalb_Chr24g0400011 bzIP -4,20 -10,65 AT3G58120.1 BZIP34
Lalb_Chr02g0150931 C2H2 -4,18 -5,80 AT1G64625.1 /
Lalb_Chr07g0183331 WD40-like -4,01 -4,20 AT3G49180 RID3
Lalb_Chr18g0059121 bHLH X -15,09 AT1G68810.1 T5L1
Lalb_Chr20g0108581 MYB-HB-like X -12,73 AT1G79180.1 MYB63
Lalb_Chr05g0222511 C2C2-CO-like X -11,35 AT1G25440.1 BBX15
Lalb_Chr22g0353101 NAM X -10,96 AT3G18400.1 NACO058
Lalb_Chr10g0106301 STY-LRP1 X -10,83 AT5G12330.4 LRP1
Lalb_Chr17g0343111 B3-Domain X -10,51 AT2G46870.1 NGA1
Lalb_Chr10g0100951 B3-Domain X -10,44 AT2G46870.1 NGA1
Lalb_Chr24g0394931 bHLH X -10,25 AT2G28160.1 FIT1
Lalb_Chr13g0302791 TCP X -10,04 AT5G60970.1 TCP5
Lalb_Chr04g0254291 Homobox-WOX X -9,99 AT2G46680.1 HB7
Lalb_Chr19g0135771 & lipid binding HD-SAD X 9,81 AT1G05230.1 HDG2
Lalb_Chr14g0367961 Homobox-WOX X -9,72 ATA4G37790.1 HAT22

Lalb_Chr00c44g0412661 Hap2/NF-YA X -9,67 AT3G05690.1 NF-YA2
Lalb_Chr12g0205211 bZIP X -8,98 AT4G34590.1 bzIP11
Lalb_Chr16g0390251 MYB-HB-like X -8,92 AT1G63910 MYB103
Lalb_Chr11g0065231 C2H2 X -8,85 AT3G05200 ATL6
Lalb_Chr21g0308121 AS2-LOB X -8,54 / /
Lalb_Chr14g0374731 C2H2 X -8,25 AT3G45260.1 BIB
Lalb_Chr19g0124041 OFP X -7,66 AT5G01840 OFP1
Lalb_Chr06g0172671 Hap2/NF-YA X -7,62 AT3G49940 LBD38
Lalb_Chr02g0158621 bZIP X -7,60 AT3G30530.1 bZIP342
Lalb_Chr05g0212751 MYB/SANT X -7,47 AT4G39250 RL1
Lalb_Chr14g0375001 C2H2 X -7,39 AT5G59820 ZAT12
Lalb_Chr04g0254101 B3-Domain X -7,38 AT2G46870.1 NGA1
Lalb_Chr14g0374381 C2H2 X -7,37 AT5G22890.1 STOP2
Lalb_Chr16g0388531 Homeodomain-TALE-BEL X -7,23 AT4G36870.1 BLH2
Lalb_Chr16g0390231 Homeodomain-TALE-BEL X -7,15 AT5G41410.1 BELL 1
Lalb_Chr18g0044781 B3-Domain X -7,08 AT1G01030 AP2/B3-like
Lalb_Chr20g0122621 C2H2 X -6,74 ATA4G31360 AXX17

Lalb_Chr00c44g0412651 Hap2/NF-YA X -6,70 AT1G07980 NFYC10
Lalb_Chr14g0369501 bzIP X -6,70 AT1G75390 bzIP44
Lalb_Chr25g0286961 bHLH X -6,57 AT3G56970 ORG2
Lalb_Chr15g0086761 TCP X -6,57 AT4G18390.1 TCP2
Lalb_Chr09g0323741 bZIP X -6,49 AT3G49760.1 ATBZIP5
Lalb_Chr10g0092521 bZIP X -6,43 AT3G30530.1 bZIP42
Lalb_Chr10g0099381 bZIP X -6,26 AT1G13600.1 bZIP58
Lalb_Chr16g0378971 bzIP X -6,18 AT2G22850.1 bZIP6
Lalb_Chr02g0158781 MADS-MIKC X -6,13 AT3G30260.1 AGL79
Lalb_Chr05g0223191 C2H2 X -6,08 / /
Lalb_Chr10g0107661 Nin-like X -6,00 AT2G17150.1 /
Lalb_Chr22g0355881 Homobox-WOX X -5,98 AT4G37790 HATT22
Lalb_Chr19g0134341 NAM X -5,95 AT3G15510 NARS1
Lalb_Chr06g0164251 C2H2 X -5,91 / /
Lalb_Chr07g0180471 interactor and regulator AUX-IAA X -5,82 AT5G57420.1 1AA33
Lalb_Chr02g0149661 | MYC/MYB, GAF domain-containing protein X -5,80 AT2G27230 /
Lalb_Chr20g0110191 bHLH X -5,79 AT2G41240.1 BHLH100
Lalb_Chr03g0028421 Homeodomain-TALE-BEL X -5,74 AT2G35940 BLH1

Table 6 : Liste des facteurs de transcription sous-exprimés dans les conditions LR et TIP
comparé a la condition NR avec un LogFC < -4. En vert, les facteurs de transcription communs
entre LR et TIP. En bleu, les facteurs de transcriptions spécifiques a la condition TIP.



