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A - Les mycorhizes, généralités

Les plantes ont su au cours de I’évolution, établir des associations avec divers micro-
organismes vivant dans le sol. Ainsi, I’un des plus anciens témoignages de végétation
vasculaire montrant des associations symbiotiques date du Dévonien, il y a 400 millions
d’années (Boullard et Lemoigne, 1971 ; Taylor ef al., 1995). A cette époque déja, des
végétaux primitifs s’associaient a des champignons du sol pour former des mycorhizes
(Taylor et al., 1995). Pour ces végétaux qui ne possédaient pas de véritables racines,
I’association avec un champignon assurait a la plante I’absorption des nutriments présents
dans le sol. Le champignon, pour sa part, recevait de la plante des sucres, fruits de la

photosynthése.

Au cours du temps, I’évolution des deux partenaires, ainsi que la variété des milicux
colonisés ont entrainé une diversification du type de mycorhizes. La formation des
mycorhizes est un phénomene trés vaste, il concerne plus de 6000 espéces de champignons et
environ 240000 especes de végétaux. On distingue d’ailleurs aujourd’hui trois grandes
catégories de mycorhizes : les endomycorhizes, les ectomycorhizes, et les ectendomycorhizes.

Ces symbioses ont toute en commun I’interdépendance des deux partenaires.
I. Les endomycorhizes & vésicules et a arbuscules (VA)

Les mycorhizes a vésicules et a arbuscules constituent le type de symbiose le plus
répandu a la surface du globe. Ces mycorhizes se forment entre des champignons inférieurs
(non septés), symbiotes obligatoires, appartenant a I’ordre des Glomales (Zygomycétes) et les
racines d’une grande variét¢ de plantes hotes. Ces plantes regroupent angiospermes,
gymnospermes et ptéridophytes qui possédent de véritables racines, mais également des
mousses, des lycopodes et des Psilotales, qui n’en possédent pas (Pocock et Ducket, 1984,

1985 ; Peterson ef al., 1981).

Les endomycorhizes a vésicules et a arbuscules se caractérisent par la présence des
hyphes a I’intérieur des cellules du cortex racinaire. L’appellation mycorhize a vésicules et a

arbuscules vient du fait que le champignon va produire deux structures bien caractéristiques,
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Appressorium de Glomus versiforme en contact avec des
cellules corticales de Allium porrum. Pétration du
champignon dans les tissus de la plante

D’apreés Garriock et al. (1989).

précolonisation par les hyphes
extramatriciels (eh) et formation
d'appressoria par Glomus monosporus sur
les racines de Trifolium subterraneum.

(D’aprés Abot, 1982).

Arbuscule

Hyphes intercellulalaires

Arbuscule mature de Glomus mosseae al'intérieur des cellules de
Allium porrum. Surface d’échange entre le champignon et son hote.

D’aprés Brundeit ef al. (1984)

Figure 1 : Les endomycorhizes a vésicules et a arbuscules.



des arbuscules a I’intérieur des cellules corticales et des vésicules, entre les cellules et (ou) 4
’intérieur des cellules (Fig. 1 a, b). Les hyphes franchissent les parois et repoussent la
membrane plasmique des cellules hotes sans pour autant la rompre (Peterson et Bofante,
1994). Les vésicules sont généralement considérées comme des structures de stockage, alors

que les arbuscules constituent la surface d’échange entre le champignon et la plante hote.

Interface champignon - racine

Lors de l'infection, le contact des hyphes avec la racine est suivi d’une adhésion puis,
apreés deux a trois jours, de la formation des appressoria (Fig. 1c) (Bécard et Fortin, 1988 ;
Giovanetti ef al., 1993 ; Petterson et Bofante, 1994). Les appressoria ne se forment que sur
des racines vivantes (Giovanetti ef al., 1993). Ces modifications morphologiques des hyphes a
la surface de la racine indiquent que le champignon détecte la présence d’une plante hote
potentielle. La reconnaissance de 1’héte implique donc 1’établissement d’un dialogue

moléculaire préalable a I’infection de la racine par le champignon.

II. Les ectomycorhizes

Une ectomycorhize est caractérisée par la présence de trois types d'hyphes (Fig. 2 a, ¢) :
i - les hyphes du manteau entourant la racine (Fig. 2 c).

ii - les hyphes du réseau de Hartig ; réseau labyrinthique d’hyphes qui s’insinuent entre
les cellules épidermiques et corticales (Harley et Smith, 1983 ; Kottke et Oberwinkler, 1986 ;
Massicotte ef al., 1990) (Fig. 2 b, d). Ce réseau d’hyphes intercellulaires constitue le site des
échanges entre la plante et le champignon (Lei et Dexheimer, 1988 ; Dexheimer et Pargney,
1991).

iii - les hyphes extra matriciels (Fig. 2 a), des cordons mycéliens qui partent de la racine
pour aller explorer le sol, et (ou) servir de connexion entre la racine mycorhizée et la
fructification du champignon, le carpophore. Ces cordons peuvent méme dans certains cas

mettre en liaison deux arbres mycorhizés.

Essentiellement formées par des champignons Ascomycetes et Basidiomycétes, les
ectomycorhizes s’observent surtout chez des végétaux ligneux. La majorité des arbres dans les
régions tempérées, aussi bien feuillus que coniféres sont ectomycorhizés. Les ectomycorhizes

se rencontrent également sur le systéme racinaire de nombreux arbres tropicaux ; cas de
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certaines Ceasalpinioideae (genres Afzelia, Aldina, Anthonota) et des Dipterocarpaceae

(genres Anisoptera, Balanocarpus etc...).
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Une fois le champignon au contact de la racine, les hyphes se ramifient abondamment
(Fig. 2 c¢) (Massicotte ef al., 1987 b ; Jacobs et al., 1989) puis adhérent a la surface racinaire
par I’intermédiaire de microfibrilles fongiques riches en glycoprotéines et en polysaccharides
(Fig. 2 e) (Lei et al., 1990). A ce stade de la colonisation, sous I’influence du champignon,
’activité du méristéme apical de la racine est réduite (Clowes, 1951). La présence du
champignon sur la racine induit également I’apparition de nouveaux méristémes et de racines
latérales, le long de la racine non encore mycorhizée (Massicote ef al., 1987 c). Chez le pin,

ces racines latérales ont une ramification dichotome (Piché ef al., 1983).

Les hyphes accolés les uns aux autres entourent complétement la racine et forment le
manteau. Ce dernier qui peut présenter des caractéristiques propres a chaque ectomycorhize, a
longtemps été utilisé pour leur identification (Chilvers, 1968 ; Zak, 1973 ; Godbout et Fortin,
1983). Jacobs et al. (1989) ont rapporté des altérations morphologiques des hyphes du
manteau qui sont directement au contact des racines (Fig. 2 c). Ces hyphes sont extrémement
ramifiés, renflés et apparemment fusionnés les uns aux autres a certains endroits (Jacobs et
al., 1989). Les hyphes non en contact avec la racine ne présentent aucune modification tant de
leur diametre que de leur mode de ramification. Les poils absorbants, lorsqu’ils sont présents,
vont dégénérer (Brunner et Scheidegger, 1992 ; Peterson et Farquhar, 1996). Le mécanisme

d’élimination des poils absorbants reste pour I’heure inconnu.

A partir du manteau, certains hyphes vont s’immiscer entre les cellules du rhizoderme et
parfois du cortex (mais sans jamais franchir I’endoderme) et vont former le réseau de Hartig.
Chez les angiospermes, la formation du réseau de Hartig a pour conséquence un allongement
radial des cellules corticales externes (Massicote ef al., 1987 c). Cette élongation radiale des
cellules pourrait, selon Timonen et al. (1994) et Carnero-Diaz (1996), faire intervenir un

réarrangement du cytosquelette.

Les hyphes du réseau de Hartig sont coenocitiques (Kottke et Oberwinkler, 1987) et

riches en organelles, suggérant une forte activité métabolique (Massicote ef al., 1987 c). Le



réseau de Hartig, interface entre les cellules de la plante et les hyphes du champignon,
constitue le siege des échanges entre les deux partenaires.
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II1. Les ectendomycorhizes

Ce sont des mycorhizes qui présentent a la fois les caractéristiques des ectomycorhizes
et un fort taux de pénétration intracellulaire par les hyphes mycéliens. Les structures
ectendomycorhiziennes sont bien distinctes des ectomycorhizes. En effet dans ce dernier cas,
seul un petit nombre de cellules hotes présentent une pénétration intracellulaire, en général

lorsque I’ectomycorhize est agée.

Plusieurs associations ectendomycorhiziennes sont a présent bien décrites. C’est le cas
des ectendomycorhizes de Pinus banksiana, formées par Wilkoxina mikolae var. mikolae
(Scales et Peterson, 1991) ou des ectendomycorhizes de type arbutoide rencontrées chez
Arbutus et Arctostaphylos qui possedent des hyphes intercellulaires formant des pelotons. Les
ectendomycorhizes monotropoides de Monotropa et Sarcodes, par exemple, ont des hyphes

intracellulaires trés courts.
IV. Les fonctions de la symbiose
IV.1. Importance des mycorhizes pour le champignon

D’une maniére générale, le champignon regoit de la plante hote un flux de
photoassimilats. Les sucres transférés (saccharose et glucose), sont transformés en sucres
spécifiques du champignon (tréhalose ou mannitol), et consommés pour la croissance et la
respiration (Hampp et Wingler, 1997). Ce flux de carbone s’effectue également sous forme

d’acides aminés et de vitamines (biotine et thiamine) (Read, 1991 ; lassac, 1992).

Quel que soit le type de mycorhize, les hyphes extramatriciels sont essentiels au bon
fonctionnement de la symbiose puisqu’ils sont capables de mobiliser, d’absorber, d’assimiler
et de transporter la majorité des nutriments (principalement azote et phosphore) vers les autres
parties des tissus symbiotiques (Smith et Read, 1997). Dans le cas des ectomycorhizes, le
mycélium est capable de différencier des carpophores ; siége de la reproduction sexuée. Cette

fructification ne se produit que lorsque le champignon est associé¢ a une plante hote. La



dissémination du partenaire fongique sous forme de spores méiotiques nécessite donc la mise

en place d’une symbiose fonctionnelle.

Contrairement aux champignons ectomycorhiziens qui sont capables de survivre seuls
dans le sol parce que possédant une activité saprophytique, pour les champignons formant des
endomycorhizes, I’établissement d’une symbiose est d’importance capitale. Ce sont des
symbiotes obligatoires, apres la germination de la spore, le mycélium meurt rapidement s’il ne

rencontre pas une racine.
IV.2. Importance des mycorhizes pour la plante hote

La plante n’est capable d’absorber par ses racines que des éléments minéraux solubles.
Mais ceux-ci sont présents en trés faibles concentrations dans la solution du sol en forét. 1l se
crée rapidement une zone de déplétion autour de la racine et, en absence de fertilisant, la
plante non-associée est incapable de s’alimenter convenablement. Les associations
mycorhiziennes sont indispensables a la croissance et a la survie des arbres, car elles assurent
I’absorption des nutriments contenus dans le sol (Read, 1992, Rousseau ef al., 1994 ; Smith et
Read, 1997). Ainsi, lorsque la racine est mycorhizée, les hyphes extramatriciels peuvent
s’étendre dans le sol assez loin du systéme racinaire (plus de 20 cm), permettant a la plante
d’accéder aux éléments minéraux présents dans un plus grand volume de sol (Rousseau et al.,
1994). De plus, les champignons possédent la capacité de dégrader et de mobiliser certains

éléments du sol inaccessibles ou peu accessibles a la plante (Mousain, 1989 ; Paris, 1994).

Les mycorhizes jouent un réle important dans I’alimentation en eau de la plante. Des
études ont montré que les rhizomorphes du champignon sont capables de prélever de ’eau a
plusieurs centimetres de la racine et de la transférer a la plante (Duddridge ef al., 1980). Par
ailleurs, il existe des différences dans I’efficience de ’utilisation de I’eau (assimilation nette
de CO,/ flux d’eau transpirée) suivant qu’une plante est associée a un champignon plutdt qu’a
un autre. Ainsi Guehl et Garbaye (1990) ont rapporté que des plants de sapin Douglas
mycorhizées par Laccaria bicolor S238N ont une assimilation du CO, supérieure a ceux qui

sont associés a Thelephora terrestris.

Les champignons améliorent la nutrition des plantes en phosphore (Mousain, 1989 ;

Jakobsen, 1994), en azote (Martin ef al., 1987 ; Dell et al., 1989), en cuivre, fer et potassium
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(Le Tacon et al., 1984 ; Marschner et Dell, 1994). Ils sont capables de piéger et d’accumuler
dans les cordons mycéliens et le manteau certains métaux lourds (aluminium, cadmium, zinc),
parfois présents en exces dans certains sols acides. C’est pourquoi, les champignons
mycorhiziens sont considérés comme des bons détoxifiant des sols (Cuming, 1990 ; Martin ef

al., 1994),

Grace a la production de composés ayant des propriétés antibiotiques (Marx, 1973 ;
Tsantrizos et al., 1991 ; Kope et Fortin, 1990 ; Kope ef al., 1991 ; Rasanayagam et Jefries,
1992), les champignons peuvent également assurer la protection phytosanitaire des plantes
(Farquhar et Peterson, 1990 ; Sylvia, 1983 ; Sylvia et Sinclair 1983). Kope et Fortin (1989)
puis Farquhar et Peterson (1990) ont montré que ces antibiotiques €taient capables d’inhiber

le développement de certains champignons pathogénes in vitro.

V. Le développement d’une ectomycorhize : la régulation de ’expression du génome

La formation d’une mycorhize se déroule en plusieurs étapes et chacune d’elle

s’accompagne d’une modification de I’expression des génes des deux partenaires.

V.1. Le role des protéines pariétales fongiques : cas des SRAPs et des hydrophobines

Ces derniéres années, plusieurs auteurs rapportent des observations qui indiquent que
des modifications majeures se produisent a la surface des parois fongiques durant
I’établissement de la symbiose. Les parois cellulaires des deux partenaires jouent un grand
role dans les phénomenes de reconnaissance. De nombreuses études ont permis de caractériser
les protéines et I'expression des génes codant ces protéines pariétales fongiques lorsque le
champignon est associé (Tagu et Martin, 1996). Dans les ectomycorhizes de Pisolithus
tinctorius - Eucalyptus globulus, des le début de la symbiose, il y a disparition des deux
glycoprotéines majeures des parois cellulaires du champignon, ce sont les protéines gp95 et
gp72 (Tagu et Martin, 1996). De méme, il y a augmentation de la synthése d’un groupe de
polypeptides acides pariétaux liés a la symbiose, les polypeptides SRAPs (pour Symbiosis-
Related Acidic Polypeptides) (Burgess et al., 1995 ; Laurent ef al., 1999). En outre, trois
génes codant des hydrophobines (des polypeptides hydrophobes des parois fongiques) sont
induits (Tagu ef al., 1996 ; Tagu et Martin, 1996).
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L’existence des SRAPs dans les hyphes du manteau et dans ceux du réseau de Hartig a
été mise en évidence par cytoimmunolocalisation. L’apparition de ces protéines régulées par
la symbiose coincide avec les phases initiales de la colonisation des tissus racinaires et la
syntheése par Pisolithus tinctorius de glycoprotéines formant des microfibrilles (Lei ef al.,
1990). Ce qui suggere une possible implication de toutes ces protéines dans les phénoménes
d’adhésion. De plus, les SRAPs arborent un motif RGD (pour arginine, glycine et acide
aspartique) que 1’on retrouve sur les protéines adhésives de nombreux organismes. Ces
adhésines sont impliquées dans la communication cellule — cellule par I’intermédiaire de
récepteurs appelés intégrines (D’Souza er al., 1991 ; Hynes, 1992). Cependant, une étude
biochimique approfondie permettant de confirmer que les SRAPs se conduisent comme des
adhésines et qu’ils se fixent sur des récepteurs similaires aux intégrines, chez les

champignons, est nécessaire.

Le fait que les hydrophobines soient sur-exprimées lors de la formation de
I’ectomycorhize (Tagu ef al., 1996), suggére que ces protéines sont importantes pour le
champignon colonisant les racines de la plante hote. L’ immunolocalisation des hydrophobines
a révélé que ces protéines sont présentes a I’intérieur des parois du champignon et sont encore
plus abondantes dans les hyphes formant le manteau au contact de la racine (Tagu ef al.,
résultats non publiés). Il est probable que ces protéines sont impliquées dans I’agrégation des
hyphes formant le manteau (Tagu ef al., 2000) comme elles le sont, lors de la formation du
carpophore (Wessels 1997). Par ailleurs, il a été démontré que des lectines fongiques
pourraient jouer un réle important lors des phénomeénes de reconnaissance et (ou)

d’attachement des deux partenaires (Giollant ef al., 1993).

En conclusion, les résultats obtenus a ’aide du couple Pisolithus tinctorius — Eucalyptus
globulus mettent en évidence I'implication des protéines pariétales au cours du processus
symbiotique (Fig. 2 e). Cependant, leur r6le exact dans la mycorhize n’est toujours pas défini
avec certitude et il apparait essentiel de pouvoir désactiver les génes codant pour ces protéines
afin d'obtenir des mutants de Pisolithus tinctorius et d'analyser le comportement de ces

mutants au cours du développement de I’ectomycorhize.
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V.2. Cas d’un géne régulé lors de la mise en place d’une ectomycorhize

Plusieurs études ont montré que l'expression génique des deux partenaires est modifiée
au cours de ]'établissement de la symbiose ectomycorhizienne. Le travail de C. Voiblet au
cours de sa thése a révélé prés d’une centaine de genes dont I’expression est régulée par la
symbiose. Nehls et al. (1999) ont mis en évidence par exemple, un ADNc pleine longueur
codant un transcrit régulé par la symbiose dans les mycorhizes d’Eucalyptus globulus ssp.
bicostata - Pisolithus tinctorius. La séquence de ce clone correspond & une protéine de 25,5
kDa qui posséde un fort taux d’homologie (66%) avec les gluthation-S-transferase des
plantes. L’expression de ce géne nommé EgHypar (Eucalyptus globulus Hypaphorine and
auxin regulated) , est principalement confinée dans les racines, et fortement stimulée lors du
développement de I’ectomycorhize (Nehls et al., 1999). De plus, la concentration des
transcrits EgHypar augmente fortement lorsque les racines d’Eucalyptus sont traitées avec des
extraits fongiques de Pisolithus tinctorius, des régulateurs de croissance (I’acide indole
acétique, 1’acide dichlorophénoxyacétique) ou de I’hypaphorine (tryptophane bétaine), le
composé indolique majeur produit par Pisolithus tinctorius. Ces auteurs ont suggéré que
I’induction du géne EgHypar par des auxines et par des métabolites provenant du champignon
pourrait étre impliquée dans certaines modifications du développement racinaire observées

lors de I'établissement de la symbiose.
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Figure 3: La signalisation lors de la mise en place d'un nodule fixateur
d’'azote. Les racines des légumineuses sécrétent des flavonoides qui
vont induire les génes nod bactériens. Les facteurs Nod synthétisés par
la bactérie vont éliciter la courbure du poil absorbant. Une augmentation
de la teneur en flavonoides ou d'un flavonoide particulier sera a l'origine
d'une modification de la balance hormonale ou de I'altération des
composants du cytosquelette ou de la teneur en calcium intracellulaire.
Toutes ces modifications pourraient étre a I'origine de la division
cellulaire qui va produire le primordium nodulaire. D'aprés Hirsch (1992)
avec quelques modifications.