Lalb_Chr02g0146961 MYB-HB-like X -5,73 AT2G47190 MYB2
Lalb_Chr05g0213031 Homeodomain-TALE-BEL X -5,66 AT2G23760.1 BLH4, SAW2
Lalb_Chr21g0304911 AP2-EREBP X -5,61 ATAG25480 CBF3
Lalb_Chr24g0393151 & lipid binding HD-SAD X -5,59 AT1G05230.1 HDG2
Lalb_Chr04g0252111 Putative transcription regulator GNAT X -5,58 AT2G30090.1 /
Lalb_Chr25g0282821 / chromatin remodeling BED-type(Zn) X -5,44 AT3G13020.1 /
Lalb_Chr12g0195911 NAM X -5,41 AT2G02450 NACO035
Lalb_Chr06g0175781 AS2-LOB X -5,33 AT3G27650.1 LBD25
Lalb_Chr22g0350411 bHLH X -5,30 AT2G28160.1 FIT1
Lalb_Chr01g0015891 NAM X -5,22 AT3G12910.1 /
Lalb_Chr13g0303111 NAM X -5,21 AT5G61430.1 NAC100
Lalb_Chr06g0169861 C2H2 X -5,20 AT5G06490 ATL71
Lalb_Chr02g0150671 C2C2-CO-like X -5,20 AT1G04500.1 /
Lalb_Chr02g0144101 C2H2 X -5,17 AT1G76410 ATL8
Lalb_Chr02g0144061 C2H2 X -5,16 AT5G59820.1 RHL41
Lalb_Chr02g0157031 NAM X -5,14 AT5G18270.1 ANAC087
Lalb_Chr07g0184571 C2H2 X -5,13 AT1G49230.1 /
Lalb_Chr13g0296111 bzIP X -5,11 AT1G22070.1 TGA3
Lalb_Chr03g0032631 STY-LRP1 X -5,11 AT5G12330 LRP1
Lalb_Chr25g0284881 NAM X -4,94 AT3G12910.11 /
Lalb_Chr01g0006461 NAM X -4,90 AT3G15510 NARS1
Lalb_Chr08g0242251 C2H2 X -4,86 AT1G22500.1 /
Lalb_Chr09g0327951 C2H2 X -4,77 AT2G42360 ATL41
Lalb_Chr12g0203731 AP2-EREBP X -4,77 AT2G22200.1 /
Lalb_Chr06g0168641 bHLH X -4,75 AT1G64625.11 /
Lalb_Chr19g0130181 AP2-EREBP X -4,73 AT5G64750.1 ABR1
Lalb_Chr11g0063111 Homeodomain-TALE-BEL X -4,66 AT3G47730 ATH1
Lalb_Chr03g0032961 bHLH X -4,61 AT1G12540.1 /
Lalb_Chr06g0171051 C2H2 X -4,61 AT2G37430.11 /
Lalb_Chr20g0110551 HSF-type-DNA-binding X -4,58 AT2G41690.1 HSFB3
Lalb_Chr11g0072861 Homeodomain-TALE-KNOX X -4,56 AT4G32040.1 KNAT5
Lalb_Chr08g0244271 Homeodomain-TALE-KNOX X -4,51 AT4G32040.11 KNATS
Lalb_Chr21g0314401 C2H2 X -4,51 AT2G37430.12 /
Lalb_Chr06g0162521 C2H2 X -4,49 / /
Lalb_Chr14g0375651 bHLH X -4,48 / /
Lalb_Chr24g0403271 WRKY X -4,47 AT3G01970.1 WRKY45
Lalb_Chr05g0213831 Homobox-WOX X -4,46 AT2G22800.1 HAT9
Lalb_Chr19g0127421 C2H2 X -4,46 AT1G02030.1 /
Lalb_Chr09g0329351 Homobox-WOX X -4,45 AT2G22800.11 HAT9
Lalb_Chr06g0169421 C2H2 X -4,43 AT3G23140.1 URO
Lalb_Chr22g0350431 C2H2 X -4,40 AT5G22890.1 /
Lalb_Chr17g0344321 C2H2 X -4,39 / /
Lalb_Chr14g0375851 WRKY X -4,30 AT1G62300.1 WRKY6
Lalb_Chr11g0065421 MYB-HB-like X -4,29 AT1G34670.1 MYB93
Lalb_Chr09g0320881 Homeodomain-TALE-BEL X -4,27 AT5G41410.1 BEL1
Lalb_Chr22g0351221 WDA40-like X -4,24 / /
Lalb_Chr03g0026861 MYB-HB-like X -4,21 AT3G46130.1 MYB48
Lalb_Chr11g0062091 MADS-MIKC X -4,19 AT3G54340.1 AP3, ATAP3
Lalb_Chr25g0289271 AP2-EREBP X -4,16 AT2G28550 AP2
Lalb_Chr21g0318101 bzIP X -4,14 AT3G30530.11 bzIP42
Lalb_Chr09g0322751 Homeodomain-TALE-BEL X -4,08 AT2G23760.11 BLH4, SAW2
Lalb_Chr13g0303181 C2C2-Dof X -4,04 AT3G47500.1 CDF3
Lalb_Chr04g0251941 WRKY X -4,03 AT2G38470 WRKY33
Lalb_Chr23g0266501 bzIP X -4,02 AT1G75390.1 AtbZIP44, bZIP44
Lalb_Chr02g0155141 HSF-type-DNA-binding X -4,02 AT5G03720 HSF3
Lalb_Chr01g0006321 bHLH X -4,01 / /