B. La reconnaissance plante - microorganismes

Les plantes de par leur incapacité a se déplacer, doivent faire face a de nombreuses
agressions, biotiques ou abiotiques. Elles ont développé au cours de I'évolution des réponses
adaptées a chaque situation. Ainsi, pour répondre & une modification des conditions
d'éclairement, au vent ou a la sécheresse, les plantes vont adapter leur morphologie au milieu
dans lequel elles vivent. De méme, les végétaux synthétisent des molécules qui vont

contribuer soit a s'associer a des microorganismes "utiles", soit a détruire les indésirables.

Pour fournir une réponse adéquate, encore faut-il que 'assaillant ou le futur partenaire
soit identifié. Ainsi, a ’instar des modes d’identification utilisés par les organismes animaux
pour reconnaitre le non-soi, les plantes et les champignons disposent aussi d’un arsenal
moléculaire leur permettant de se reconnaitre. Ces mécanismes de reconnaissance ont permis
au cours de I’évolution, le développement d’associations de type exclusives entre des plantes

et certains microorganismes du sol.

I. Exemple d’un dialogue moléculaire entre une plante et un microorganisme du sol : la

symbiose Rhizobium-Légumineuse
I.1. Présentation du modele

Les bactéries du genre Rhizobium établissent des symbioses exclusives avec des racines
de légumineuses. Dans tous les cas, la symbiose se caractérise par la formation d’un nodule
racinaire au sein duquel se produit la fixation de I’azote atmosphérique. Le développement de

ce nodule est régulé initialement par des interactions précoces entre les bactéries symbiotiques

et les poils absorbants (Fig. 3).

I.2. Mise en place de la symbiose

Ce sont des interactions entre des bactéries du sol et les racines qui vont conduire 4 la

formation du nodule (Caetano-Anollés et al., 1988 a, b). Avant le contact physique avec les
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poils absorbants, les bactéries de la rhizosphere du genre Rhizobium sont chimiotactiquement
dirigées contre la racine par les flavonoides de la plante. Ces flavonoides vont réagir de fagon
spécifique avec une protéine désignée par NodD, cette derniere activée, va induire a son tour
la transcription des génes nod de Rhizobium. Les génes nod bactérien sont localisés sur un
grand plasmide, le plasmide pSym. Avec les génes nod, le plasmide regroupe également une
série d’autres genes essentiels pour la nodulation et dont certains sont impliqués dans la

structuration de la surface bactérienne (Franssen et al., 1992).

En dehors des flavonoides, d’autres composés aromatiques inducteurs des geénes nod ont
été identifiés : des chalcones, des anthocyanines et des flavonoides conjugués (Philips et al.,
1994). Deux bétaines (associées aux flavonoides), la trigonelline et la stachidrine sont
également capables d’induire les génes nod de Rhizobium meliloti (Philips et al., 1994).
D’apres ces auteurs, ces bétaines plus hydrosolubles que les flavonoides, permettraient a la

luzerne d’entrer en contact avec Rhizobium par des voies différentes.
I.3. Structures des facteurs nod

Seul le géne nodD est exprimé de maniére constitutive en culture pure. Les facteurs de
nodulation synthétisés aprés induction des génes nod bactériens par la protéine NodD, sont
des lipooligosaccharides dont la structure de base est la méme pour toutes les especes de
Rhizobium. Celle-ci consiste en un enchainement de quatre ou cinq N-acétylglucosamine liés
en 3 1 - 4, portant un acide gras a une extrémité glucosamine non réduite. La spécificité de
chaque Rhizobium repose sur la variabilité de cette partie commune : les deux glucosamines
terminales portent des groupements spécifiques et la nature de I’acide gras differe selon les
especes. La construction de cette structure de base s’effectue en deux phases. Les genes nod
communs a tous les Rhizobium, les génes nod A, B, et C, vont dans un premier temps coder
pour toutes les enzymes responsables de la synthése de la structure commune ; par la suite, les
geénes nod propres a chaque espéce de Rhizobium, vont I’orner de motifs caractéristiques de

I’espéce.
1.4. Activité des facteurs nod

Les facteurs Nod responsables de la courbure caractéristique du poil absorbant lors de

I’infection agissent a trés faible concentration (107" M). Purifiés, ils sont capables d’induire la
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formation de primordiaux nodulaires (Ardourel ez al., 1994 ; Bauer et al., 1996 ; Bloemberg et
al., 1995 ; Cardenas et al., 1995 ; Lopez-Lara et al., 1995 a, b ; Minami ef al., 1996 a, b ;
Relic ef al., 1993 ; Sanjuan ef al., 1992 ; Schultze et al., 1992 ; Spaink et al., 1991 ; Truchet et
al., 1991).

I1. La signalisation dans les ectomycorhizes : les mécanismes de reconnaissance mis en

ceuvres par la plante et le champignon.

Les plantes, organismes autotrophes pour le carbone sont capables griace a la
photosynthése de synthétiser des sucres. Elles constituent la principale source d'éléments
nutritifs pour tous les microorganismes peuplant la rhizosphére. C’est ainsi que les exsudats
séerétés par la racine, attirent une foule de microorganismes parmi lesquelles on trouve des

bactéries et des champignons.

Les signaux qui vont contribuer a I’établissement de la symbiose mycorhizienne
peuvent étre de nature diverse. Parmi ces signaux issus du champignon, on peut citer le cas
des régulateurs de croissance (auxine, cytokinines, éthyléne, hypaphorine). Les signaux
provenant de la plante pourront étre des composants des exsudats racinaires : des composés
pariétaux (monomeres de cutine, protéines, oligosaccharides), des polyphénols (flavonoides,
tannins), etc... Tous ces composés, qu’ils soient d’origine racinaire ou fongique jouent

certainement un réle lors de la phase de pré colonisation.

IL.1. Les exsudats racinaires

Il est bien connu que les plantes libérent de nombreux composés dans leur
environnement immédiat. Ce sont principalement des nutriments a la disposition de la
population microbienne en général ; comme en atteste I’abondance de cette communauté dans
la rhizosphére. Mais ces exsudats contiennent également des composés qui eux seront
suffisamment spécifiques pour permettre a la plante de sélectionner le futur “partenaire”,

parmi tous les microorganismes de la rhizosphere.

De nombreuses études menées par Melin (1963) ont suggéré que les racines des plantes
ectomycorhiziennes produisent une substance appelée facteur M, essentielle a la croissance du

partenaire fongique. L’acide indole 3-acétique (AIA) (Fortin, 1967, 1970 ; Gogala et
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Pohleven, 1976) et les cytokinines (Gogala, 1971 ; Gogala et Pohleven, 1976) furent testées et
ne présentérent pas tous les effets attribués au facteur M. Néanmoins, des cytokinines
apportées a une concentration optimale, stimulerent faiblement la croissance de certains

champignons mycorhiziens, mais I’inhibérent aux autres concentrations.

Bjorkman (1970) a identifié¢ chez la plante parasite, Monotropa hypopitys, une
substance capable de stimuler la croissance d’un grand nombre de champignons
symbiotiques. Il I’a baptisée "tuburcine" puis, en la comparant au facteur M de Melin (1963),
cet auteur a proposé que la tuburcine pouvait attirer les champignons mycorhiziens lors des
premieres phases de la mise en place de la symbiose. Récemment, Lagrange (communication
personnelle) a mis en évidence 1’existence d’une fraction d’exsudats racinaires d’Eucalyptus
globulus qui stimule la croissance et affecte la morphologie des hyphes de Pisolithus
tinctorius. Deux molécules actives ont été mises en évidence, la rutine et la zeatine (Lagrange,

communication personnelle).

En termes de spécificité champignon - plante hote, les expériences de Horan et Chilvers
(1990) montrent a ’aide de plantes compatibles et incompatibles avec Pisolithus tinctorius et
Paxillus involutus, que des substances diffusant & partir d’apex d’hétes compatibles peuvent
attirer les différents isolats, de maniere sélective. Ainsi, des composés produits par la plante
seraient capables de réguler le développement de la mycorhize, en déterminant la spécificité
de I’hote. Par ailleurs, plusieurs autres études se sont intéressées de maniére individuelle aux
différentes composantes des exsudats racinaires ; c’est le cas des composés phénoliques, des

lectines, des flavonoides et des phytohormones.

I1.2. Régulation du développement de la symbiose par des composés phénoliques

Il y a de plus en plus d’évidences montrant que les composés phénoliques jouent un réle
lors des interactions plante - champignon. Harborne (1980) a montré que les composés
phénoliques peuvent prémunir les plantes contre les attaques par des champignons ou des
bactéries. Cette protection se fait soit grace des composés phénoliques préexistants et actifs
lors de la phase de pré-infection, soit par une augmentation de la synthése de ces composes

(par exemple les phytoalexines) lors de la phase de post-infection (Ingham, 1973).
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Il existe de nombreuses informations concernant le réle deélcd'nllposés phénoliques au
cours de la mycorhization. Ling-Lee et al. (1977) ont observé qu’il y avait plus de composés
phénoliques dans les racines d’eucalyptus mycorhizées que dans des racines non infectées.
Ces auteurs ont proposé que cette augmentation fiit induite par la présence du symbionte
fongique. De méme Sylvia (1983) puis Sylvia et Sinclair (1983), ont observé une
accumulation de tannins dans les racines de Douglas colonisées par le champignon

mycorhizien Laccaria laccata, ou traitées avec des métabolites cellulaires de ce champignon.
I1.2.1. Role des composés phénoliques

Les composés phénoliques produits par la plante sont toxiques pour certains
champignons mycorhiziens (Olsen ef al., 1971 ; Pellissier, 1993), ce qui semble incompatible
avec I’idée de symbiose. Cependant, selon Malajczuk ef al. (1984), les tannins produits par la
plante au cours de la mycorhization auraient pour rdle, de contrdler la progression du
champignon lors de la formation du réseau de Hartig. De méme, Foster et Mark (1967), puis
Hillis et al. (1968) ont proposé que les composés phénoliques re largués par les cellules,
racinaires riches en tannins, forment une sorte de barriére servant a limiter le développement

du champignon a I’intérieur des tissus de la plante.

Mais dans certains cas au contraire, le champignon induit plutét une réduction de la
concentration de certaines molécules phénoliques potentiellement toxiques. C’est le cas du p-
hydroxybenzoyl glucose, de 1’acide p-hydroxybenzoic glucoside, de la piceine, de la
catechine, de I’epiceatine et d’un composé pariétal, ’acide férulique (Miinzenberger et al.,
1995). Ces résultats suggerent une évolution de la symbiose vers le point ol la reconnaissance
par I’hdte d’un champignon compatible, entraine plutét une inactivation de ses défenses
chimiques. Miinzenberger ef al. (1990) ont proposé que la réduction en teneur de certains
composés phénoliques puisse favoriser I’extensibilité des parois des cellules de 1’hate,

permettant ainsi, une meilleure pénétration mécanique des hyphes du partenaire fongique.

D’autre part, Massicote et al. (1990) ont observé une décoloration des hyphes du
champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius lors de la colonisation des racines de
Betula alleghaniensis. Cette décoloration a été interprétée par ces auteurs comme un
marqueur précoce de I’assemblage des hyphes dans les régions apicales et subapicales de la

racine. Comme les composés aromatiques rentrent dans la composition des pigments
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(Harborne, 1980), il est possible que la confrontation entre le champignon et la plante ait

induit une modification du métabolisme de ces composés dans les hyphes.

Il semble donc la colonisation de la racine par le champignon induit une modulation de
activité métabolique des deux partenaires, dans le but de favoriser un développement

¢quilibré de la symbiose.
I1.2.2. Composés phénoliques et spécificité hote — champignon

Bien que de nombreux champignons s’associent a un grand nombre de plantes : cas du
genre Amanita (Molina et al., 1992), il n’en demeure pas moins que pour certains

champignons, il existe des relations exclusives avec leur hote.

Dans certains cas, la production de polyphénols peut se révéler un bon moyen pour
repousser les champignons incompatibles. L’ incompatibilité entre Pisolithus et des racines
non - hétes peut parfois s’exprimer par une accumulation de polyphénols dans les tissus

racinaires et par un épaississement des parois des cellules (Tonkin et al., 1989 ; Lei et al.,

1990).

Les résultats de Koide et al. (1998) montrent par exemple que Suillus intermedius et
Amanita rubescens Pers. répondent différemment a la présence de différents composés
phénoliques (cathechine gallate et epicathechine gallate) provenant des aiguilles de pin rouge.
De plus, la teneur en coml.aosés phénoliques des Pins varie fortement d'une espéce a l'autre.
Ces molécules pourraient agir en structurant la population des champignons présents dans la
rhizosphére (Koide et al., 1998). L’augmentation des concentrations en cathechine et en
epicathechine dans les racines infectées (M. Weiss, communication personnelle citée par R.T.
Koide, 1998), suggerent que ces deux composés phénoliques pourraient jouer un réle

particulier lors de la communication entre la plante et le champignon ectomycorhizien.
I1.3. Role des lectines dans les phénoménes de reconnaissance

Connues depuis une centaine d’années, les lectines sont des molécules synthétisées par
beaucoup de végétaux et d’animaux. Ce sont des protéines ou des glycoprotéines dont la

propriété essentielle est de se lier d’une maniére plus ou moins réversible avec des résidus
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osidiques. De nombreuses activités leur sont attribuées : elles ont le pouvoir d’agglutiner les
hématies (Goldstein ef al., 1980) ; Ersek ef al. (1985) les ont décrits comme de simples
substances de réserves, régulateurs du métabolisme glucidique, et Griffaut er al. (1990)

comme des intermédiaires dans ’action des hormones.

Mais cette faculté qu’elles ont de se lier est similaire a ce que I’on connait des liaisons
spécifiques anticorps / antigéne ou encore enzyme / substrat. Cette propriété pourrait
expliquer ’affinité entre un hote et son symbionte a condition bien sir que ’un des
partenaires posséde une lectine, et que l’autre partenaire, posséde une structure

complémentaire (Chaboud et Lalonde, 1983 ; Petit et al., 1983 ; Halverson et Stacey, 1985).

L’intervention des lectines dans les mécanismes de reconnaissance arbre- champignon
semble probable. En effet, Guillot er al. (1994) ont montré que trois espéces de lactaires
(Lactarius deliciosous, Lactarius deterrimus et Lactarius salmonicolor) difficiles a distinguer
morphologiquement et qui sont strictement inféodées respectivement au pin (Pinus sylvestris),
a I’épicéa (Picea abies) et au sapin (Abies alba possédent en fait des lectines bien différentes
quant a leur structure et a leur spécificité. Par ailleurs, ces auteurs ont mis en évidence par des
méthodes d’immunofluorescence, la présence des récepteurs spécifiques correspondant a

chaque lectine chez chacun des trois coniferes cités (Guillot et al. 1994).

11.4. Role des flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques simples produits par les plantes, ils
possédent en plus du noyau aromatique, des chaines latérales courtes. Les flavonoides jouent
un role trés important dans le contrdle des interactions plantes - champignons pathogénes
(Dixon et al. 1994), plantes - Agrobacterium (Stachel et al., 1985) ou des interactions a
caractére symbiotiques entre des légumineuses et la bactérie fixatrice d’azote, Rhizobium
(Peters et al., 1986 ; Phillips et et al., 1992). Les flavonoides interviennent également lors des
étapes précoces des interactions entre une racine et des champignons endomycorhiziens, en
stimulant la croissance des hyphes (Nair ef al., 1991 ; Bécard et al., 1992 ; Tsai et Phillips,
1991 ; Poulin et al., 1993). Lagrange (communication personnelle) a montré que la rutine, un
flavonol présent dans les exsudats racinaires d’Eucalyptus globulus était capable de stimuler

fortement la croissance des hyphes de Pisolithus tinctorius. De plus la rutine est active a
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faible concentration, de I’ordre du pM. Mais le mode d’action de la rutine demeure pour le

moment inconnu.
IL.5. Les phytohormones et leur fonction dans la biologie des mycorhizes

Les phytohormones régulent la croissance et le développement des plantes. La synthése
d’auxine a été observée chez beaucoup de champignons mycorhiziens (Annexes, Tableau I).
La production de gibbérellines ou de ses analogues a été également rapportée, chez Boletus
edulis var pinicolus (Gogala, 1967, 1971), Glomus mosseae (Barea et Azcon-Aguilar, 1982),
Pisolithus tinctorius (Hanley et Greene, 1987 ; Ho, 1987 a), Rhizopogon luteolus (Strzelczyk
et Pokojska-Burdziej, 1984), Suillus luteus (Strzelczyk et Pokojska-Burdziej, 1984),
Telephora terrestris (Hanley et Greene, 1987) et chez des champignons ectomycorhiziens
symbiotes de Pinus sylvestris (Strzelezyk et al., 1975). Plusieurs revues ont été publices a ce

sujet (Gogala, 1991 et Beyrle, 1995).

La production de phytohormones par le champignon dépend de la composition du
milieu. Le rapport C/N, le pH, la concentration en ions (Rudawska, 1983), la présence ou
I’absence d’acides aminés (Kampert et Strzelezyk, 1990), d’acides organiques (Strzelczyk et
Pokojska, 1990), de vitamines (Strzelczyk et Kampert, 1987 ; Strzelczyk et Pokojska, 1990) et
de polyphénols (pour une revue, voir Lonsane et Kumar, 1991) régulent la production. Le rdle

physiologique de ces phytohormones sur le développement du champignon reste mal connu.

I1.5.1. Phytohormones et interaction plante - champignon : cas de I’acide indole 3-

acétique (AIA)

L’activité de I’AIA lors de la mise en place de la symbiose a été suggérée par de
nombreux auteurs. Le fait que la majorité des champignons mycorhiziens produisent de I’AIA
(Ulrich 1960 ; Ek et al., 1983 ; Strzelczyk et Pokojska-Burdziej 1984 ; Rouillon et al., 1986 ;
Frankenberger et Poth 1987 ; Gay et al., 1994 ; Karabaghli-Degron et al., 1998), a soulevé de
nombreuses interrogations quant au réle de cette molécule au cours la mise en place de la
mycorhize (Gogala, 1991 ; Beyrle, 1995). Un possible role de I’AIA a été proposé par Slankis
(1971, 1973) et Ulrich (1960). En effet, I’incubation des racines de Pinus sylvestris dans une
solution contenant de I’AIA ou du milieu de culture de deux champignons ectomycorhiziens

(Swillus luteus et Suillus variegatus), induit une stimulation de la ramification et la formation
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de racines latérales dichotomes, morphologiquement similaires & des ectomycorhizes. Ces
modifications morphologiques disparaissants en cas d’arrét du traitement hormonal. Slankis
(1973) a conclu dés lors que I’AIA fongique était responsable de la morphologie typique des
systémes racinaires mycorhizés. Concernant la stimulation de la ramification latérale par
I’AIA fongique, Wong et Fortin (1990) ont proposé qu’elle ait pour réle de fournir au

champignon un nombre plus élevé de sites potentiels a coloniser.

Il existe de nombreuses autres évidences qui font de I’AIA fongique, une des molécules-
clefs du processus symbiotique mycorhizien. Gay et al (1994), puis Gela et al. (1994) ont
montré qu’un mutant d'Hebeloma cylindrosporum surproducteur d’AIA formait un plus grand
nombre de mycorhizes que la souche sauvage, avec un réseau de Hartig hypertrophié, pouvant
méme atteindre I’endoderme. Rudawska et Kieliszewska-Rokicka (1997) ont pour leur part,
mis en évidence une corrélation entre le nombre d’ectomycorhizes formées par Pinus
sylvestris associé au champignon Paxillus involutus, et la quantité d’AIA produite par ce
microorganisme. Par ailleurs, Karabaghli-Degron ef al. (1998) ont montré qu’un inhibiteur du
transport de I’AIA, le TIBA (Annexes, Fig. 1), adjoint au milieu de culture, pouvait empécher
la formation du manteau ainsi que celle du réseau de Hartig, lorsque des racines de Picea
abies étaient colonisées par le champignon Laccaria bicolor-s238n. Ces résultats suggérent
que I’AIA produit par le champignon joue un réle important tant lors de la colonisation de la

surface racinaire que de la mise en place du réseau de Hartig,

I1.5.2. Mode d'action de I’AIA fongique lors du développement de la mycorhize.

Il est probable qu’une production continue d’AIA par le champignon entraine une
modification de la balance hormonale dans les racines de la plante hote. Une telle rupture de
I’équilibre hormonal pourrait induire des modifications du métabolisme de la plante.
L’induction d’un plus grand nombre de racines latérales ou la formation de racines
dichotomes par exemple sont des processus qui seraient liés a la production d’AIA par le
champignon (pour revue voir Beyrle, 1995). L’auxine, suivant la théorie de la croissance
acide, est impliquée dans le relichement pariétal et I’élongation cellulaire (Cleland 1995). 1l
est possible que I"auxine produite par le champignon modifie les propriétés pariétales des
cellules corticales, facilitant ainsi la progression du symbionte lors de la formation du réseau

de Hartig. L’auxine pourrait provoquer une acidification extracellulaire en stimulant
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’excrétion de protons par des ATPases membranaires ou en augmentant le nombre de ces

pompes a protons (Hager ef al., 1991).

On peut également soupgonner une régulation des mécanismes de défense de la plante
par P’auxine. En effet, Iauxine inhibe I’induction des chitinases lors de nombreuses
interactions plante - champignon (Shinshi et al., 1987) et également lorsque des racines
d’Eucalyptus sont traitées avec des éliciteurs de champignons ectomycorhiziens (Béguiristain

et Lapeyrie, résultats non publiés).

Nehls ef al. (1998) ont montré qu’un géne de la plante, le géne EgHypar (pour
Eucalyptus globulus Hypaphorine and auxine regulated) présentant une forte homologie de
séquence avec des glutathion S-transférases (GST) et dont I’expression est régulée par les
auxines, était fortement exprimé au cours du développement de la mycorhize. Les GSTs sont
des protéines impliquées dans les processus de détoxication cellulaire. De plus, il a été
rapporté que les GSTs sont capables de fixer I’AIA sur un site non catalytique (Jones, 1994 ;
Bilang et Sturm, 1995). La fixation de I’auxine sur ce site non catalytique de la GST pourrait
jouer un role dans le transport intracellulaire de cette molécule ou son stockage sous forme de
conjugué AIA-GST. Dans le cas d’une ectomycorhize, I’induction du géne EgHypar pourrait

permettre a la plante de réguler la teneur en AIA libre (active) dans les tissus de la plante.

Les travaux de Hampp et al. (1996) ont permis d’apporter une nuance aux résultats
obtenus par Gay ef al., (1994) présentés plus haut. A ’aide d’une plante surexprimant des
geénes responsables de la biosynthése de ’AIA, Hampp n’a observé aucune modification
concernant le nombre et I’aspect des ectomycorhizes formées par cette plante, comparé a une
plante sauvage. Ces résultats suggerent soit que lors de la mise en place de la symbiose, I’AIA
fongique et I’AIA endogéne de la plante pourraient ne pas jouer le méme role, soit que dans le
cas d’Hebeloma cylindrosporum, le tryptophane pourrait étre partiellement responsable du
phénotype mutant. En effet, chez ce mutant, c’est la surproduction du tryptophane qui

entraine par voie de conséquence celle de I’AIA (Gay et al. 1994).

Quoi qu’il en soit, il apparait vraisemblable que I’AIA méme en grande quantité dans la
racine, ne contrdle pas seule ’ontogenéese des ectomycorhizes. Ce sont probablement des

interactions avec d’autres molécules, y compris d’autres régulateurs de croissance
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(cytokinines, gibbérellines, acide abscissique ou éthyléne) qui pourraient expliquer certains

des effets de I’auxine au cours de I’interaction symbiotique.

[l a été par exemple montré que, d’une part les champignons mycorhiziens pouvaient
synthétiser de I’éthyléne en présence de méthionine, et que d’autre part il y avait production
d’éthyléne lors de la formation d’ectomycorhizes (Graham et Linderman, 1980 ; Rupp et al.,
1989 b). De plus, le traitement de tissus végétaux avec des auxines peut stimuler la synthése
d’éthyléne (Yu et Yang, 1979). Alors que I’éthyléne induit les mécanismes de défense lors
d’une attaque par un pathogene, dans le cas d’une ectomycorhize, 1’éthyléne semble sans effet
sur les activités de défense de la plante. Cependant, le traitement des racines de plusieurs
familles de pins avec de I’éthéphon (un composé qui relache de 1’éthyléne) induit la formation
de diverses structures (dichotomies et structures coralloides) caractéristiques des mycorhizes
de ces especes (Rupp et Mudge 1985 ; Rupp ef al., 1989 a). Ces auteurs ont conclu que la
formation de ces structures était due a une activité de ’auxine via I’éthyléne. Par la suite,
Kaska ef al. (1999) ont mis en évidence ce lien en utilisant des inhibiteurs du transport de
I’auxine. Ces chercheurs ont proposé que I’inhibition du transport de I’auxine entraine une
accumulation localisée de cette hormone dans les tissus de la plante, induisant la stimulation
de la synthése d’éthyléne. C’est I’éthyléne qui serait responsable des déformations racinaires.
Ce dernier résultat suggere certes I’implication de I’auxine au cours du processus

symbiotique, mais il révele également que I’activité auxinique doit étre régulce.

La théorie hormonale de la symbiose ectomycorhizienne (Slankis 1973 ; Gogala, 1991 ;
Smith et Read, 1997) a été contestée par de nombreux auteurs (Harley et Smith, 1983 ;
Nylund, 1988 ; Horan, 1991 ; Wallander et al., 1992, 1994). Ainsi, dans le but de simuler la
colonisation par un champignon, Horan (1991) a incubé de jeunes racines d’Eucalyptus en
présence de fortes quantités d’auxines (AIA, ANA) exogenes. Il a obtenu la formation de
racines a croissance lente, renflées et fortement ramifiées, ressemblant a des ectomycorhizes.
Cependant, ces racines possédaient également une forte densité de poils absorbants, des
couches supplémentaires de cellules corticales et un systéme vasculaire plus important dans la
stele, des altérations morphologiques non observées dans les ectomycorhizes.
Réciproquement, 1’auxine était incapable de générer certains caractéres typiques des
ectomycorhizes (par exemple 1’élongation radiale des cellules du rhizoderme). Le rdle de
I’AIA fongique au cours de la mise en place de la symbiose reste donc toujours a préciser. De

plus, des sécrétions massives d’auxines du champignon vers la racine sont improbables.
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Wallender ef al. (1992) ont observé par exemple qu’il y avait moins d’AIA (50%) dans les
racines de Pinus sylvestris mycorhizées par Laccaria bicolor que dans des racines non-

mycorhizes.

II est vraisemblable que durant les différentes étapes de 1’ontogénie mycorhizienne, la
concentration en AIA dans les différents tissus de la racine est régulée par le partenaire
fongique et par I’héte. Cette régulation pourrait impliquer a la fois la séerétion d’auxine et de
ses conjugués, et (ou) la régulation du métabolisme de I’auxine endogéne de la plante (via la

synthése ou la fourniture par le champignon d’inhibiteurs d’auxine oxydase par exemple).

Le réle des nombreux autres composés produits par le champignon devrait étre pris en
compte. En effet, c’est vraisemblablement un équilibre entre la quantité d’auxine fongique
délivrée dans les racines, son activité, et I’activité de nombreux autres composés fongiques,

qui coordonne les différentes étapes de la mise en place de la symbiose.

I1.6. Autres signaux moléculaires indoliques émis par le champignon

A Tinstar de ’auxine fongique, le role d’autres composés indoliques produits par le
champignon devrait étre considéré. C’est le cas par exemple de I’hypaphorine, le principal
composé indolique accumulé et sécrété par le champignon ectomycorhizien Pisolithus

tinctorius (Béguiristain ef al., 1995).

11.6.1. Généralités sur ’hypaphorine

L’hypaphorine a été isolée pour la premiere fois par Greshoff (1880) a partir des graines
de Erythrina hypaphorus, un arbre que 1’on fait pousser pour son ombrage dans les
plantations de café a Java. Mais ce sont P. van Romburgh et G. Barger en 1911 qui ont par la
suite identifié¢ I’hypaphorine comme étant la bétaine du tryptophane (Fig. 4). Plus tard
I’hypaphorine a été détectée chez d’autres plantes supérieures appartenant principalement a la
famille des légumineuses (voir Béguiristain, these) (chez la lentille, I’hypaphorine a été
appelée lenticine) et chez les éponges Pachymastisma johnstoni (Raverty et al., 1977) et
Aplysina sp. (Kondo et al., 1994). Mais chez les microorganismes y compris les champignons,
il n’existe que peu de rapports faisant état de la présence d’hypaphorine. Outre les travaux de

Béguiristain cités plus haut, dans les carpophores du champignon Agaricus arvensis, un
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composé présentant les mémes propriétés chromatographiques que I’hypaphorine a été mis en
évidence par chromatographie sur couche mince et révélation au réactif de Dragendorff
(Marklova et Hais, 1992). Toutefois, aucune vérification spectrale (spectre UV, IR, de masse

ou RMN) n’a permis de confirmer qu’il s’agissait bien d’hypaphorine.

11.6.2. Accumulation d’hypaphorine dans les hyphes de Pisolithus tinctorius

Toutes les données présentées dans cette partie ont été obtenues par T. Béguiristain au

cours de son travail de thése au laboratoire.

A la recherche de marqueurs biochimiques des réactions précoces de reconnaissance, T.
Béguiristain a mis en évidence la présence d’hypaphorine dans les hyphes de Pisolithus
tinctorius (Béguiristain ef al., 1995). Il a montré que I’hypaphorine déja présente dans les
hyphes du champignon en culture pure, était sur accumulée précocement (apres 1 jour de
colonisation) dans les tissus fongiques au cours de la formation des mycorhizes (Béguiristain
et Lapeyrie, 1997). La suraccumulation d’hypaphorine était aussi un phénoméne durable

puisqu’elle s’observait toujours dans des mycorhizes d’ Eucalyptus agées de plusieurs mois.

11.6.3. Hypaphorine et spécificité

La suraccumulation d’hypaphorine dans les hyphes fongiques, était caractéristique de
I’état de symbiose. En effet, la teneur en hypaphorine dans les hyphes de Pisolithus tinctorius
colonisant des plantes non-hotes (la tomate, le cresson et le tréfle) mais capables de réaliser
des symbioses endomycorhiziennes, demeurait 3 fois inférieure a celle d’hyphes symbiotiques
associés a I’Eucalyptus (Béguiristain et Lapeyrie, 1997). De plus, Béguiristain constatant une
forte teneur en hypaphorine dans les extrémités des hyphes bordant la colonie, a suggéré que
la suraccumulation d’hypaphorine ne soit pas spécifiquement induite par la symbiose, mais
spécifiquement maintenue a un niveau élevé (équivalent a celui des apex fongiques) au cours

de la mycorhization et dans une mycorhize agée.

11.6.4. Régulation de la teneur en hypaphorine par des molécules d’origine racinaire

Il apparait évident d’apres les expériences d’Horan (1991) que les plantes peuvent

produire des substances diffusibles capables d’influencer la croissance du champignon et
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méme de contrdler la compatibilité entre un hote et son symbionte. Utilisant la méthode de
Chilvers et al. (1986) (la racine et le champignon sont séparés par une membrane de
cellophane, isolant physiquement les deux partenaires tout en permettant 1’échange de
molécules), Béguiristain a mis en évidence 1’existence de molécules diffusibles libérées par
les racines d’Fucalyptus, capables d’induire une accumulation d’hypaphorine chez P.
tinctorius. Un composé produit par Eucalyptus globulus a récemment été identifié ; Il s’agit
de la zéatine, une cytokinine qui induit a la fois la modification des angles de ramification des
hyphes, la modification de leur hydrophobicité, mais surtout une suraccumulation

d’hypaphorine dans les hyphes de P. tinctorius (Lagrange, communication personnelle).

11.6.5. Activités de ’hypaphorine

11.6.5. 1. Activités pharmacologiques de ’hypaphorine

L’hypaphorine ayant été détectée chez certaines plantes médicinales (Erythrina
suberosa Roxb., Desmodium trifolium DC, Desmodium gyrans, Sida cordifolia, Naucleopsis
caloneura, Pterocarpus officinalis, Glycyrhiza yunnanensis), elle a attiré ’attention de
nombreux chercheurs. L’activité pharmacologique de I’hypaphorine a été montrée chez le rat
et la grenouille. Chez le rat, I’hypaphorine inhibe I’activité insulinase du foie (Tung et Lee,
1976) et ’activité phosphoénolpyruvate carboxykinase (Lee ef al., 1979). Chez la grenouille,

elle provoque des convulsions tétaniques (Henry, 1949 ; Shrestha et Bisset, 1991).

11.6.5.2. Activités de ’hypaphorine chez les plantes

Bien que I’hypaphorine ait été découverte depuis longtemps, son réle chez les plantes
est mal connu. Toutefois, des auteurs rapportent que 1’hypaphorine peut jouer un réle
protecteur dans les graines ou elle est accumulée. En effet, Janzen er al. (1982) ont montré
que la présence d’hypaphorine dans les graines de Pterocarpus officinalis les rendait
impropres a la consommation par les petits mammiferes du parc national de Corcovado au
Costa — Rica. De méme, les graines de Abrus precatorius L. sont protégées des attaques
d’insectes grace a 1’accumulation d’hypaphorine. Dans ce cas, I’hypaphorine va rendre

stériles les femelles de certains insectes (Dimetry ef al., 1992).
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11.6.5.3. Activité de I’hypaphorine en tant que composés a azote quaternaire

L’hypaphorine est un tryptophane bétaine, ¢’est-a-dire qu’elle est constituée d’un noyau
indole et d’un groupement bétaine (Fig. 4). Ce dernier posséde un azote quaternaire.

Les composés a azote quaternaire peuvent agir en tant qu’osmolytes (glycinebétaine, -
alaninebétaine, prolinebétaine, hydroxyprolinebétaine, pipecolabétaine (Béguiristain, 1996)).
Chez les champignons par exemple, les osmolytes les plus courant sont des polyols, des
acides aminés ou des dérivés d’acides aminés (Blomberg et Adler, 1992). D’aprés Rhodes et
Hanson (1993), les osmolytes accumulés dans le cytoplasme, empéchent la dénaturation des
protéines en maintenant leur couche d’hydratation. Cependant les expériences menées par
Béguiristain au cours de son travail de thése ont montré que I’hypaphorine ne jouait pas le
role d’osmolyte lorsque Pisolithus tinctorius était soumis a un stress hydrique. La teneur en

hypaphorine dans les hyphes était méme plutét réduite dans ces conditions.