Table 6 (suite) : Liste des facteurs de transcription sous-exprimés dans les conditions LR et

TIP comparé a la condition NR avec un LogFC < -4. En vert, les facteurs de transcription

communs entre LR et TIP. En bleu, les facteurs de transcriptions spécifiques a la condition TIP.




Gene ID Transcription factor family | LogFc LR/NR| LogFc TIP/NR| Homologue A.thaliana| Symbole
Lalb_Chr17g0347051 bHLH 8,36 11,68 AT2G40435.1 SCREAM-like
Lalb_Chr13g0303321 bHLH 7,99 12,04 AT1G74500.1 BS1
Lalb_Chri18g0044001 SSXT 7,57 9,82 AT5G28640.1 AN3
Lalb_Chr07g0177601 AP2-EREBP 7,54 11,13 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr05g0220561 Znf-LSD 7,19 8,93 AT1G32540.1 LOL1
Lalb_Chr12g0201341 E2F-DP 6,93 8,18 / /
Lalb_Chr06g0172641 C2C2-Dof 6,82 8,26 / /
Lalb_Chr13g0303751 AP2-EREBP 6,75 10,85 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr23g0270311 bHLH 6,74 8,74 AT1G72210.1 BHLH096
Lalb_Chr22g0357151 C2H2 6,70 9,49 AT5G54630.1 /
Lalb_Chr23g0270211 bHLH 6,66 8,68 AT1G72210.1 BHLH96
Lalb_Chr16g0382101| Homeodomain-TALE-KNOX 6,56 9,31 AT1G70510.1 KNAT2
Lalb_Chr11g0070471|] Homeodomain-TALE-KNOX 6,38 9,60 AT1G23380.2 KNAT6
Lalb_Chr16g0385821 NAM 6,32 7,81 AT1G26870.1 FEZ
Lalb_Chr06g0175441 Homobox-WOX 6,28 8,86 AT5G15150.1 HB7
Lalb_Chr05g0222461 bHLH 6,01 7,31 AT1G18400.1 BEE1
Lalb_Chr02g0159641 bHLH 5,96 6,52 AT1G26945.1 KDR
Lalb_Chri18g0052701 Homobox-WOX 5,90 8,57 AT3G11260.1 WOX5
Lalb_Chr03g0026971 C2C2-CO-like 5,73 7,04 AT5G59990.1 /
Lalb_Chr18g0055601 AP2-EREBP 5,65 9,01 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr10g0106161]  HSF-type-DNA-binding 5,50 7,05 AT1G46264.1 HSBF4
Lalb_Chr02g0142291 AS2-LOB 5,43 7,00 AT2G42430.1 LBD16
Lalb_Chr06g0175411 bHLH 5,28 5,40 AT3G28857.1 PRES
Lalb_Chr03g0030941 bZIP 5,15 7,39 AT3G58120.1 BZIP61
Lalb_Chr01g0003341 AP2-EREBP 5,09 7,27 AT1G51190.1 PLT2
Lalb_Chr14g0376131 TUBBY 5,08 6,62 AT1G16070.2 TLP8
Lalb_Chr06g0168521 AP2-EREBP 5,07 6,09 AT5G17430.1 BBM
Lalb_Chr05g0223131 AP2-EREBP 4,97 6,54 AT5G25810.1 TINY
Lalb_Chr07g0177941 bHLH 4,94 6,58 AT1G74500.1 BS1
Lalb_Chr09g0329411 bHLH 4,89 5,76 ATA4G37850.1 /
Lalb_Chr20g0111481 OFP 4,86 6,36 AT3G52525.1 OFP6
Lalb_Chr10g0098151 bHLH 4,73 6,25 AT1G26945.1 PRE6
Lalb_Chr01g0003331 AP2-EREBP 4,72 6,36 AT3G20840.1 PLT1
Lalb_Chr05g0224601 C2H2 4,66 5,65 AT1G63840.1 /
Lalb_Chr01g0013141 C2C2-GATA 4,66 6,23 AT4G32890.1 GATA9
Lalb_Chr25g0288591 C3H-WRC/GRF 4,60 5,48 AT3G52910.1 GRF4
Lalb_Chr23g0271441 AP2-EREBP 4,56 7,01 AT4G27950.1 CRF4
Lalb_Chr02g0145241 bHLH 4,52 7,06 AT3G19500.1 /
Lalb_Chr02g0158971 bHLH 4,46 5,27 AT3G29370.1 P1R3
Lalb_Chr03g0029801 bzIP 4,45 5,53 AT3G58120.1 BZIP61
Lalb_Chr02g0147231 MYB-HB-like 4,43 6,87 ATAG01680.2 MYB55
Lalb_Chr09g0325961 AP2-EREBP 4,41 6,05 AT5G10510.3 PLT3
Lalb_Chr06g0168991 AUX-IAA 4,40 6,25 AT5G43700.1 I1AA4
Lalb_Chr16g0381611 AP2-EREBP 4,29 5,32 AT5G10510.3 AlL6
Lalb_Chr14g0371771 AP2-EREBP 4,29 5,82 AT5G11590 TINY2
Lalb_Chr14g0368051 C3H-WRC/GRF 4,23 5,37 AT2G22840.1 GRF1
Lalb_Chr24g0395981 AUX-IAA 4,23 5,86 AT2G22670.4 I1AA8
Lalb_Chr09g0322361 C2C2-GATA 4,23 6,09 AT3G50870.1 GATA18
Lalb_Chri16g0379461 HD-ZIP 4,16 5,17 ATAG16780.1 HB2
Lalb_Chr21g0311471 AP2-EREBP 4,15 5,03 AT5G17430.1 PLT4
Lalb_Chr25g0284001 NAM 4,14 5,74 AT1G79580.1 SMB
Lalb_Chr05g0222871 OFP 4,12 5,48 AT5G19650.1 OFP8

Table 7 : Listes des facteurs de transcription sur-exprimés dans les conditions LR et TIP
comparées a la condition NR avec un LogFC > 4. En vert, les facteurs de transcription
communs a LR et a TIP. En jaune, les facteurs de transcription spécifiques a la condition LR. En
bleu, les facteurs de transcriptions spécifiques a la condition TIP.