Les composés a azote quaternaire peuvent agir comme des régulateurs de croissance des
végétaux (ce sont : les dérivés du 2-diméthylamino-1-cyclohexanol, la choline et la
trigonelline). Bien qu’ils inhibent la croissance du concombre et du tréfle, ils peuvent par
ailleurs stimuler la croissance du pamplemousse (Newhall ef al., 1975). Des composés comme
la choline et la bétaine régulent la croissance et la ramification des hyphes de Fusarium
graminearum (Strange et Smith, 1971 ; Strange et Mayer, 1974), un champignon filamenteux
parasite du blé. Cependant, Béguiristain a montré que I’hypaphorine a faible dose reste sans
effet sur la croissance radiale des colonies de Fusarium graminearum. En revanche a partir de
500 uM, I’hypaphorine a un effet différent de celui de la choline ou de la bétaine, il réduit
significativement 1’allongement des hyphes entre deux ramifications. Ces résultats montrent
que I’hypaphorine appliquée de maniére exogene peut affecter la morphologie des hyphes de
champignons qui ne produisent pas d’hypaphorine. Mais cette activité ne semble pas étre liée
au groupement a azote quaternaire de la molécule. De méme, concernant Pisolithus tinctorius,
I’hypaphorine est soit sans activité sur la ramification des hyphes, soit la réduit. Béguiristain a
donc suggéré que ’hypaphorine ne contréle vraisemblablement pas le développement des
hyphes colonisant la racine et notamment la ramification des hyphes a la surface de la racine,

lors de la formation du manteau fongique.
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11.6.5.4. Role de ’hypaphorine en tant que composé de type auxinique

De par sa nature indolique, I’hypaphorine pourrait avoir une activité de type auxinique.
Selon Hofinger et al. (1970), ’hypaphorine est le précurseur de la principale auxine présente
dans les racines de lentille (Lens culinaris), ’acide indole acrylique (AIAcryl). L’hypaphorine
aurait une activité de type auxinique chez cette plante en inhibant la croissance des racines
(maximum d’inhibition : 20% entre 10 et 100 pM) (Hofinger et al., 1976). De plus, Nehls et
al. (1999) ont mis en évidence I’existence d’un géne (EgHypar) surexprimé lors de la mise
place de I’ectomycorhize (paragraphe V.2.). Ils ont montré que ’expression de ce géne était

régulé de fagon identique par des auxines comme I’AIA et le 2,4 D, et par de I’hypaphorine.

Il est bien connu que les auxines, apportées a forte dose dans le milieu de culture,
inhibent la croissance de la racine principale et stimulent la formation de racines latérales.
Cependant, bien que I’hypaphorine ait une activité de type auxinique sur 1’expression du géne
racinaire EgHypar, ce composé (méme a trés forte concentration) ne présente pas d’activité
sur la croissance et I’architecture des racines d’Eucalyptus (Béguiristain et al., 1997). La seule
activité morphogeéne rapportée, est une forte réduction de la taille des poils absorbants
(Béguiristain et al., 1997). Ainsi, [’hypaphorine n’a pas d’activité auxinique sur les processus

développementaux connus pour étres régulés par cette hormone.
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C - Objectifs du travail de thése

Alors que I’hypaphorine inhibe fortement I’allongement des poils absorbants, il a été
rapporté une légere stimulation de la croissance des poils absorbants par I’AIA (Jackson,
1960) et par le 2,4 D (Annexes, Fig. 1) (Ridge, 1995 ; Béguiristain et Lapeyrie, 1997). Par
ailleurs, la présence dans le milieu de culture d’un antagoniste de I’AIA, I’acide chlofibrique
ou PCIB (Annexes, Fig. 1) inhibe I’allongement des poils absorbants d’Arabidopsis thaliana
(Bates et Lynch 1996). Ces derniers auteurs ont donc suggéré que le développement normal
d’un poil absorbant nécessiterait le maintien d’une concentration optimale en AIA dans la

cellule.

En conséquence, considérant que [’hypaphorine inhibe I'allongement des poils
absorbants, et que l'hypaphorine n'a pas d'activité auxinique sur la croissance et la
ramification de la racine, nous avons émis I’hypothése selon laquelle ’hypaphorine aurait une
activité opposée a celle de ’auxine dans les tissus de la plante. Notre travail au cours de cette

thése a donc consisté a tester cette hypothése.

Afin d'analyser les mécanismes qui aboutissent a la formation de poils absorbants de
taille réduite en présence d’hypaphorine, nous allons suivre la vitesse de croissance des poils
sur des temps courts de l'ordre de quelques minutes. Une altération de la croissance des poils
pourrait impliquer une réorganisation du cytosquelette, la structure des filaments d'actine sera

donc suivie au cours des traitements.

En utilisant la propriété que posseéde I’AIA d’inhiber le développement de la racine
principale lorsqu’elle est apportée a forte dose, nous tenterons de mettre en évidence
d’éventuelles interactions entre les deux molécules qui toutes deux possédent un noyau
indole. Nous envisagerons entre autres une éventuelle activité régulatrice de I’hypaphorine sur

le transport de I’AIA endogene.

Par la suite, nous chercherons a vérifier si le champignon producteur d’hypaphorine
Pisolithus tinctorius, posséde une activité régulatrice au cours du développement de la

symbiose.
ok
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METHODOLOGIE

Ce chapitre présente de maniére succincte le matériel expérimental, la
méthodologie utilisée et sa justification. 1l compléte les informations données

dans chaque partie de la section résullat.



A. Le modéele Eucalyptus globulus - Pisolithus tinctorius

I. Le Matériel fongique

Le champignon ectomycorhizien utilisé au cours de ce travail de thése est le
Gastéromycete Pisolithus tinctorius (Pers) Coker & Couch. La souche 441 “moins agressive”,
a été isolée a partir d’un carpophore prélevé sous Eucalyptus citriodora au Brésil par le Dr M.
Ivory (Université d’Oxford). La souche 2144 “plus agressive” a quant a elle, été isolée d’un
carpophore collecté sous Eucalyptus sp. en Australie. L’agressivité est définie comme la
rapidité avec laquelle ces souches colonisent les racines d’Eucalyptus, ainsi que leur capacité

a induire des réactions de défense (Albrecht, 1994).

Le mycélium végétatif est conservé par repiquage régulier en conditions axéniques,
toutes les deux semaines sur milieu gélosé de Pachlewski (Malajczuk et al., 1990) (Annexes,
Tableau 2), dans la mycothéque de I’équipe de Microbiologie Foresti¢re (INRA-NANCY).
Des implants (& 5 mm) des deux isolats du champignon sont prélevés a 1’aide d’un emporte-
piéce au niveau de la périphérie de la colonie fongique, zone dans laquelle les hyphes sont
jeunes et en croissance. Ils sont ensuite déposés, le mycélium soit directement en contact avec
le milieu, soit séparé du milieu par une membrane de Cellophane traitée a ’EDTA (0,37 g/l),
sur un milieu gélosé frais (Hilbert, 1989). Le champignon est mis a croitre a I’obscurité a 25

°C pendant 2 semaines.
II. Le matériel végétal

La plante hote utilisée au cours de cette étude est Eucalyptus globulus sous espece
bicostata (Maid et al.) Kirkp., originaire de la Nouvelle Galles du Sud (Australie).

Les mycorhizes d’Eucalyptus ont fait I’objet de nombreuses études cytologiques et
anatomiques (Malajczuk et al., 1982, 1984 ; Lei et Dexheimer, 1988 ; Horan et al., 1988 ;
Dell, 1994). Ceci permet de disposer d’une somme importante d’informations et de les
intégrer dans 1’élaboration d’un modéle décrivant les mécanismes de reconnaissance mis en

ceuvres par les deux partenaires.
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Les graines d 'Eucalyptus globulus sont prélevées sur une dizaine d’arbres semanciers a
Mt. Nulo (Nouvelles Galles du Sud, Australie), et fournies par Kilysa Seeds (Weston Creek,
Australie). Les graines placées dans une boule a thé, sont désinfectées pendant 5 minutes dans
une solution d’éthanol a 50% (v/v), puis pendant 30 minutes dans un bain d’hypochlorite de
calcium a 20% (p/v), sous agitation modérée, avant d’étre abondamment rincées dans
plusieurs volumes d’eau ultra pure stérile (au moins 2,5 1). Les graines sont déposées dans des
boites de Pétri, sur un milieu gélosé (qui sera décrit suivant les expériences). Les boites sont
ensuite refermées avec une bande de Parafilm sur seulement 90% de leur circonférence, afin
de favoriser les échanges gazeux entre I’intérieur de la boite et I’extérieur. Dans un premier
temps, les graines sont mises & germer pendant 2 jours a I’obscurité (25 °C). Puis les boites
contenant les germinations sont transférées en chambre de culture a 25 °C avec 16 h de jour

(200 pmol.m™s™) et 8 h de nuit.

B. Etude de la croissance des poils absorbants

Au cours de son travail de these, T. Béguiristain a montré que 1’hypaphorine, la bétaine
du tryptophane synthétisée et accumulée par Pisolithus tinctorius était capable de réduire
fortement la taille des poils absorbants d’Eucalyptus globulus. Cette activité est opposée a
celle des auxines. En effet, il a été rapporté une légere stimulation de la croissance des poils
absorbants par des auxines comme I’AIA (Jackson, 1960) ou le 2,4 D (Ridge, 1995 ;
Béguiristain et Lapeyrie, 1997).

Pour étudier plus en détail le mécanisme par lequel 1’hypaphorine réduit la croissance
des poils absorbants, les activités de I’hypaphorine et de I’ AIA ont été comparées. Pour cela,
I’évolution de la vitesse d’allongement des poils absorbants d’Eucalyptus a été suivie au cours

de période de 3 heures.
L. Dispositif de mesure de la vitesse d’allongement des poils absorbants

La mesure de la vitesse d’allongement des poils absorbants a été effectuée sur des
plantules d’Eucalyptus globulus en croissance entre lame et lamelle (Fig. 5). Apres la

germination des graines (selon la méthode décrite précédemment), des plantules d’Eucalyptus

sont transférées dans un milieu de Pachlewski liquide (sans Agar et sans glucose) (Annexes,
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Tableau 3), la racine principale s’allongeant entre lame et lamelle. La lame et la lamelle sont
lides I’une a ’autre a I’aide d’un mastic autoclavable (Sodicam S.A., France). La vitesse de
croissance des poils absorbants est mesurée sur des plantules dgées de 7 jours, dans la zone
d’élongation des poils absorbants (les 3 derniers mm a ’apex de la racine), toutes les 15
minutes pendant 2 & 3 heures, & ’aide d’un microscope photonique relié & une caméra vidéo et
a un ordinateur (Fig. 6 a). Lors de I’application des différents traitements, aprés 45 minutes, le
milieu de culture est remplacé par du milieu frais (pour les témoins), ou par du milieu de
culture contenant de I’hypaphorine, du tryptophane. Pour étudier les interactions hypaphorine
/ auxine, 45 minutes aprés un premier remplacement du milieu de culture par du milieu
contenant 250 uM hypaphorine, le milieu de culture est remplacé une seconde fois, soit par
une solution de milieu frais (pour les témoins), soit par solution contenant de 0.01 a 10 pM

d’AlA.
IL.Visualisation des filaments d’actine

Chez les plantes, les filaments d’actine sont présumés jouer un réle essentiel dans de
nombreux processus aussi importants que la division cellulaire, la réponse aux pathogénes, les
tropismes (Walker et Sack, 1995), ou I’organisation de structures cytoplasmiques lors des
mécanismes d’élongation cellulaire (Thimann et al., 1992). C’est ainsi que de nombreux
auteurs ont mis en évidence le role des filaments d’actine au cours de la morphogenése des
poils absorbants (Cardenas et al., 1998 ; Miller ef al., 1999).L hypaphorine, & ’instar des
facteurs nod (pour une revue lire Schultze et al., 1994 ; Mylona et al., 1995 ; Démarié ef al.,
1996), perturbe la croissance des poils absorbants tout en induisant des déformations a I’apex
des poils. D’apreés Cardenas et al. (1998) puis Miller et al. (1999), de telles déformations
devraient impliquer une réorganisation des filaments d’actine. C’est pourquoi nous avons
entrepris de visualiser les filaments d’actine dans les poils absorbants de racines incubées en

présence d’hypaphorine.

Procédure expérimentale

Les plantules d’Eucalyptus globulus mises en croissance entre lame et lamelle (2 par
lames) sont sectionnées dans 5 ml de tampon stabilisateur (Annexes, Tableau 4) et les racines,
conservées dans ce tampon pendant 5 minutes. Les racines sont ensuite fixées sous vide dans

le méme tampon contenant 4 % formaldéhyde et 12 % DMSO pendant 2 a 3 minutes, puis
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conservées pendant 60 minutes a la température de la piece. Apres fixation, elles sont rincées

a 5 reprises (5 minutes par lavage) dans 10 ml de tampon stabilisateur (Annexes, Tableau 4).
Afin de visualiser les filaments d’actine, les racines ont été incubées dans la solution de

marquage (Annexes, Tableau 5) contenant 0,33 uM rhodamine phalloidine. Le cytosquelette

des poils absorbants a été étudié a 1’aide d’un microscope confocal.

Cette étude permettra de confirmer que méme sur des temps courts, I’hypaphorine réduit
Jortement la vitesse de croissance des poils (voir section Résultats n°l). De plus, cette
inhibition peut étre levée par un apport d’AIA exogene dans le milieu (voir section Résultats

n°l), ce qui suggere fortement l’existence d’un antagonisme entre l’hypaphorine et I’AIA.

C. Mise en évidence de I’antagonisme entre I’hypaphorine et

I’AIA.

Afin de confirmer ’existence d’un antagonisme entre 1’hypaphorine et I’AIA, nous
avons utilisé la propriété que possédent les auxines d’inhiber 1’allongement du pivot

lorsqu’elles sont apportées a forte dose.

Au cours de cette étude, entre 13 et 17 graines d’Eucalyptus ont été mises a germer dans
des boites de Pétri (diamétre 140 mm), sur une feuille de Cellophane, en contact avec du
milieu de Pachlewski modifié (Annexes, Tableau 2 B) contenant ou non 1 pM AIA, 1 uM 2,4
D, 50 uM ANA, 100 uM tryptophane ou 100 pM hypaphorine, et dans certains cas des
associations hypaphorine — auxine. Aprés germination des graines, les boites sont transférées
en chambre de culture. La mesure de la taille des pivots a été effectuée sur des plantules dgées
au moins de 7 jours. Depuis le dépdt des graines jusqu’a la lecture des résultats, les boites de
Pétri ont été maintenues en position verticale, Iégérement inclinées, afin de permettre un bon

allongement du pivot.

Cette étude permettra de montrer que I’hypaphorine est bien un antagoniste de I’AIA, en
effet, elle restaure la croissance du pivot inhibée par I’AIA (voir section Résultats n°lll). Dés

lors, une question se pose avec acuité : Pisolithus tinctorius le champignon producteur

d’hypaphorine posséde-t’il une activité anti-AIA ? Pour répondre a cette question,

’inhibition par I’AIA de l'allongement du pivot ne peut plus servir de test de référence car le
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champignon, lors de la formation du manteau et de la mycorhize, perturbe lui-méme

Jortement l’allongement de la racine d’Eucalyptus.

Pour mettre en évidence une interaction entre I’hypaphorine fongique et I’AIA
endogeéne de la plante, nous avons utilisé la propriété que posséde 1’éthyléne de perturber le
transport de I’AIA endogene. En effet, d’aprés Goeschl et al. (1967), puis Smalle et Van Der
Straeten (1997), I’éthyléne va induire une accumulation différentielle d’AIA dans
I’hypocotyle ; cette accumulation va entrainer une croissance différentielle des cellules de
I’hypocotyle, provoquant la formation d’une "crosse" (Fig. 7). D’aprés ces mémes auteurs,
I’ouverture de la crosse a la lumicre quant a elle, va résulter d’une accélération de la
croissance des cellules situées dans la face interne de la crosse. Dés lors, si I’hypaphorine et le
champignon possédent une activité anti-AIA, elle se traduira par un redressement plus rapide
des hypocotyles des plantules dont les racines auront été incubées en présence d’hypaphorine
ou colonisées par les hyphes du champignon. Dans ces conditions, le site d’induction (les

racines colonisées, sera distinct du site d’expression du phénotype (I’hypocotyle).

I. Traitements et germination des graines

Au cours de cette expérience, I’ACC (Amino cyclopropanecarboxylic acid), le
précurseur immédiat de la synthése d’éthyléne dans les tissus des plantes (Fig. 8 a), a été
apporté dans le milieu de culture. De plus, du fait de la présence éventuelle du champignon
dans les boites de Pétri, du glucose (5 mM) a été ajouté au milieu de culture (Annexes,

Tableau 2 B).

Des boites de Pétri contenants 10 uM d’ACC ont été soit complétées avec un apport
d’hypaphorine (100 et 500 uM), soit inoculées avec 4 implants fongiques de deux souches de
Pisolithe (Pisolithus tinctorius 441 et Pisolithus tinctorius 2144), répartis dans la partie basale
des boites. Les colonies ont été mises en croissance a I’obscurité pendant 2 semaines a 25 °C
a I’obscurité avant I’introduction des graines d’Eucalyptus. Toutes les boites, "scellées" avec
une bande de Parafilm (sur 90% de leur circonférence) et maintenues verticalement comme
précédemment décrit, ont été incubées a I’obscurité afin de permettre la germination des
graines. Moins de trois jours ont été nécessaires pour que la racine émerge et entre en contact

avec la colonie fongique. Les boites ont été ensuite transférées en chambre de culture,
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’enregistrement de la cinétique redressement des hypocotyles est effectué entre 7 et 20 jours

apreés germination.
IL. Evaluation du réle éventuel du CO,

Puisqu’il a été rapporté que le CO; possede une activité anti-éthyléne (John, 1997), pour
certains traitements en présence d’ACC (voir section résultats n°III), des boites "non scellées"
ont été utilisées afin d’augmenter les échanges gazeux avec le milieu extérieur et de réduire

I’accumulation de CO; qui résulterait de la respiration fongique.
I11. Kvaluation du réle d’éventuelles substances volatiles

Il est possible qu’une substance volatile (Ie CO; ou une autre molécule inconnue)
produite par le champignon puisse avoir une activité anti-éthyléne Pour tester cette hypothese,
des boites de Pétri ont été divisées en deux compartiments verticaux, par I’intermédiaire d’une
tranchée faite dans I’Agar, évitant ainsi tout contact entre hyphes et racines (voir section

résultats n° III).
IV. Evaluation de I’éventuelle dégradation de ’ACC par Pisolithus tinctorius

Puisque I’ACC pourrait avoir été métabolisé par le champignon, nous avons mesur¢ la
concentration en ACC, dans le milieu de culture a la fin des expériences. Pour cela, des
portions d’Agar équivalent a la moitié de la boite de Pétri, ont été congelées, décongelées puis
centrifugées. Le surnageant a été analysé par chromatographie en phase gazeuse selon la
méthode de Lizada et Yang (1979).

Il s’agit d’un dosage basé sur la transformation chimique ’ACC en éthyléne, en
présence de NaOClI et d’ions Hg?" (catalyseurs) (Fig. 8 b). La quantification de 1’éthyléne
libérée au cours de cette réaction permet de déterminer la concentration en ACC dans les
boites de Pétri. Ce dosage a été effectué dans des tubes d’hémolyse (5 ml). Une pmole

d’HgCl est ajoutée a la solution contenant de I’ACC, puis le volume est amené a 900 pl avec

de I'eau distillée. Les tubes sont ensuite bouchés hermétiquement et conservés dans de la
glace. Approximativement 10 gouttes (100 pl) d'une solution glacée, comprenant 45 pmoles

d’une solution de NaOCI (eau de Javel du commerce a 5%), saturée en NaOH (2:1, v/ v), est
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injectée au travers du bouchon a l'aide d'une seringue de 1 ml munie d'une aiguille de calibre
25. Les tubes sont immédiatement “vortexés” puis incubés dans de la glace pendant 2,5
minutes. Par la suite, les tubes sont de nouveau agités pendant 5 secondes avant le

prélévement gazeux (0,5 ml).

Le dosage de I’éthyléne s'effectue par chromatographie en phase gazeuse sur une
colonne en aluminium (3 mm x 1 m) et avec un détecteur d'ionisation a flamme. La colonne
est maintenue a une température de 80 °C. Une gamme étalon est effectuée a I'aide d'une

solution d'ACC de concentration connue.

D. Activité de I’hypaphorine sur le transport de I’AIA. Etude du

gravitropisme

Cette étude repose sur le fait qu’une racine soumise a une modification de la gravité va,
apres perception du signal réorienter sa croissance dans la nouvelle direction de la gravité.
Cholodny-Went (1937), ont proposé une théorie pour expliquer la réponse gravitropique.
Ainsi, une modification des taux de croissance basée sur une redistribution de 1’auxine a
Pintérieur des tissus de la plante, serait responsable de la réponse gravitropique (Chen et al.,

1999 ; Rashotte et al., 2000).

La perception de la gravité s’effectue par I’intermédiaire des statocytes. Ce sont de
grosses cellules de la coiffe possédant des amyloplastes trés dense, qui vont sédimenter en cas
de modification de la gravité. Ces "capteurs gravitationnels" sont connus sous le nom de
statolithes. Si la perception de la gravité a lieu au niveau de la coiffe, la courbure racinaire
elle, se produit en amont de I’apex de la racine, dans la zone d’élongation. C’est un messager
chimique qui permettrait d’établir la communication entre la coiffe et la zone de courbure.
L’auxine en provenance de la coiffe, serait le messager chimique responsable en amont de la
réponse gravitropique (Young et al., 1990 ; Chen et al., 1999 ; Rashotte ef al., 2000). D’apres,
Hasenstein et Evans (1988) (Fig. 9), lorsque la racine est orientée verticalement, les statolithes
reposent sur la face inférieure des cellules, dans le sens de la gravité. L’ AIA synthétisée dans
la tige et transportée vers les racines via les cellules de la stéle serait distribuée de maniere

égale dans toutes les cellules de I’apex racinaire. Cette auxine provenant de la partie aérienne
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Figure 10 : Dispositif expérimental pour mettre en évidence la courbure
gravitropique. Point d’application du bloc d’Agar contenant soit 10 uM NPA, soit
500 uM hypaphorine ou de 'eau distillée pour les racines témoin. (a) Bloc déposé
sur la face supérieure, (b) bloc déposé sur la face inférieure.
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associée a celle synthétisée par les cellules de I’apex racinaire (Mtiller ez al., 1998) serait par
la suite, transportée de maniere basipete (de I’apex de la racine vers le collet) a ’intérieur du
cortex racinaire jusqu’a la zone d’élongation ou elle régulerait I’¢longation cellulaire. En
revanche, lorsque les racines sont orientées horizontalement, la sédimentation des statolithes
sur une des faces de la cellule, orienterait le transport de 1’auxine vers la face inférieure de la
coiffe. Puis la majeure partie de I’auxine accumulée dans cette zone, serait transportée de
maniére basipete en direction de la zone d’élongation, vers la face inférieure de la racine.
L’accumulation de I’AIA dans ces tissus inhiberait I’élongation des cellules situées dans cette
zone, alors que la faible concentration en auxine sur la face supérieure, stimulerait
I’allongement des cellules. Cette répartition dissymétrique de 1’auxine dans ces tissus serait a
I’origine de cette courbure en direction de la gravité. La réponse gravitropique nécessite donc

que de I’AIA soit transportée au sein des tissus de I’apex racinaire.

Dans le but d’étudier I’activité de I"hypaphorine sur le transport de 1I’AIA, nous avons
comparé [’activité de I’hypaphorine sur la réponse gravitropique des racines d’Eucalyptus
avec celle d’un inhibiteur du transport de I’AIA, le NPA connu pour affecter la courbure

gravitropique (Rashote et al., 2000).

Apres germination des graines selon la méthode décrite ci-dessus, des blocs d’Agar de
(2,1 mm® de volume) contenant soit 500 pM d’hypaphorine, soit 10 uM de NPA, ou de I’eau
distillée (pour les traitements témoins) ont été déposés au contact de la racine (indifféremment
sur ce qui sera la face supérieure ou la face inférieure des racines aprés rotation), 2 a 3 mm en
amont de ’apex des racines de plantes agées de 7 jours (Fig. 10 a, b). Les boites de Pétri ont
ensuite subi une rotation afin d’orienter les racines horizontalement et d’induire ainsi la
courbure gravitropique. Les angles de courbure ont été mesurés apres 24 heures de culture en

chambre climatisée.
ok ok
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Résultat n° 1

La croissance des poils absorbants est inhibée par I’hypaphorine, I’alcaloide indolique
présent dans les hyphes du champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius, et
restaurée par un apport d’AJA dans le milieu de culture.

Franck Anicet Ditengou, Thierry Béguiristain et Frédéric Lapeyrie

Planta, publication acceptée

L’hypaphorine, le composé indolique majeur isolé des hyphes du champignon
Pisolithus tinctorius, contrdle la vitesse de croissance des poils absorbants. A la concentration
de 100 uM, I’hypaphorine induit rapidement un ralentissement de la vitesse de croissance des
poils absorbants. A cette concentration (100 uM), I"hypaphorine induit également une
déformation transitoire de I’apex des poils absorbants ; déformation qui s’apparente a ce que
I’on peut observer lorsque des cellules a croissance apicale comme les tubes polliniques ou

des hyphes sont incubés en présence de molécules perturbant les flux de calcium.

A des concentrations plus élevées (500 uM et plus), I’hypaphorine arréte la croissance
des poils absorbants, 15 minutes seulement aprés son apport dans le milieu de culture.
Cependant, I'initiation de nouveaux poils absorbants n’est pas affectée, et cela, méme a des
concentrations trés élevées (1 mM). D’autre part, I’activité de I’hypaphorine est dans une

certaine mesure spécifique, elle ne peut étre mimée par I’AIA ou le tryptophane.

Alors que I’AIA n’a pas d’activité sur I’élongation des poils absorbants, un apport
d’AlA est capable de restaurer la croissance apicale de poils absorbants préalablement inhibés
par ’hypaphorine. Ce dernier résultat suggére que I’hypaphorine et I’AIA endogéne
interagissent spécifiquement pour contrdler la croissance des poils absorbants. Ainsi, lors du
développement des ectomycorhizes, I’absence des poils absorbants pourrait étre dii en partie

a une libération par le champignon de molécules inhibitrices, comme I’hypaphorine.
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Abstract. Hypaphorine, the major indolic compound isolated from the ectomycorrhizal
fungus Pisolithus tinctorius, controls root hair elongation rate. At inhibitory concentrations
(100 pM), hypaphorine induces a transitory root hair tip swelling. Then, when the tip polar
growth resumed a characteristic deformation was still visible on elongated hairs. At higher
hypaphorine concentrations (500 pM and greater), root hair elongation stops, only 15 min
after application. However root hair initiation from trichoblasts is not affected by
hypaphorine. Hypaphorine activity could not be mimicked by related molecules such as IAA
or tryptophan. While IAA had no activity on root hair elongation, IAA was able to restore
root hair polar growth following inhibition by hypaphorine. These results suggest that
hypaphorine and endogenous IAA counteract to control root hair elongation. During
ectomycorrhiza development, the absence of root hairs might be due in part to fungal release

of root hair elongation inhibiting molecules, such as hypaphorine.

Key words: Indol Acetic Acid - Hypaphorine - Root hair - Ectomycorrhiza, Signal -
Tryptophan betaine
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Introduction

The development of ectomycorrhizae, a symbiotic association between soil fungi and
roots, involves dramatic changes in root and hypha morphology, which must be tightly
controlled in response to molecular signals. Symbiosis-regulated genes and proteins have
been characterized in both partners and postulated to be involved in ectomycorrhiza
morphogenesis (Martin ef al. 1997). Among morphological changes undergone by the host

plant is the suppression of root hair development.

Root hairs are tubular non-dividing cells that arise and elongate at the surface of roots.
It is suggested that they play an important role by increasing the root/soil interface (reviewed
in Ridge 1995). Like pollen tubes, fungal hyphae, moss and fern protenemata, root hairs are
tip growing cells, which elongate by the addition of cell wall precursors delivered by vesicles
from the endomembrane system (Heath 1990; Peterson and Farquhar 1996). The growth of
root hairs has been extensively studied, with special regard to the role of the cytoskeleton, ion
channels, intracellular ion gradients, plant hormones, and to the interaction with symbiotic
microorganisms. Indeed, root hair deformation is the most prominent response of root
epidermal cells, to Rhizobium infection and this can be induced by specific lipochito-

oligosaccharides, the Nod factors (Dénarié and Cullimore 1993).

Little information is available regarding the fate of root hairs during the establishment
of mycorrhizal associations. While vesicular-arbuscular mycorrhizal (VAM) fungi only
occasionally penetrate the root tissues via root hairs, the interaction between ectomycorrhizal
fungi and root hairs must be more definite as root hairs are not found in mature
ectomycorrhizae (Peterson and Farquhar 1996). Authors have suggested that root hair absence
is due to their incorporation into the fungal mantle (Peterson and Farquhar 1996) as close
connections between hyphae and root hairs during mantle formation (Massicotte et al. 1987)
could induce root hairs to collapse by mechanical pressure of hyphae. Such a succession of
events could occur in vitro, when a massive amount of fungal inoculum is brought in contact
with roots bearing numerous fully elongated root hairs (Chilvers et al. 1986). However, this is
not the way ectomycorrhizae propagate from an initially infected root tip (Fig. 1).
Myecorrhizal colonisation of Eucalyptus seedlings is initiated in the root cap region and then
propagates by an acropetal extension of root and fungal tissue (Horan et al. 1988). Only new

epidermal cells formed after fungal invasion of the apex are involved in this infection process,
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and there is no backward-formation of mycorrhiza along previously differentiated root tissues.
According to Chilvers (Chilvers and Prior 1965 ; Chilvers 1968), the epidermal cells of |
eucalypt, those bearing root hairs in uninfected root portions, elongate radially as a specialised
response to the fungus. The Hartig net develops only between these elongated epidermal cells
which therefore remain a part of the active ectomycorrhiza. Furthermore, during Pinus
ectomycorrhiza branching the newly initiated root, emerging from a formerly colonized root,
bears fully developed mantle and Hartig net while still inside the tap root cortex, therefore
much before root hair initiation/elongation occurs (Tranvan ef al. 2000). In such
circumstances root hairs will not emerge on colonised root surface, suggesting that their

development has been inhibited very early either mechanically or chemically, by the fungus.

The major indolic compound accumulating in Pisolithus tinctorius mats in pure
culture has been identified as hypaphorine, the betaine of tryptophan (Béguiristain et al.,
1995). This was the first report of hypaphorine occurring in an ectomycorrhizal fungus or any
microorganism in pure culture but hypaphorine, first isolated from seeds of Erythrina
hypaphorus (Romburgh and Barger, 1911) and reported since in a few other higher plants (for
a review see Béguiristain ef al., 1995), had earlier been detected in mushroom (Agaricus
arvensis) (Marklova and Hais, 1986). Preliminary observations have shown that hypaphorine
has a morphogenetic effect on root hairs. Two week-old Fucalyptus seedlings growing over
agar medium enriched with hypaphorine bear shorter root hair than control seedlings
(Béguiristain and Lapeyrie, 1997). The accumulation of hypaphorine in hyphae increases four
fold soon after hyphae come in contact with the host plant root surface (Béguiristain and
Lapeyrie, 1997). In return, hypaphorine regulates the expression of a plant symbiosis
regulated (SR) gene, the EgHypar gene, exhibiting a high degree of homology with plant
auxin-induced glutathion-S-transferase (GST) (Nehls ef al., 1998). Such a GST could be

involved in auxin metabolism and transport regulation (Marrs, 1996).
To investigate further the inhibition of root hair elongation by hypaphorine, root hair

growth has been followed using a video image system. The interaction between IAA and

hypaphorine, both indolic molecules, during root hair elongation was tested.
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Materials and methods

Biological material.
Seeds of Eucalyptus globulus ssp. bicostata (Kylisa Seeds Co, Weston Creek,
Australia) were sterilised with 10% sodium hypochlorite (v/v) for 20 min and rinsed with four

changes of sterile water.

Chemicals.

The tryptophan betaine, hypaphorine, was chemically synthesised according to
Romburgh and Barger (1911) and Béguiristain et al. (1995). Other chemicals, indole-3-acetic
acid (IAA) and tryptophan, were purchased from Sigma.

Assessment of root hair initiation on agar medium.

Sterile seeds were plated onto glucose-free Pachlewski medium in 2.0 % agar (2.7
mM di-ammonium tartrate; 7.3 mM KH,POy; 2.0 mM MgSO, 7 H,0; 2.9 uM thiamine-HCl,
1 ml of Kanieltra Co. trace-element stock solution) supplemented or not with hypaphorine
(100 uM). Plates were kept vertically in a controlled environment growth chamber (25°C)
with 16 h light (200 pmol m2 s-1) and 8 h dark for 7 d. Emerging root hairs were quantified
(number of root hairs per surface unit of epidermis) in the root hair initiation zone under a
light microscope. Data presented are the mean values = SD recorded on at least 15 taproot

apices per treatment.

Assessment of root hair initiation and elongation in liquid medium.

Seedlings germinated as previously described were transferred into a sterile liquid
glucose-free Pachlewski medium (see above), the taproots elongating vertically in between
microscope slides and cover glasses. The slide and cover glasses were joined together and
maintained approximately 1.5 mm apart with heat resistant mastic (Sodicam S.A., Saint Ouen
I'Aumone, 95310 - France). Root hair initiation (number of root hairs per surface unit of
epidermis) was estimated in the root hair initiation zone under a light microscope as above, on
7-d-old seedlings cultivated for 24 h in absence or presence (500 uM) of hypaphorine in the
nutri_ent medium. Root hair elongation was recorded on 7-d-old seedlings, near the root tip
(elongation zone) every 15 min for 2 or 3 h, under a light microscope linked to a video
camera and a computer using the Visilog 5 (Noesis, Courtaboeuf, France) software. For

treatment application, the nutrient medium was substituted, after 45 min, with either fresh
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nutrient medium (control) or nutrient medium containing hypaphorine (10, 100, 250, 500,
1000 uM). For comparison, tryptophan or IAA were added to the substitution medium. To
investigate interactions between hypaphorine and auxin, 45 min after a first nutrient medium
substitution with nutrient medium containing hypaphorine (250 pM), the nutrient medium
was substituted a second time. Then, either fresh nutrient medium (control), or nutrient

medium containing IAA (0.01, 0.1, 1, 5, 10 uM) were introduced in contact with root hairs.

Statistical analysis and replicate experiments.

Three to 6 root hairs were monitored simultaneously on each seedling. Data presented
are the mean values recorded on at least 6 root hairs from at least 2 seedlings + SD. Between
2 and more than 10 independent replicate experiments were conducted for each treatment, all
of them giving similar results. Data were analysed with Abacus Concepts, StatView Student,
(Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA 1991) software (ANOVA followed by Fisher's
Protected Least Significant Difference test, P=0.05).

Results

Root hair initiation.
Hypaphorine (100 pM) added to the agar nutrient medium, did no affect significantly
Eucalyptus root hair initiation (Fig. 2 a). The same conclusion is reached when roots were

cultivated in liquid nutrient medium supplemented for 24 h with hypaphorine (500 pM).

Root hair elongation in response to hypaphorine, tryptophan and IAA.

The elongation rate of root hairs in liquid nutrient medium was constant over time, 3 h
(Fig. 3 a). The addition of 100 pM hypaphorine to the nutrient medium resulted in a rapid
decrease in the polar growth rate of root hairs (Fig. 3 b), a similar trend was recorded with
250 uM (Fig. 5). Hypaphorine at 500 pM stopped root hair elongation only 15 min after
medium substitution (Fig. 3 ¢). Lower concentration of hypaphorine, 10 uM, was inactive,
while higher concentration, 1 mM, stopped root hair elongation after 15 min, as recorded with
500 pM (Fig. 3 c). Tryptophan, the indolic amino acid precursor of hypaphorine synthesis in
Pisolithus tinctorius, was inactive on root hair elongation at the lowest concentration tested
(100 uM) (Fig. 3 d). Tryptophan was active at much higher concentration, I mM. Tryptophan
1 mM inhibited root hair elongation, as did hypaphorine 100 pM (Fig. 3 b, €). The indolic

hormone, IAA had no activity on root hair elongation at any concentration from 1 nM to |
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uM (Fig. 3 1), a very high concentration which inhibit tap rot elongation by 60% (Ditengou
and Lapeyrie, 2000). Higher IAA concentration, 10 pM, which totally inhibit root emergence
out of eucalypt seeds when applied before germination, is required to start inhibiting root hair

elongation during short term experiments as those described here.

Root hair deformation.

Hypaphorine (100 and 500 pM) not only reduced root hair elongation; it also induced
swelling of some root hair tips observed after 90 min (Fig. 4a, b). In most cases, at the lower
hypaphorine concentration (100 pM) the swelling was transitory. Typically, 15 min after
hypaphorine introduction the root hair tip started to swell (Fig. 4c, d, e, f), then the tip polar
growth resumed 15 min later. A characteristic deformation was still visible on elongated hairs
45 min after hypaphorine treatment. Tip swelling could be observed on short (5 - 50 pm) as
well as longer hairs from the elongation zone suggesting that they were all equally responsive

to hypaphorine treatments.