Lalb_Chr14g0363031 C2H2 4,05 5,19 AT3G27330.1 /
Lalb_Chr08g0242231 bHLH 4,04 5,94 AT1G72210.1 BHLH96
Lalb_Chr17g0345921|  Homeodomain-LIKE 4,01 4,76 AT5G16560.1 KAN1
Lalb_Chr15g0083861 PLATZ 8,26 X AT1G31040.1 PLATZ3
Lalb_Chr13g0301291 PLATZ 4,95 X AT2G12646.1 RITF1
Lalb_Chr18g0052201 PLATZ 4,87 X AT1G31040.1 PLATZ3
Lalb_Chr07g0179421 PLATZ 4,35 X AT2G12646.1 RIFT1
Lalb_Chr18g0046371 AUX-IAA 4,13 X AT3G17600.1 IAA31
Lalb_Chr14g0364931 MYB-HB-like X 9,59 / /
Lalb_Chr15g0086951 AP2-EREBP X 6,91 AT5G18560.1 PUCHI
Lalb_Chr01g0019701 AS2-LOB X 6,45 / /
Lalb_Chr18g0046361 bHLH X 6,37 AT2G46970.1 PIL1
Lalb_Chr21g0317301 MYB-HB-like X 6,33 / /
Lalb_Chr21g0310931 MYB X 5,95 AT5G28300.1 GT2L
Lalb_Chr12g0202381 bHLH X 5,89 AT5G50915.1 CKG
Lalb_Chr05g0216661| Homeodomain-TALE-KNOX X 5,89 AT1G23380 KNAT65
Lalb_Chr22g0355891| Homeodomain-TALE-KNOX X 5,88 AT4G08150.1 KNAT1
Lalb_Chr22g0354741 MYB/SANT X 5,82 AT2G21650.1 RL2
Lalb_Chr11g0066491 C2C2-Dof X 5,82 AT1G21340.1 /
Lalb_Chr06g0162491 AS2-LOB X 5,78 AT2G42430.1 LBD16
Lalb_Chr14g0373151 AUX-IAA X 5,77 ATA4G29080.1 PAP2
Lalb_Chr02g0148721 MYB X 5,70 AT5G28300.1 GT2L
Lalb_Chr19g0138171 AP2-EREBP X 5,65 AT1G51190.1 PLT2
Lalb_Chr06g0168011 MYB X 5,60 AT5G28300.1 T2L
Lalb_Chr21g0318241 , K-box X 5,58 AT5G60910 AGLS
Lalb_Chr21g0311081 SSXT X 5,56 AT5G28640.1 AN3
Lalb_Chr09g0324291 HD-ZIP X 5,50 ATAG16780.1 HB2
Lalb_Chr11g0064521 C2C2-GATA X 5,44 AT5G25830.1 GATA12
Lalb_Chr01g0015701 NAM X 5,28 AT1G79580.1 SMB
Lalb_Chr04g0252131 C2H2 X 5,21 AT5G58580.1 TL63
Lalb_Chr09g0322371 MYB-HB-like X 5,18 AT1G75250 RAD-like 6
Lalb_Chr06g0169831 C2H2 X 5,12 AT4G16810 /
Lalb_Chr21g0318231 MADS-typel X 5,06 AT1G69120 AP1
Lalb_Chr10g0097421| & lipid binding HD-SAD X 5,01 AT4G00730.1 AHDP
Lalb_Chr01g0004341 C2C2-GATA X 4,94 AT1G08010.1 GATA11
Lalb_Chr17g0348291 bHLH X 4,87 AT3G58850.1 PAR2
Lalb_Chr20g0121631 AP2-EREBP X 4,85 AT1G28360 ERF12
Lalb_Chr05g0225041 GRAS X 4,81 AT1G63100 SCL28
Lalb_Chr12g0208411 C3H-WRC/GRF X 4,81 AT2G42590 GRF9
Lalb_Chr21g0311481 AP2-EREBP X 4,80 AT3G20840.1 PLT1
Lalb_Chr12g0199451 AP2-EREBP X 4,78 AT5G57390.1 AILS
Lalb_Chr04g0262921 C2C2-GATA X 4,76 ATA4G32890.1 GATA9
Lalb_Chr05g0213131 C2C2-Dof X 4,76 AT3G50410.1 DOF3.4
Lalb_Chr16g0377801 C2C2-GATA X 4,75 AT2G18380.1 GATA20
Lalb_Chr08g0236061 MYB-HB-like X 4,71 AT1G63910 MYB103
Lalb_Chr11g0063771 AP2-EREBP X 4,66 AT5G11190 SHN2
Lalb_Chr21g0304981| lipid binding HD-SAD X 4,66 AT4G00730 ANL2
Lalb_Chr21g0312331 C2H2 X 4,66 At1g04360 ATL1
Lalb_Chr09g0331181 OFP X 4,65 AT5G19650.1 OFPS
Lalb_Chr02g0150051 AUX-IAA X 4,64 AT3G23050 IAA7
Lalb_Chr23g0265311 bzIP X 4,63 AT4G34590 /
Lalb_Chr23g0267061| HSF-type-DNA-binding X 4,63 AT1G46264 HSFB4
Lalb_Chr14g0367281 bzIP X 4,62 AT2G42380.2 BZIP34

Table 7 (suite) : Listes des facteurs de transcription sur-exprimés dans les conditions LR et
TIP comparées a la condition NR avec un LogFC > 4. En vert, les facteurs de transcription
communs a LR et a TIP. En jaune, les facteurs de transcription spécifiques a la condition LR. En
bleu, les facteurs de transcriptions spécifiques a la condition TIP.