Auxin-hypaphorine interaction.

TIAA (1 uM) was inactive on root hair elongation (Fig. 3f). However IAA introduced
into fresh nutrient medium after 45 min of hypaphorine (250 pM) treatment, was able to
immediately restore the initial root hair elongation rate (Fig. 5). The introduction of a fresh
nutrient medium as control in the same circumstances was ineffective to restore elongation
(Fig. 5). The activity of various IAA concentrations to restore root hair elongation on
hypaphorine treated roots, has been compared (Fig. 6a). The strongest response (mean growth
rate after IAA treatment) was recorded with IAA 1pM (Fig. 6b). Lower IAA concentrations
tested, down to 0.01 pM, were still active, however as the IAA concentration decreased the
root hair growth rate was only partially restored (Fig. 6b). Higher IAA concentrations, 5 pM

and 10 uM, were inactive on hypaphorine-treated root hair elongation (Fig. 6a, b).
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Discussion

Hypaphorine is the major indolic compound isolated from the ectomycorrhizal fungus

Pisolithus tinctorius, its concentrations in mycelial mats of various strains grown in pure

culture on mineral nutrient media, range from 0.29 to 6.02 pmol g-! FW (Béguiristain ef al.
1995). Here we demonstrate that hypaphorine affects root hairs by reducing elongation rate
while it has no activity on root elongation and development at corresponding concentrations
(Beguiristain and Lapeyrie 1997; Ditengou and Lapeyrie 2000). At inhibitory concentrations
(100 uM), hypaphorine also induced a transitory root hair swelling. At higher hypaphorine
concentrations (500 uM and above), root hair elongation stops only 15 min after hypaphorine
application. However the root hair initiation from trichoblast is not affected by hypaphorine,
confirming that initiation and elongation are distinct phenomenon as previously reported
using various mutants affected on root hair development (Schiefelbein and Somerville 1990;
Baskin et al. 1992).

Hypaphorine activity can not be mimicked by related indolic molecules such as IAA
or tryptophan suggesting that some receptor must specifically recognise hypaphorine. Indeed
tryptophan activity was 10 fold lower than hypaphorine activity (1 mM tryptophan activity =
100 uM hypaphorine activity), and IAA alone has no activity on root hair elongation in our
experimental conditions unless it inhibits totally root development. Furthermore, betaine, the
second constitutive element of the hypaphorine molecule, has no activity either (Béguiristain

and Lapeyrie 1997).

The activity of [AA on root hair elongation is still unclear. As far as we know, root
hair length stimulation by IAA has been reported only twice. The elongation rate of Agrostis
alba root hairs could be slightly stimulated by IAA 108 M (Jackson 1960). Bates and Lynch
(1996) were able with IAA 1nM and 10 nM, to stimulate root hair elongation of Arabidopsis
thaliana despite inhibitory high phosphorus concentrations. The observations that both axrl
and aux1, two mutants deficient in auxin response, have shorter hairs, in which elongation can
be stimulated by exogenous 2,4 D, the synthetic auxin, suggest that auxin is necessary for
normal root hair elongation (Pitts et al. 1998). Our present results on Eucalyptus seedlings
confirm that exogenous IAA has little or no activity on root hair elongation of healthy plants.

However, IAA, at inactive concentrations on root hair elongation (0.01 uM to 1 uM), is able
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to reverse root hair polar growth inhibition induced by hypaphorine. This result highlights
again a role for endogenous IAA during root hair elongation. The inability of IAA at
extremely high concentrations (5 and 10 uM) to restore root hair growth following
hypaphorine treatment must be related to other physiological disorders induced in the plant

tissues as mentioned earlier.

Such TAA activity on hypaphorine treated roots suggests that the two indolic
molecules counteract to regulate root hair polar growth. Further evidence of interaction
between IAA and hypaphorine during Eucalyptus seedling shoot development has recently
been reported (Ditengou and Lapeyrie 2000). Here, the IAA concentration in control root hair
cells would be sufficient to sustain the maximum root hair elongation rate, hypaphorine and
endogenous IAA would counteract reducing IAA activity and consequently hair elongation.
Thus, exogenous IAA would be required to make up for the deficit of endogenous TAA

activity and restore normal root hair elongation.

Since numerous experimental results (Schiefelbein et al. 1992; Wymer et al. 1997,
Bibikova et al. 1997) support the role of a Ca2* gradient at the root hair tip to sustain
elongation, we may suggest that following hypaphorine application, the tip-focused calcium
concentration gradient has faded out. Furthermore, fungal hypaphorine also induces a
transitory swelling and deformation of root hair tips. Root hairs treated with Nod factors from
Rhizobium may develop swollen tips and deformations, very similar to those described here
on hypaphorine treated roots, associated with a redistribution of Ca2* ions (De Ruijter ef al.

1998).

Thus, during ectomycorrizal development, the absence of root hairs might be due
partly to root hair elongation inhibiting molecules, such as hypaphorine, transferred by
colonising hyphae to differentiating epidermal cells. The flux of hypaphorine delivered to
epidermal cells still has to be quantified. However the hypaphorine concentrations applied
here (from 100 uM to 500 uM) are not unrealistic, in view of the high hypaphorine
concentrations detected in colonizing hyphae, up to 6 pmoles/g FW (Béguiristain et al. 1995).
Then the underlying mechanism could involve some form of interaction between

hypaphorine, endogenous auxin metabolism, and calcium ions.
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Legend to the Figures

Fig. 1. Dynamic of Eucalyptus root epidermal cells colonisation by the ectomycorrhizal
fungus during symbiosis establishment. Colonisation is initiated in the root cap region and
then propagates by an acropetal extension of root and fungal tissue. The epidermal cells, those
bearing root hairs in uninfected root portions, elongate radially as a specialised response to the
fungus. The Hartig net develops only between these elongated epidermal cells which therefore

remain a part of the active ectomycorrhiza.

Fig. 2. Initiation of E. globulus ssp bicostata root hairs (number of root hairs per surface unit
of epidermis) on agar (a) or in liquid (b) nutrient media. For treaments on agar medium (a)
the seedling taproots were grown for 7 d on agar glucose-free Pachlewski nutrient medium,
supplemented or not (control) with 100 pM hypaphorine. For treatments in liquid medium
(b), 7-d-old seedling taproots elongating in between microscope slides and cover glasses were
cultivated for 24 h in absence (control) or presence of 500 uM hypaphorine. Mean values
recorded on at least 5 taproot apices in liquid medium and 15 taproot apices on agar medium

+ SD, compared by Fisher's Protected Least Significant Difference test, P=0.05

Fig. 3 a-f. Elongation of E. globulus ssp bicostata root hairs. The control seedlings were
incubated in glucose-free liquid Pachlewski nutrient medium for 3 h (a). The nutrient medium
of the treated seedlings was replaced, after 45 min (arrowheads), by fresh nutrient medium
supplemented with 100 puM hypaphorine (b), or 500 pM hypaphorine (c), or 100 pM
tryptophan (d), or 1 mM tryptophan (e), or 1 uM IAA (f). Mean values recorded on at least 6

root hairs from at least 2 seedlings & SD

Fig. 4 a-f. Deformation of E. globulus ssp bicostata root hairs. Non-treated control hairs (a)
and root hair tip swelling recorded 90 min (b) after treatment with 500 uM hypaphorine.
Time-series showing transitory deformation of hairs 0 (c), 15 (d), 30 (e) and 45 (f) min after
application of 100 pM hypaphorine

Fig. 5. Interaction of IAA and hypaphorine on elongation of E. globulus ssp bicostata root
hairs. The glucose-free liquid Pachlewski nutrient medium of the treated seedlings was
substituted, after 45 min (first arrowhead), by fresh nutrient medium supplemented with 250

uM hypaphorine (Hyp.). Forty five min later (second arrowhead), the hypaphorine containing
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medium was substituted by fresh nutrient medium (f.m.) or fresh nutrient medium
supplemented with 1uM TAA (IAA). The control seedlings were incubated in glucose-free
liquid Pachlewski nutrient medium. Mean values recorded on at least 6 root hairs from at least

2 seedlings + SD

Fig. 6 a-b. Interaction between IAA and hypaphorine on elongation of E. globulus ssp
bicostata root hairs. The glucose-free liquid Pachlewski nutrient medium of the treated
seedlings was substituted, after 45 min (first arrowhead), by fresh nutrient medium
supplemented with 250 uM hypaphorine (a). Forty five min later (second arrowhead), the
hypaphorine containing medium was substituted by fresh nutrient medium supplemented with
IAA in concentrations from 0.01 to 10 pM. Response curves (mean values recorded on at
least 6 root hairs from at least 2 seedlings) were recorded as in Fig. 5, then combined. To
compare the growth restoration by various IAA concentrations, the growth rate (slope of
growth curve) for each root hair has been calculated following IAA treatment (b). Mean

growth rates & SD are compared by Fisher's Protected Least Significant Difference test,

P=0.05
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Short communication
Le réle de I’hypaphorine sur la croissance des poils absorbants : I’hypaphorine induit la
réorganisation des microfilaments d’actine.

Franck Anicet Ditengou, Marjatta Raudaskoski et Frédéric Lapeyrie

L’hypaphorine, le principal composé indolique synthétisé et accumulé par le
champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius, inhibe I’allongement des poils absorbants
d’Eucalyptus globulus, une plante hote. Cette inhibition s’accompagne d’un renflement
transitoire de 1’apex des poils absorbants. L’observation des poils absorbants de racines
témoins en croissance active montre que, conformément a ce qui a été déja rapporté chez
d’autres plantes, les filaments d’actine sont présents sous formes de "faisceaux" répartis dans
tout I’espace cytoplasmique. La région sub-apicale des poils absorbants se caractérise par des
filaments d’actine qui semblent moins agrégés et diffus. A ’apex du poil, les filaments sont
trés agrégés et convergent pour former une sorte de “coiffe”. Dans les poils absorbants traités
avec de ’hypaphorine, des faisceaux de filaments d’actine ont pu étre détectés dans la zone
sub-apicale. La “coiffe” observée dans les poils témoins, n’est plus visible dans les poils
traités, suggérant que les microfilaments d’actine ne convergent plus a 1’apex. Il est difficile
de dire pour I’heure s’il existe un lien entre ’agrégation des filaments d’actine dans la zone
subapicale et I’absence de convergence des filaments a 1’apex du poil absorbant. Le
mécanisme par I’intermédiaire duquel I’hypaphorine contrdle I’organisation du cytosquelette
reste a déterminer. Il a été rapporté que ce sont les filaments d’actine qui gouvernent
I’élongation des cellules a croissance dite terminale. Les renflements observés a ’apex des
poils en présence d’hypaphorine, pourraient étre dus a une nouvelle répartition des vésicules,

qui ne seraient plus conduites la ou elles auraient permis une croissance orientée.
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Hypaphorine induces reorganisation of actin microfilaments in Eucalyptus globulus root
hairs.

Franck Anicet Ditengou, Marjatta Raudaskoski and Frédéric Lapeyrie.

Summary

Hypaphorine, the major indolic compound isolated from the ectomycorrhizal fungus
Pisolithus tinctorius, controls root hair elongation rate. At inhibitory concentrations
hypaphorine induces as well a transitory root hair swelling and deformation. Regarding the
cytoskeleton, the sub apical region of control hairs was generally characterised by a gap zone
where it seems that actin filaments are less aggregated, diffusing through the cytoplasm.
Following hypaphorine treatment, in the sub apical region, actin bundles could be detected
where they were previously absent. Then the actin cap observed in the tip region of control
hairs was not visible suggesting that microfilaments did not converge anymore. Whether both
phenomenon, the aggregation of actin filaments in sub apical zone and the absence of
convergence at the tip are linked, is still questionable. Indeed, microfilaments might need to
be diffuse in the subapical region to freely converge at the root hair tip. The mechanism by
which hypaphorine control microfilaments organisation still need to be investigated. Since tip
growth is supposed to be governed by the actin cytoskeleton, following hypaphorine
treatment, root hairs tip swelling may be due to a relocalisation of vesicles that are not

brought to the right site in the right amount for growth to proceed in the right direction.
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Introduction

Changes in root morphology occurring during the development of ectomycorrhizae, a
symbiotic association between soil fungi and roots, must be tightly controlled by fungal
molecules. Among morphological changes undergone by the host plant is the suppression of

root hair development.

Root hairs are tubular cells that arise and elongate at the surface of roots. It is suggested
that they play an important role by increasing the root / soil interface (reviewed in Ridge,
1995). Root hairs are tip growing cells, which elongate by the addition of cell wall precursors
delivered by vesicles from the endomembrane system (Heath, 1990 ; Peterson and Farquhar,
1996). The growth of root hairs has been extensively studied, with special regard to the role of
the cytoskeleton, plasma membrane ion channels, intracellular ion gradients, plant hormones,
and to the interaction with symbiotic microorganisms. Indeed, root hair deformation can be
induced by specific lipochito-oligosaccharides from Rhizobium, the Nod factors (Denarié and
Cullimore, 1993).

Little information is available regarding the fate of root hairs during the establishment
of mycorrhizal associations. The interaction between ectomycorrhizal fungi and root hairs
must be drama‘tic, as root hairs can not be found in mature ectomycorrhizae. Authors have
suggested that root hair absence be due to their incorporation into the fungal mantle (Peterson
and Farquhar 1996). However, we suggested earlier that root hair elongation could be
suppressed very early during root tip colonisation by fungal inhibiting molecules such as

hypaphorine (Ditengou et al., 2000).

Hypaphorine, the major indolic compound isolated from the ectomycorrhizal fungus
Pisolithus tinctorius (Béguiristain et al., 1995), controls root hair elongation rate (Ditengou ef
al., 2000). Furthermore hypaphorine brought at inhibitory concentrations (100 pM), induces
as well a transitory root hair swelling and deformation. Such deformations are reminiscent of
those associated with the Ca2*ions redistribution in tip growing cells (Felle et al., 1998 ;
Gehring et al., 1997). At higher hypaphorine concentrations (500 uM and greater), root hair
elongation stops, only 15 minutes after application. However root hair initiation from

trichoblasts is not affected by hypaphorine.
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The cytoskeleton is thought to play an important role during root hair initiation,
development and response to Nod factors application (Cardenas et al., 1998 ; Miller et al.,
1999).

Here, to understand the mechanism of root hairs elongation inhibition by hypaphorine

we investigated actin microfilaments organisation in response to hypaphorine treatments.
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Materials and Methods

Biological material. Seeds of Eucalyptus globulus ssp. bicostata (Kylisa Seeds Co.,
Weston Creek, Australia) were sterilised with 10% sodium hypochlorite (v/v) for 20 min and
rinsed with four changes of sterile water. Sterile seeds were plated onto glucose-free
Pachlewski medium in 2.0 % agar (2.7 mM Di-ammonium tartrate ; 7.3 mM KH,POy; 2.0
mM MgSO, 7H,0; 2.9 uM thiamine-HCI; | ml of Kanieltra Co. trace-element stock
solution). For germination, plates were kept vertically in a controlled environment growth
chamber (20 °C) with 16 h light (200 pmol.m-2.s-1) and 8 h dark for 7 days. Germinated
seedlings were transferred into a sterile liquid glucose-free Pachlewski medium (see above),
the tap roots elongating vertically in between microscope slides and cover glasses. The slide
and cover glasses were joined together and maintained approximately 1.5 mm apart with heat
resistant mastic (Sodicam S.A., France). Seven days old seedlings were treated with 250 pM
hypaphorine or distilled water (control) during 2 hours (Ditengou et al., 2000) before actin

staining.

Actin staining. Primary Eucalyptus roots were excised and kept in 5 ml of stabilising
buffer (50 mM Pipes; S mM EGTA; 5 mM MgSOy; pH 6.9) for 5 min at room temperature.
At least 10 roots per treatments were used. Afterward, the roots were fixed under vacuum
with 4% paraformaldehyde in stabilising buffer containing 12% DMSO and incubated for 60
min at room temperature. Fixed roots were washed five times in 10 ml of stabilising buffer (5
min per rinse). Actin filaments were stained on microscope slide with 0.33 pM rhodamine
phalloidin in buffer solution €100 mM Pipes; 0.1% Triton X100; 1 mM MgCl,; 5 mM EGTA;
3 mM DTT; 1 mM PMSF; 50 pg / ml leupeptin; 20 g / ml aprotinin).

Actin filament observation. Root hairs were observed with a fluorescence microscope
using a Nikon 20X DIC 0.5 NA or 40X Plan DIC 0.7 NA objective on a Nikon Optiphot
microscope. Then images were recorded on a Panasonic wv-E550 3 CCD camera using a
Prysm frame grabber with AcQuis 2.0 software (Synoptics Ltd, Cambridge, UK). For fine
observation of root hairs cytoskeleton a BIO-RAD MRC 1024 laser scanning confocal
microscope mounted onto an Axiovert 135M inverted microscope (Zeiss) and equipped with
Krypton/Argon laser with an exciting laser line at 488 nm and a 515 nm emission filter was

used. Fluorescence images from the confocal microscope were captured using a Zeiss Plan-
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Apochromat 100X oil immersion objective (1,40 DIC, e 0.17) and a detector with 522 DF#+
32 nm emission filter. Confocal images were enhanced with Kalman averaging for 4 scans.
Serial optical sectioning was done at 0.3 to 0.5 um intervals and 5 to 10 sections were
compiled to 3D images and saved as TIFF files. Images were contrast enhanced in Adobe
PhotoShop (Adobe Systems Inc., Mountain View, CA, USA).

Results and Discussion

Root hairs have been observed along tap root in the initiation and elongation zones.
Since cytoskeleton staining procedures in living cells have been previously criticised (Miller
et al., 1999 ; De Ruijter et al., 1999), we used a chemical fixation method to visualise the
actin cytoskeleton in intact root hairs. Actin cytoskeleton was stained in at least 95% of

observed root hairs allowing to investigate a large population of hairs.

Actin microfilaments in control root hairs.