Lalb_Chr16g0389731 GRAS X 4,60 AT1G63100 SCL28
Lalb_Chr03g0032391 AP2-EREBP X 4,60 AT3G54320.1 ASML1
Lalb_Chr01g0003371 MADS-MIKC X 4,58 AT1G71692.1 AGL12
Lalb_Chr14g0368931 MYB-HB-like X 4,56 AT5G42630 KAN4
Lalb_Chr09g0323261 bHLH X 4,53 / /
Lalb_Chr09g0328911 B3-Domain X 4,51 AT1G16640 AP2/B3-like
Lalb_Chr22g0355791 C3H-WRC/GRF X 4,50 AT2G22840 GRF1
Lalb_Chr08g0246681 bzIP X 4,49 AT4G34590 BGF6
Lalb_Chr16g0386131 MYB-HB-like X 4,48 AT4G18020.1 PRR2
Lalb_Chr11g0062301 MYB/SANT X 4,48 / /
Lalb_Chr18g0056111 bHLH X 4,45 AT3G06120.1 MUTE
Lalb_Chr19g0132891 AS2-LOB X 4,43 AT5G63090 LOB
Lalb_Chr23g0267271 MYC/MYB X 4,39 AT1G49160 WNK
Lalb_Chr05g0213121 C2H2 X 4,38 AT2G19180 /
Lalb_Chr12g0206081 SBP X 4,35 AT1G27360 SPL11
Lalb_Chr07g0184841 Hap3/NF-YB X 4,32 AT4G14540 NFY-B3
Lalb_Chr01g0007631 AP2-EREBP X 4,30 AT4G36920 AP2
Lalb_Chr02g0158231 AS2-LOB X 4,30 AT1G67100.1 LBD40
Lalb_Chr18g0055161 ARF X 4,30 AT1G30330.2 ARF6
Lalb_Chr07g0183521 SBP X 4,30 AT5G50570.1 SPL13
Lalb_Chr09g0320711 AP2-EREBP X 4,28 AT3G61630.1 CRF6
Lalb_Chr09g0320321 WD40-like X 4,28 AT4G33270.1 CDC20.1
Lalb_Chr14g0368601 HSF-type-DNA-binding X 4,28 AT1G46264.11 HSFB4
Lalb_Chr13g0291671 C3H-WRC/GRF X 4,28 AT2G42590 GRF9
Lalb_Chr10g0107581 WD40-like X 4,25 AT1G10580 WD40
Lalb_Chr13g0299501 C3H-WRC/GRF X 4,24 AT3G13960 GRF5
Lalb_Chr23g0267011 B3-Domain X 4,22 AT5G42700.1 AP2/B3-like
Lalb_Chr05g0213181 AS2-LOB X 4,19 AT5G66870.1 ASL1
Lalb_Chr10g0096591 C2H2 X 4,17 / /
Lalb_Chr06g0167811 bHLH X 4,16 / /
Lalb_Chr09g0325741 bHLH X 4,14 / /
Lalb_Chr02g0150521 C2H2 X 4,12 AT1G04360.11 /
Lalb_Chr03g0024221 WD40-like X 4,12 AT3G51930.1 /
Lalb_Chr10g0098131 Homobox-WOX X 4,11 AT1G26960.1 HB23
Lalb_Chr11g0063571 AP2-EREBP X 4,10 AT5G25190.1 /
Lalb_Chr16g0380521 C2H2 X 4,08 AT5G45290.2 /
Lalb_Chr10g0104611 WDA40-like X 4,06 AT5G13840.1 FZR3
Lalb_Chr05g0218551 C2H2 X 4,05 AT1G56280 DI19
Lalb_Chr21g0311971 AUX-1AA X 4,04 AT1G04250.11 IAA17
Lalb_Chr21g0316021 C2H2 X 4,03 AT2G35910.1 /
Lalb_Chr04g0254741 AP2-EREBP X 4,03 AT1G25470.1 /
Lalb_Chr23g0268551 AP2-EREBP X 4,03 AT1G15360.11 WIN1
Lalb_Chr18g0053641 MYB-HB-like X 4,02 AT5G16560.1 KAN1
Lalb_Chr05g0220501 bHLH X 4,00 AT2G22750.2 /
Lalb_Chr01g0000181 NAM X 4,37 AT1G33280.1 BRN1

Table 7 (suite) : Listes des facteurs de transcription sur-exprimés dans les conditions LR et

TIP comparées a la condition NR avec un LogFC > 4. En vert, les facteurs de transcription

communs a LR et a TIP. En jaune, les facteurs de transcription spécifiques a la condition LR. En

bleu, les facteurs de transcriptions spécifiques a la condition TIP.