Actin filament organisation in Eucalyptus globulus control root hairs was similar to the
general configuration already reported in Vicia sativa (Miller et al., 1999; De Ruijter et al.,
1999), cress or Arabidopsis (Braun et al., 1999). Before root hair emergence, actin filament
bundles were observed in trichoblasts, oriented mostly along the root axes. During root hair
initiation actin filaments concentrate into the bulge (Fig. 1). Bulges evolved toward
elongating root hairs where actin filaments extend toward the new tip (Fig. 2). In young
actively growing root hairs (30 to 70 um), actin microfilaments were visible all along the cell,
in the entire cytoplasm (Fig. 3). Actin microfilaments appeared aggregated forming bundles
along most of the root hair length (Fig. 3). Conversely the sub apical region was generally
characterised by a gap zone with strongly reduced labelling or even absence of fluorescence
(Fig. 3). It seems that in this zone the actin filaments are less aggregated, diffusing through
the cytoplasm, the bundles appear therefore thinner or even invisible. At the root hair tip the
actin filaments converge forming a highly fluorescent apical actin cap (Fig. 3). In this actin
cap, highly fluorescent spots could be seen, which might correspond to microfilaments
anchoring sites onto the plasma membrane (Fig. 4). Our observations are in strict agreement
with the description of root hairs of various plants published by Braun et al. (2000), but, we

could not observe the tinny region devoid of actin filaments at the very tip, described as a
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cleft by Miller et al. (1999). Since cell wall digesting enzymes were not used here after cell
fixation, this may explain why, just like Braun et al. (2000), we could not see the cleft
reported by Miller et al. (1999). It has been suggested that this cleft in the actin zone spatially
coincides with the vesicle-rich region (Miller et al., 1999; De Ruijter et al., 1999).

Actin microfilaments in hypaphorine treated root hairs

Treated root hairs showed characteristic apical deformations previously reported
(Ditengou et al., 2000) (Fig. 5). Compare to control elongating root hairs, actin bundles
labelling was lower along the cells (Fig. 5). Such figure could result either from a higher
aggregation of pre existing bundles reducing their number in the cytoplasm, or a
desagregation of preexisting bundles making some of them not visible anymore. In the sub
apical zone, contrasting with control hairs, actin bundles could be then detected. Such
aggregation of microfilaments in the subapical zone tend to support the above hypothesis
claiming that microfilaments were highly aggregated along the treated cells. The previously
described actin cap in the tip region was not visible anymore in hypaphorine treated hairs

suggesting that microfilaments did not converge anymore (Fig. 5).

Whether both phenomenon, the aggregation of actin filaments in sub apical zone and the
absence of convergence at the tip are linked, is still questionable. Indeed, microfilaments
might need to be diffuse in the subapical region to freely converge at the root hair tip. Thus,
over aggregation of microfilaments in hypaphorine treated hairs might oppose filament
convergence to the tip. Hence, since tip growth is supposed to be governed by the actin
cytoskeleton (Kropf ef al., 1998; Miller et al., 1999), following hypaphorine treatment, root
hairs tip swelling may be due to a relocalisation of vesicles that are not brought to the right

site in the right amount for growth to proceed in the right direction.

Reorganisation of actin microfilaments had been reported to be linked to calcium
gradient perturbation at the tip (De Ruijter ef al., 1998; Felle et al., 1998). Indeed Gehring et
al. (1997) have recorded a cytoplasmic calcium concentration increase in the root hairs of
Vigna unguiculata after application of Nod factors. This high calcium concentration may
modify the equilibrium between monomeric actin, actin binding proteins, and actin filaments

(De Ruijter et al., 1999). Actin interaction with the G-actin binding protein, the profilin,
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which has been reported to regulate cellular growth and morphogenesis, could have been

disturbed by hypaphorine treatment (Staiger ef al., 1994, 1997 ; Valster et al., 1997).

We have reported in a previous paper that IAA was able to restore root hair polar
growth following inhibition by hypaphorine (Ditengou ef al., 2000). Fungal hypaphorine and
endogenous IAA may counteract to control root hair growth (Ditengou et al., 2000; Ditengou
and Lapeyrie, 2000). The present results suggests that initial actin filament organisation could
be restored by IAA. Such step still need to be investigated further and will probably help to

understand the role of hypaphorine during ectomycorrhizal development.
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Fig 1. Actin filament staining (rhodamine phalloidin) in Eucalyptus globulus ssp. bicostata
control root hair bulges.

Fig 2. Actin filament staining (rhodamine phalloidin) in Eucalyptus globulus ssp. bicostata
elongating control root hairs.

Fig 3. Actin filament staining (rhodamine phalloidin) in Eucalyptus globulus ssp. bicostata
elongating control root hairs (30-70 uM) showing actin bundles (B), sub-apical zone
(SA), and apical actin cap (AA).

Fig 4. Actin filament staining (rhodamine phalloidin) in Eucalyptus globulus ssp. bicostata
elongating control root hairs showing hypothetical actin filament anchoring sites
(arrow).

Fig 5. Actin filament staining (rhodamine phalloidin) in Eucalyptus globulus ssp. bicostata
elongating root hairs treated with hypaphorine showing actin bundles (B), aggregation

in sub-apical zone (SA), and lack of apical actin cap (AA).
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Résultat n° 111

L’hypaphorine synthétisée par le champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius
inhibe les activités de ’acide indole 3-acétique et de I’éthyléne mais pas celle des auxines
de synthéses (ANA et 2,4 D), dans les plantules d’Eucalyptus globulus.

Franck Anicet Ditengou and Frédéric Lapeyrie

Molecular Plant Microbe Interaction (MPMI).

Trés peu d’informations sont disponibles concernant les molécules qui régulent le
développement des racines lors des interactions entre plantes et champignons
ectomycorhiziens. Le role de 1’auxine fongique bien que réguliérement suggéré, pose
néanmoins de nombreuses questions. Ainsi, si I’auxine fongique contrdle certaines étapes du
développement de la racine colonisée, il semble que son activité doive étre régulée dans le
temps et dans I’espace via des mécanismes propres a la plante et/ou au champignon. Nous
avons démontré au cours de cette étude, que I’hypaphorine, la bétaine du tryptophane, régule
P’activité inhibitrice de I’AIA sur I’élongation des racines d’Eucalyptus. Mais ’hypaphorine
n’affecte pas les activités des analogues synthétiques de I’ATA (ANA ou 2,4 D). Ces résultats
suggerent que I’AIA et ’hypaphorine interagissent trés tot, lors de la perception ou des
premicres €tapes de la transduction du signal auxinique. De plus, alors que le traitement des
plantules avec de I’ACC, le précurseur de 1’éthyléne, inhibe le redressement des hypocotyles
et induit la formation d’une “crosse” caractéristique, 1’application d’hypaphorine, ainsi que la
colonisation des racines par les hyphes de Pisolithus tinctorius, entraine un redressement
précoce des hypocotyles. Le réle du CO; libéré par le champignon est ici minime puisque
’activité anti-auxinique du champignon nécessite un contact direct entre les hyphes et les
racines. De méme, nous avons pu confirmer que le champignon ne métabolisait pas I’ACC
apporté dans la boite de Pétri, la teneur en ACC au début et en fin d’expérience était
identique. L’interaction entre 1’hypaphorine et I’ACC observée ici est probablement la
conséquence d’un antagonisme entre 1’hypaphorine et I’AIA dans les tissus en croissance de
I’hypocotyle (Fig. 7). De nombreuses interactions plante / micro organismes conduisent a une
accumulation d’auxine dans les tissus de la plante. L’interaction P. tinctorius /| Eucalyptus

serait le premier exemple d’interaction au cours de laquelle le microbe réduit 1’activité de
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I’auxine dans les tissus de la plante hote. L’hypaphorine serait le premier antagoniste

spécifique de I’AIA identifié.
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Hypaphorine from the Ectomycorrhizal Fungus
Pisolithus tinctorius Counteracts Activities

of Indole-3-Acetic Acid and Ethylene but Not
Synthetic Auxins in Eucalypt Seedlings

Franclk Anicet Ditengou and Frédéric Lapeyrie
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Agronomique, F-54280 Champenoux, France
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Very little is known about the molecules regulating the in-
teraction between plants and ectomycorrhizal fungi dur-
ing root colonization. The role of fungal auxin in ectomy-
corrhiza has repeatedly been suggested and questioned,
suggesting that, if fungal auxin controls some steps of
colonized root development, its activity might be tightly
controlled in time and in space by plant and/or fungal
regulatory mechanisms. We demonstrate that fungal hy-
paphorine, the betaine of tryptophan, counteracts the ac-
tivity of indole-3-acetic acid (IAA) on eucalypt tap root
elongation but does not affect the activity of the IAA ana-
logs 2,4-D ((2,4-dichlorophenoxy)acetic acid) or NAA (1-
naphthaleneacetic acid). These data suggest that IAA and
hypaphorine interact during the very early steps of the
IAA perception or signal transduction pathway. Further-
more, while seedling treatment with l-amincocyclopro-
pane-1-carboxylic acid (ACC), the precursor of ethylene,
results in formation of a hypocotyl apical hook, hypa-
phorine application as well as root colonization by Piso-
lithus tinctorius, a hypaphorine-accumulating ectomy-
corrhizal fungus, stimulated hook opening. Hypaphorine
counteraction with ACC is likely a consequence of hy-
paphorine interaction with JAA. In most plant-microbe
interactions studied, the interactions result in increased
auxin synthesis or auxin accumulation in plant tissues.
The P. tinctorius / eucalypt interaction is intriguing be-
cause in this interaction the microbe down-regulates the
auxin activity in the host plant. Hypaphorine might be the
first specific IAA antagonist identified.

During ectomycorrhizal development, the plant and fungus
undergo profound reorientation of their development due to
the interaction between both symbionts (Dexheimer and Par-
gney 1991; Martin et al. 1997). This interaction must be con-
trolled by signal molecules exchanged very early between the
symbionts, but so far very little is known about these mole-
cules. Much attention has been focused on auxin. Indeed, most
ectomycorrhizal fungi are able to synthesize auxin (Beyrle

Corresponding author: Frédéric Lapeyrie; Telephone: 33 - 3 83 39 40
78; Fax: 33 - 3 83 39 40 69; E-mail: lapeyrie @nancy.inra.fr

1995), and auxin applied on roots mimics some of the features
seen after colonization of roots by ectomycorrhizal fungi
(Gogala 1991). The addition of 2,3,5 triiodobenzoic acid
(TIBA), an inhibitor of auxin transport, in the culture medium
blocked the colonization of the Norway spruce main root cor-
tex and the Hartig net formation by Laccaria bicolor (Kara-
baghli-Degron et al. 1998). Studies of fluoroindole-resistant
mutants of the ectomycorrhizal basidiomycete Hebeloma
cylindrosporum that overproduce tryptophan and indole-3-
acetic acid (IAA) support the idea that fungal TIAA controls
major anatomical features of pine ectomycorrhizae (i.e., en-
hanced lateral root formation and an increased number of ec-
tomycorrhizal tips were recorded), but IAA overproduction
also induced an abnormal proliferation of the intercellular
network of hyphae and intracellular penetration of hyphae
(Gay et al. 1994; Gea et al. 1994). The role of fungal auxins in
ectomycorrhizal development has been challenged repeatedly
(Harley and Smith 1983; Wallander et al. 1992). Ectopic ex-
pression of the T-DNA TAA-biosynthetic gene in transgenic
hybrid aspen roots did not result in any obvious change in my-
corrhizal morphology (Hampp et al. 1996). According to Ho-
ran (1991), while treatment of Eucalyptus spp. seedling roots
with micromolar concentrations of exogenous IAA induced
the formation of slow-growing, swollen, and highly branched
roots that were superficially similar to ectomycorrhizae, these
roots exhibited anatomical alterations that are not observed in
ectomycorrhizae, including an increased number of cortical
cell layers and an increased number of vascular bundles in the
stele. This literature survey would suggest that if fungal aux-
ins control some steps of ectomycorrhizal development, auxin
activity might be tightly controlled in time and in space by
plant and/or fungal regulatory mechanisms.

Recently, we purified hypaphorine (or tryptophan betaine)
the major indole alkaloid in Pisolithus tinctorius mycelium
and exudates (Béguiristain et al. 1995). The accumulation of
hypaphorine increases fourfold soon after the hyphae come in
contact with the host plant root surface (Béguiristain and La-
peyrie 1997). Fungal hypaphorine has a morphogenetic effect
by reducing root hair elongation (Béguiristain and Lapeyrie
1997), but elongation of hypaphorine-inhibited-root hairs
could be restored by an exogenous IAA application (F. A,
Ditengou and F. Lapeyrie, unpublished data). Furthermore,
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ypaphorine regulates the expression of a plant symbiosis

:gulated (SR) gene, the EgHypar gene, exhibiting a high de-
ree of homology with plant auxin-induced glutathion-S-
ansferase (GST) (Nehls et al. 1998). Some of these GSTs
'ould be involved in auxin metabolism and transport regula-
on (Marrs 1996). Therefore, among numerous hypotheses,
'e suggested that fungal hypaphorine could regulate auxin
ctivity during ectomycorrhizal symbiosis development.

Here we demonstrate that fungal hypaphorine counteracts
1e activity of IAA in host plant organs. While there are nu-
lerous examples of plant-microbe interactions that lead to
icreased auxin accumulation in plant tissues (Morris 1995;
fathesius et al. 1998), this is, as far as we know, the first re-
orted case in which the microbe down-regulates the auxin
ctivity in the host plant organs.

tESULTS

nteraction between hypaphorine and exogenous auxins.

Eucalyptus globulus subsp. bicostata seedlings were grown
n a cellophane film over agar in petri dishes maintained ver-
cally. Compared with control plants, the addition of 1 uM
AA in the nutrient medium resulted in a 60% inhibition of tap
oot elongation (Figs. 1A and 2). The addition of hypaphorine
t 100 uM (Figs. 1A and 2) and up to 1 mM (data not shown)
iad no effect on tap root elongation. In the presence of IAA at

1M, normal tap root elongation, equal to that of the control,
ould be restored by the simultaneous addition of 100 pM hy-
raphorine (Figs. 1A and 2),

Hypaphorine and tryptophan activities were compared in
he presence of 1 uM IAA (Fig. 1A). Tryptophan at 100 pM
lightly inhibits tap root elongation, but 100 pM tryptophan is
ible to stimulate the elongation of the tap root in the presence
of 1 uM IAA, compared with roots treated with IAA alone.
{owever, 100 uM tryptophan does not restore normal growth,
:ompared with control.,

The activities of IAA and two synthetic auxins on root
srowth were compared. Inhibition of tap root elongation could
e induced with both synthetic auxins, 1 pM 2,4-D ((2,4-
lichlorophenoxy)acetic acid) (Fig. 1B) and 50 pM NAA (1-
1aphthaleneacetic acid) (Fig. 1C). While 100 uM hypaphorine
ounteracts the activity of IAA (Fig. 1B,C), as previously ob-
served, it did not counteract the activities of the synthetic
auxin (Fig. 1B,C) at any of the concentrations applied, up to 1
mM (data not shown).

Interaction between hypaphorine and exogenous ACC.
Incorporation of the immediate precursor of ethylene, 1-

amincocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) at 10 uM in the

agar medium enhanced the formation of an apical hook on E.

-

Fig. 1. Interaction between hypaphorine and indole-3-acetic acid (IAA)
controlling tap root elongation. Eucalyptus globulus subsp. bicostata
seedlings were cultivated for 7 days over agar nutrient medium (Control)
supplemented with 100 pM hypaphorine (HYP. 100), 1 pM TAA (IAA 1),
100 pM tryptophan (Trp 100), 1 uM 2,4-D ((2,4-dichlorophenoxy)acetic
acid) (2,4-D 1), 50 pM NAA (1-naphthaleneacetic acid) (NAA 50), or a
combination of some of these molecules. Mean values were recorded on
at least 30 scedlings = SD, then compared among each experimental set
(la, 1b, Ic) by analysis of variance and Fisher's protected least signifi-
cant difference test, P = 0.05.
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globulus hypocotyl (Fig. 3) and delayed hook opening and
cotyledon expansion (Fig. 4), as described for numerous plant
species (Smalle and Van Der Straeten 1997). After 7 days of
incubation in a growth chamber, 100% of the hypocotyls of
control seedlings were elongated, while in the presence of
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ACC, 100% of the seedlings displayed an apical hook. It took
15 days for 75% of the ACC-treated seedlings to elongate and,
after 20 days of incubation, 5% of the hooks had not yet
opened (Figs. 3 and 4).

The incorporation of hypaphorine at 100 or-500 pM in the
nutrient medium does not affect shoot development, compared
with control seedlings (data not shown).

When 500 pM hypaphorine was added to the agar medium
together with 10 pM ACC, seedlings elongated much earlier
than those treated with ACC alone (Figs. 3 and 4). Around
50% of the hypocotyls were elongated after 7 days, 90% after
15 days, and 100% after 20 days (Fig. 4). The same trend was
recorded, with a lower intensity, when hypaphorine at 100 uM
or even 10 pM (Fig. 4) was added with 10 pM ACC. While
elongation of the tap root was inhibited as well by 10 pM
ACC, the addition of hypaphorine did not always allow this
inhibition to be overcome (Fig. 3). The activity of 100 pM
tryptophan was not significantly different from that of hy-
paphorine at the same concentration (Fig. 4).

ACC activity in host plants colonized by P. tinctorius.

While the results above suggest that the hypaphorine pro-
ducing fungus, P. tinctorius, could counteract the IAA-
induced inhibition of tap root elongation, it was not possible
to test such a hypothesis because root elongation and ramifi-
cation are strongly altered by hyphal colonization as well. On
the other hand, such a comparison between the exogenous hy-
paphorine supply and the activity of hypaphorine-producing
strains on shoot elongation in the presence of ACC could be
made. Indeed the site of fungal infection, the root, and the site
of symptom development, the shoot, are then distinct.

The respective developments of control seedlings and seed-
lings germinated on 10 pM ACC agar medium were closely
related to those described above (Figs. 3 and 5). Seedling root
colonization by P. tinctorius strain 2144, on media containing
10 uM ACC, stimulated hypocotyl elongation, as did 500 pM
hypaphorine (Figs. 3 and 5). After 7 days, approximately 50%

Control

HYP. 100 pM

of hypocotyls were elongated; after 10 days, 90% were elon-
gated; and after 15 days, all hooks were opened. With a delay,
a similar trend was recorded when roots were colonized by P
tinctorius strain 441, a less aggressive strain toward Eucalyp-
tus spp. roots (Fig. 5). To rule out the objection that roots were
isolated from the agar medium by colonizing hyphae, pre-
venting the absorption of ACC, the same experiment was
conducted again, but some seeds were purposely placed fur-
ther away from the fungal colonies. Consequently, most of the
root length, bearing root hairs, was still clearly in contact with
the agar surface and only the root tip was colonized by P,
tinctorius strain 2144 (Fig. 3, lower row); however, these
seedlings responded to hyphal colonization as previously de-
scribed. Then, the hypaphorine concentration in the agar me-
dium under F. tinctorius strain 2144 colonies was still very
low (highest concentration recorded: 2.5 pM) and not signifi-
cantly different whether the agar medium was supplemented
or not with ACC.