Nom de I'amorce| Géne de lupin blanc Séquence
LaROW1-F TTGGCAGAGACTGAACGATG
Lalb_Chr01g0019561
LaROW1-R CATTTCAGGGTTCTGGTGGT
LaWOX5.1-F CACAAATCTTTGGTGGGATGT
Lalb_Chr04g0250731
LaWOX5.1-R CTAATGGTGGGTGCTCCACT
LaWOX5.2-F TTTCAGAACCCGAAAGGTTG
Lalb_Chr18g0052701
LaWOX5.2-R GTGGGTGATCCATTTGTTCC
LaMTP11-F TTGAAGTGCTTGAGGGCTTT
Lalb_Chr04g0257941
LaMTP11-R GGCAGCAAAAAGAACCATGT
LaVIT-F GCATGGCAATTGGAGAGTTT
Lalb_Chr07g0189361
LaVIT-R CCAAAGCACCCACAGAAAAT
LaWR3-F TGCTTCAAACAAAACGTTGC
Lalb_Chr07g0183011
LaWR3-R CTGATTGCTTGCACCTCAAA
LalREG1-F TGCTGTGGTTGGAATAGCTG
Lalb_Chr13g0291391
LalREG1-R ATCGCCACACTTCCCATAAG
LaHAS-F GCTCTTATGGCTGGTCTTGC
Lalb_Chr18g0052441
LaHA9-R TTCATCTCCGGGATTCTTTG
LaKCO5-F GCCTTTAAGACCCCTTTTGG
Lalb_Chr15g0077901
LaKCO5-R CAGCAAGCAAATCCTCAACA
LaSULTR1.3-F TGGGAAGCTTCAAGGGACTA
Lalb_Chr20g0123111
LaSULTR1.3-R GCGACATTTCGATGACAAGA
LaNH4-F CAAGGATGGGCTGCAATAGT
Lalb_Chr07g0184111
LaNH4-R GTGCACTTAGACGTGGCTCA
LaCYS4-F AGGAATTGCGTAGTCGTGCA
Lalb_Chr25g0283641
LaCYS4-R ATCTGATCCAGCGCAGAACC
LaALMT-F TGGTGAACCTGCAACTGGTT
Lalb_Chr07g0183271
LaALMT-R TGCTGCCCATGTTCCATCAT
LaPIP2;4-F GCACCACTACCCATTGGATT
Lalb_Chr03g0027361
LaPIP2;4-R CAGCTGCAAATGCTCCAATA
LaALM10-F GGAAATGCTATGTGGGCAGT
Lalb_Chr02g0149651
LaALM10-R ATTCGTTGCCAGCTCTCCTA
LaCSC1-F CGGCTTGGCCTATGTTGTAT
Lalb_Chr14g0362681
LaCSC1-R TGCAATGAGAAACGGAGTTG
LaHAKT1-F ACCACGGAAATGAAACCAAA
Lalb_Chr24g0393761
LaHAKT1-R GCAGCTGTACCCTGTTGTGA
LaPHT1.5-F GCTCGTGATGAATTGGGAGT
Lalb_Chr04g0259111
LaPHT1.5-R AGTGCCACAAAGTGCAACAC

Table 8 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de qPCR. Les amorces ont été
générées avec Primer3Plus (http://primer3plus.com)







Résumé : Le phosphate (Pi) est un nutriment indispensable au développement des végétaux, connu pour faire partie d’une
signalisation nutritionnelle responsable de modifications importantes du systéme racinaire. Chez le lupin blanc (Lupinus
albus), la carence en Pi induit la formation de structures racinaires spécialisées appelées racines protéoides, sur lesquelles
se développent de denses amas de racines courtes a croissance déterminée que nous appellerons les rootlettes. De
nombreuses études ont mis en évidence la capacité spectaculaire de ces rootlettes a améliorer ’acquisition du Pi, mais peu
d’informations sont disponibles sur leur développement spécifique et en particulier le caractére déterminé de leur
croissance. Les travaux de cette thése visent a mettre en évidence les mécanismes moléculaires impliqués dans la croissance
déterminée des rootlettes de racines protéoide de lupin blanc. En ce sens, une caractérisation anatomique et physiologique
des rootlettes, associée a une approche transcriptomique, a permis de définir 5 stades de développement, menant a
I’identification d’une profonde transition a la fois structurale et fonctionnelle. Ainsi, les rootlettes évoluent d’une phase de
croissance, impliquant la présence d’une activité méristématique, vers une phase entiérement dédiée a la nutrition associée
a la différentiation compléte de leur méristeme. Dans le but de mettre en évidence les acteurs moléculaires de cette
transition, les génes LaWOX35. I-like et LaWOX5.2-like, homologues de AtWOX5 connu chez la plante modele Arabidopsis
pour son rdle central dans le maintien du méristéme, ont été sur-exprimés dans des racines de lupin blanc par transformation
génétique hairy-root. Cependant, les phénotypes racinaires obtenus n’ont pas permis de confirmer une implication de ces
genes dans la transition développementale des rootlettes. Il est acquis que les rootlettes émergent de maniére successive et
géneérent un gradient développemental le long de la racine protéoide. Notre attention s’est focalisée sur des rootlettes
particuliéres qui se distinguent par une longueur plus importante, interrompant donc ce gradient caractéristique. La
caractérisation anatomique de ces rootlettes anormalement longues a démontré de fortes similitudes avec la structure d’un
apex de racine protéoide a croissance indéterminée. Un jeu de données transcriptomiques a été généré afin de comparer :
rootlettes longues, apex de racines protéoides et rootlettes courtes (standard). L’analyse de ces données a permis de montrer
qu’un réseau de genes impliqués dans 1’auto-maintien du méristéme est fortement exprimé dans les rootlettes longues par
rapport aux rootlettes courtes (standard) juxtaposées. L’analyse de ce transcriptome a également permis de mettre en
évidence le gene LaRGF2-like, homologue du peptide AtRGF2 connu pour étre impliqué dans la régulation du méristeme.
La sur-expression de LaRGF?2-like par transformation hairy-root dans des racines de lupin blanc semble permettre le
maintien de la zone méristématique dans une majorité de rootlettes des racines transformées, suggérant un réle important
de ce gene dans la transition vers la croissance déterminée.Ainsi, les travaux menés au cours de cette thése ont permis
d’apporter de nouvelles connaissances quant aux acteurs impliqués dans le développement déterminé des rootlettes. La
compréhension du développement de ces structures spécialisées pourra éventuellement permettre de transférer la capacité
a produire des racines protéoides ou des racines courtes dédiées a la nutrition chez d’autres espéces d’intérét agronomique.

Mots clés : Racines protéoides, lupin blanc, croissance déterminée, phosphate

Abstract : Phosphate (Pi) is an essential plant nutrient but by far the least mobile and least available for plants, therefore
representing a limiting factor for their growth and development. It is well known that Pi deprivation triggers developmental
adaptations in plants, including the modification of their root architecture. In white lupin (Lupinus albus), low Pi induces
the formation of very specialized roots called cluster roots. These structures are made up of hundreds of short rootlets with
a determinate growth, forming one or more very dense clusters. The spectacular ability of rootlets to improve Pi nutrition
has been widely studied, though little information is known about the determinate development of these structures. My
thesis project aims to unravel the molecular players involved in the determinate growth of white lupin rootlets. To this
extent, an anatomical and physiological description of the rootlets, combined with transcriptomic approaches, allowed us
to define 5 developmental stages, leading to the identification of a major transition change in rootlet development, both at
the structural and functional level. Indeed, rootlets evolve from a growth phase, involving root meristem activity, to a
functional phase fully dedicated to nutrition in which the meristem has disappeared. In order to unravel the molecular
actors implied in rootlet determined growth, LaWOX?5. I-like and LaWOX35.2-like, homologous genes of AtWOX5 known
in the model plant Arabidopsis for being involved in the maintenance of the root meristem, were overexpressed in white
lupin roots with hairy-root transformation. However, the obtained phenotypes did not allow us to confirm the involvement
of LaWOX?5.1-like and LaWOX?5.2-like in the developmental transition of rootlets. It is known that rootlets emerge in a
successive manner along the cluster root leading to the formation of a continuous spatial gradient of rootlet development.
Abnormally long rootlets, differing from standard short rootlets by their longer size, caught our attention. Anatomical
studies showed that long rootlet apex structure is very similar to the cluster root indeterminate apex. A transcriptomic data
set was generated, allowing to compare: long rootlets, cluster root apexes and normal rootlets. The study of the
transcriptomic data set revealed the high expression of a network of genes involved in the meristem maintenance in long
rootlets compared to normal rootlets. In addition, its analysis allowed the identification of LaRGF2-like gene, homologous
to AtRGF?2 peptide, known to be involved in the meristem maintenance. Overexpression of LaRGF2-like in white lupin
roots seems to maintain meristem activity in transformed rootlets, suggesting that this gene is a key gene in the molecular
switch leading to rootlet determined growth. Finally, this thesis work has enabled the acquisition of knowledge and a better
understanding of the molecular mechanisms involved in the determined growth of rootlets. In the long term, the
understanding of the development of these special structures could make it possible to transfer the ability of producing
cluster roots to other crop species, thereby improving their phosphate nutrition.

Key words : Cluster root, white lupin, determinate growth, phosphate