Carbon dioxide can be an ethylene antagonist (John 1997).
To rule out the objection that hypocotyl elongation could be
mediated by the CO, resulting from fungal respiration in
sealed petri dishes, the same experiment was conducted in
sealed or unsealed petri dishes, with or without contact be-
tween roots and hyphae. The same conclusion was reached
regarding the role of hypaphorine (Fig. 6). Indeed, after 10
days, less than 25% of the hypocotyls were elongated among
ACC-treated seedlings (Fig. 6A), while 96% of the hypocotyls
were elongated following P. tinctorius colonization whether
the petri dishes were sealed (Fig. 6B), or unsealed (Fig. 6C).
Furthermore, when, in sealed dishes, the hyphae were grown
without direct contact with the seedling roots, both organisms
being separated by a trench in the agar, P. tinctorius activity
was strongly reduced, as only 50% of the hypocotyls were
elongated (Fig. 6D). This residual activity, which could be
attributed to fungal CO,, was slightly lower when the dishes
were maintained unsealed, as expected if a volatile compound
was involved (Fig. 6E).

IAA 1 pM

WATEM 4 Hyp. 100 ym

Fig. 2. Development of 7-day-old Eucalyptus globulus subsp. bicostata seedlings cultivated over agar nutrient medium (Control) supplemented with 100
1M hypaphorine, 1 pM indole-3-acetic acid (IAA), or a combination of | uM IAA and 100 pM hypaphorine.
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Since ACC could have been metabolized by the hyphae, the
concentration of ACC in the agar medium at the end of the
experiment under fungal colonies was accessed, and was
found to be not significantly different from the initial concen-
tration (10.8 = 0.1 uM). Furthermore, at the end of the ex-
periment, the cellophane films were removed together with
seedlings and fungal colonies, to allow fresh seeds to be laid
over the agar surface. Following germination, the new seed-
lings suffered the same symptoms as the first rotation seed-
lings (data not shown), confirming that ACC was still present
in the nutrient medium and that hypaphorine did not accumu-
late significantly in the agar medium.

DISCUSSION

The aim of this study was to determine whether fungal hy-
paphorine could regulate auxin activity during host plant root
colonization.

The results presented demonstrate that hypaphorine is able
to antagonize exogenous [AA activity on root elongation. In
contrast to known molecules inhibiting auxin-regulated
growth, hypaphorine probably does not directly control the

Control ACC 10 uM

activity of secondary messengers (Augur et al. 1992) or the
basic machinery of cell elongation (Hoson et al. 1992; Morré
et al. 1995) because hypaphorine alone has no activity on root
elongation, and because hypaphorine does not restore root
elongation following 2,4-D or NAA treatment. While the
mechanism of [AA/hypaphorine antagonism has not yet been
elucidated, four major steps could be involved. Hypaphorine
could regulate IAA transport, induce a cellular, [AA-specific
detoxification mechanism, compete with IAA for some re-
ceptor, or interfere with IAA signal transduction.

So far the only auxin activity regulators identified are clofi-
bric acid (PCIB) (Tsai and Arteca 1984) and anion-channel
blockers (Thomine et al. 1997). We cannot exclude that hy-
paphorine regulates anion channels and consequently signal
transduction. However, our results clearly contrast with those
of Thomine et al. (1997) on elongating Arabidopsis hypocotyl.
Indeed, anion-channel blockers counteract NAA and 2,4-D as
well as TAA whereas hypaphorine counteracts exclusively
IAA activity. Furthermore, while anion-channel blockers at-
tenuated only partially auxin-induced responses, hypaphorine
fully restored root elongation. Regarding PCIB, binding of
2,4-D to the auxin binding protein ABP40 was completely

ACC 10 uM
Hyp. 500 uM

ACC 10 uM
P.t. 2144

Fig. 3. Development of 10-day-old Eucalypeus globulus subsp. bicostata seedlings cultivated over agar nutrient medium (Control) supplemented with 10
uM l-amincocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), or a combination of ACC and 500 uM hypaphorine. Seedlings treated with 10 pM ACC were in-
oculated as well with the hypaphorine-producing fungus Piselithus tinctorius strain 2144. To visualize the contact zone between roots and the agar me-

dium, both photographs in the lower row were taken through the agar medium.

154 / Molecular Plant-Microbe Interactions



100 — 1 {+ 1

2
Py 754
g

L%

Q

2 50
£
a
&

&
E 25 -
i

01—=< ¢ T T ]
5 10 15 20 25
Time (days)
—{}+— Control —O—— ACC10pM
——dh——  ACC 10 M —A——  ACC10pM
+HYP. 10 pM + HYP. 100 pM
—O0— ACCiO0pM —3— ACCi0pM
+ HYP. 500 uM +Trp 100 pM

Fig. 4. Interaction between hypaphorine and 1-amincocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) controlling hypocotyl elongation. Eucalyptus
globulus subsp. bicostata seedlings were cultivated over agar nutrient
medium (Control) supplemented with 10 pM ACC, a combination of
ACC and hypaphorine (10, 100, 500 uM), or ACC and tryptophan (100
uM). The kinetics of the hypocotyl elongation were followed over 20
days. Percentages of elongated hypocotyls were recorded among at least
30 seedlings per treatment.
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Fig. 5. Regulation of hypocotyl elongation by ectomycorrhizal fungi in
the presence of l-amincocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). Euca-
lyptus globulus subsp. bicostata seedlings were cultivated over agar nu-
trient medium (Control) supplemented with 10 uM ACC, or a combina-
tion of ACC and 500 pM hypaphorine. Seedlings treated with 10 pM
ACC were inoculated as well with two different strains of the hy-
paphorine-producing fungus Pisolithus tinctorius, an aggressive strain
(441) and a very aggressive strain (2144). The kinetics of hypocotyl
elongation were followed over 20 days. Percentages of elongated hypo-
cotyls were recorded among at least 30 seedlings per treatment.

inhibited by PCIB (Sugaya and Sakai 1996), while our results
recorded on elongating tap root suggest that hypaphorine and
2,4-D do not compete.

Hypaphorine probably does not interfere with IAA trans-
port. Indeed, since NAA and 2,4-D are assumed to share either
the influx or the efflux carrier with IAA (Delbarre et al. 1996;
Yamamoto and Yamamoto 1998), hypaphorine would be ex-
pected to counteract as well with at least one of these two
non-indolic auxins.

Here we assume that IAA and hypaphorine counteract dur-
ing the very early steps of IAA perception or IAA signal
transduction. Indeed, to a lesser extent, tryptophan antago-
nizes IAA activity as does hypaphorine. This suggests that the
indol ring is a major active component of the hypaphorine
molecule and therefore that both indolic molecules, IAA and
hypaphorine, could be competing on a receptor involving the
indol ring. The fact that both non-indolic auxins are not an-
tagonized by hypaphorine would suggest that IAA is not per-
ceived in the present case by the same receptors as those in-
volved with 2,4-D and NAA.

The curvature of the apical hook in response to treatment
with ACC, the precursor of ethylene, would result from accel-
erated growth of cells on the outer side of the hook, while
hook opening under light would be due to accelerated growth
of cells on the inner side thought to result from a reduction of
ethylene biosynthesis or sensitivity (Goeschl et al. 1967;
Smalle and Van Der Stracten 1997). Hypaphorine applied on
roots antagonizes ACC activity in eucalypt seedling shoots.

100 =
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Elengated hypocotyls after 10 days (%)
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Fig. 6. Pisolithus tinctorius requires direct contact with roots to fully
regulate hypocotyl elongation in the presence of l-amincocyclopro-
pane-1-carboxylic acid (ACC). Eucalyptus globulus subsp. bicostata
hypocotyl elongation was recorded after 10 days of culture over agar
nutrient medium supplemented with 10 pM ACC in (A, B, D) sealed or
(C, E) unsealed petri dishes. The hypaphorine-producing fungus Pi-
solithus tinctorius strain 2144 was introduced as well in the same petri
dishes (B, C, D, E), either (B, C) in contact with the seedling roots or
(D, E) separated from the roots by a trench into the agar medium. Per-
centages of elongated hypocotyls were recorded among at least 30 seed-
lings per treatment.
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Both observations, hypaphorine interaction with IAA and
ACC, tend to confirm that ethylene and IAA activities are
linked somewhere to control the apical hook, as previously
reported by Lehman et al. (1996). Indeed, while over-
expression of the HLSI gene in Arabidopsis results in consti-
tutive hook curvature, treatment of such seedlings with 2([1-
naphthalenylamino]carbonyl)benzoic acid (NPA), an inhibitor
of auxin transport, gives rise to hls/ phenocopies in which
hook curvature cannot even be induced by exogenous ethylene
(Lehman et al. 1996). Therefore, here in eucalypt seedlings,
by analogy with the above role of NPA and because hy-
paphorine is an indol alkaloid counteracting with TAA, we
postulate that hypaphorine counteraction with ACC is a con-
sequence of hypaphorine interaction with IAA.

The significance during root colonization of such hy-
paphorine interaction with IAA has been addressed. Because
root elongation and ramification are strongly altered during
fungal infection, it would have been hopeless to attempt to
visualize IAA and fungal hypaphorine antagonism during root
colonization by P. rinctorius. However, we could demonstrate
that hypaphorine-producing fungal strains can mimic exoge-
nous hypaphorine activity on shoot elongation in the presence
of ACC. Considering the above postulate that hypaphorine
counteraction with ACC is a consequence of hypaphorine in-
teraction with TAA, this result suggests that the fungus is
down-regulating the JAA activity in some plant tissues. As far
as we know this is the first reported case of IAA activity in a
plant being down-regulated by a microorganism. On the other
hand, there are numerous cases in which microorganism colo-
nization resulted in auxin over-accumulation in plant organs
due to either massive microbial auxin delivery (Clark et al.
1989), host plant synthesis of auxin following microbe
genome integration (Morris 1995), or auxin transport disrup-
tion (Mathesius et al. 1998).

Root colonization by P. tinctorius promotes hook opening,
as does exogenous hypaphorine application. P. tinctorius
activity is similar to the activities of hypaphorine concen-
trations ranging from 100 to 500 pM. Such hypaphorine
concentrations are not unrealistic, in view of the high hy-
paphorine concentrations detected in mycelial mats of vari-
ous P tinctorius strains grown in pure culture on mineral
nutrient media, ranging from 0.29 to 6.02 pmol g FW
(Béguiristain et al. 1995). For comparison, the IAA concen-
tration in P. tinctorius strain 441 hyphae, in the same ex-
perimental conditions, was 5.62 nmol g! FW while the hy-
paphorine concentration was 1,000 times higher, 5.14 pmol
g' FW (Béguiristain et al. 1995). The concentration of free
tryptophan in P. tinctorius hyphae is at least 10-fold lower
than the hypaphorine concentration and therefore tryptophan
should not interfere significantly.

The flux of hypaphorine delivered to the root by colonizing
hyphae still needs to be quantified. The fact, that after re-
moval of the mycelium, hypocotyls again exhibited apical
hooks when a second rotation of seedlings was grown over the
ACC containing medium, suggests that fungal hypaphorine is
not simply released into the nutrient medium where it accu-
mulates before being absorbed by the roots. Accordingly, very
low concentrations of hypaphorine were detected in the agar
medium at the end of the experiment. Instead, hypaphorine
must be transferred directly from hyphae to root cortex, i.e.,
through the Hartig net, the specialized transfer cells. There-
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fore, the hypaphorine flux must be highly dependent on strain
aggressiveness, its ability to rapidly colonize the root and de-
velop a typical Hartig net. Here, the comparison of strains Pt
441 and Pt 2144 supports this idea, Indeed, among numerous
strains compared in vitro or in a glasshouse, strain 2144 is one
of the most aggressive toward Eucalyptus spp. seedlings
(Albrecht et al. 1994; Burgess et al. 1994); accordingly, Pt
2144 is much more active on hook opening than is Pt 441,
This is true despite the fact that both strains share rather
similar hypaphorine concentrations in pure culture (4.98 and
5.14 pmol g™ FW, respectively).

While in the present experimental conditions hypaphorine
acts as an IAA antagonist, we reported previously the induc-
tion of EgHypar gene expression in eucalypt seedlings treated
by TAA as well as hypaphorine (Nehls et al. 1998). As it is
widely accepted that IAA is perceived by different types of
receptors in the cell, this apparent contradiction would suggest
that JAA and hypaphorine interact differently with different
receptors.

Therefore, while the ectomycorrhizal fungus P. tinctorius is
producing auxin (Beyrle 1995; Béguiristain et al, 1995), it is
also accumulating and releasing an auxin antagonist, hypa-
phorine, whose concentration in hyphae increases fourfold
during root tip colonization (Béguiristain and Lapeyrie 1997).
It is not yet understood how, when, and where fungal and
plant TAA on the one hand and fungal hypaphorine on the
other interact during ectomycorrhiza development. We assume
that such a subtle balance between active and counteractive
molecules would regulate some critical developmental steps.

Regulation of IAA activity in host plant tissues by P. tincto-
rius hypaphorine could be a significant pathway of the symbi-
otic interaction; however, generalization of such a conclusion
to other fungal species is still under investigation. Indeed,
while hypaphorine has been detected so far only in P. tincto-
rius strains (Béguiristain et al. 1995), it cannot be excluded

~ that other indole alkaloids, among some 1,200 described in

plant and fungi, play a similar role in mycorrhizae involving
non-hypaphorine-accumulating species.

MATERIALS AND METHODS

Biological material.

The host plant was Eucalyptus globulus subsp. bicostata
(Maid. et al.) Kirkp. Seeds were collected at Hill Top via Wee
Jasper NSW, Australia and purchased from Kylisa Seeds
(Australian Capital Territory, Australia). The ectomycorrhizal
fungi were two strains of Pisolithus tinctorius Coker &
Couch. These strains differ in their ability to colonize the root
and to induce defense reactions (Albrecht et al. 1994), Strain
441, less aggressive, and strain 2144, more aggressive, toward
Eucalyptus spp. were isolated from sporocarps collected re-
spectively under Eucalyptus citriodora in Brazil and a Euca-
lyptus sp. in Australia,

Chemicals.

Hypaphorine was synthesized in vitro from tryptophan
(Romburgh & Barger 1911). The purity of the product was
determined by nuclear magnetic resonance (NMR) and high-
pressure liquid chromatography (HPLC) analysis (Béguiri-
stain et al. 1995). Tryptophan, ACC, IAA, 2,4-D, and NAA
were purchased from Sigma (St. Louis, MO).



Eucalypt seedling growth conditions and treatments.
Eucalypt seedlings were germinated in petri dishes (140
mm diameter) on cellophane laid over modified Pachlewski's
medium (7.3 mM KH,PQ,, 2.7 mM diammonium tartrate, 7.3
mM MgSO,, 2.9 uM thiamine-HCI, 1 ml of trace element
stock solution [Kanieltra, St. Pierre des Corps, France] and 20
g of agar per liter) supplemented or not with JAA (1 pM),
ACC (10 pM), 2,4-D (1 pM), NAA (50 pM), tryptophan (100
uM), or hypaphorine (10, 100, 500 pM). When fungi were
grown together with seedlings, and in comparative treatments,
glucose (5 mM) was added to the nutrient medium. Petri
dishes were “sealed” with Parafilm along 90% of their cir-
cumference. Where specified, to increase gas exchange during
ACC treatment, “unsealed” petri dishes were used. Plates
were maintained vertically with a slight angle to allow full
elongation of the roots on the agar surface, in a controlled en-
vironment growth chamber (25°C) with 16 h light (200 pmol -
s™' + m™?) and 8 h dark. Tap root length was recorded 7 days
after germination; shoot elongation was monitored between 7
.and 20 days after germination. At least 30 replicate seedlings
were analyzed for all presented data. Each observation was
confirmed by at least three independent replicate experiments.

Eucalyptus root colonization by P. finctorius hyphae.

Petri dishes prepared as described above were inoculated
with 9 fungal plugs distributed in the lower part of the plates.
Colonies were grown for 2 weeks at 25°C in dark before
eucalypt seeds were introduced as previously indicated. Then
it took less than 3 days for the emerging roots to come in
contact with the fungal colony.

Split-plate experiments.

When specified, to separate hyphae from roots inside the
same plate, the medium was divided vertically into two com-
partments by removing a 5-mm-wide slice of agar.

Quantification of hypaphorine and ACC.

To assess the ACC and hypaphorine concentrations in the
medium at the end of the experiment, agar samples were fro-
zen, thawed, and centrifuged. The supernatant was analyzed
by gas chromatography according to Lizada and Yang (1979)
for ACC, and by HPLC according to Béguiristain and Lapey-
rie (1997) for hypaphorine.

Statistical analysis.

Data from replicates were analyzed with StatView Student
software (Abacus Concepts, Berkeley, CA) (analysis of vari-
ance followed by Fisher's protected least significant differ-
ence test, P = 0.05).
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Figure 11 : Activité de I'hypaphorine sur la courbure gravitropique de
racines d'Eucalyptus globulus orientées horizontalement.

C, control. Le NPA (10 uM) inhibe la coubure gravitropique.
L’hypaphorine (500 uM) est sans effet sur la courbure gravitropique.
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Résultat n° 1V

Activité de ’hypaphorine sur le transport de ’AIA.

Dans le but d’étudier ’activité de I’hypaphorine sur le transport de 1’AIA, nous avons
comparé 'activité de I’hypaphorine sur la courbure gravitropique des racines d’Eucalyptus
avec celle d’un inhibiteur du transport de I’AIA, le NPA connu pour affecter la réponse

gravitropique (Rashote et al., 2000).

Résultats et discussion

La figure 12 présente I’angle de courbure des racines, 24 heures aprés le dépot au
contact de la racine d’un bloc d’Agar (2 & 3 mm de |’apex) contenant soit de I’hypaphorine
(500 uM, une concentration qui régule I’allongement des poils absorbants, du pivot et de
I’hypocotyle des d’Eucalyptus), soit du NPA (10 uM). Les racines témoins sont traitées avec

des blocs d’Agar ne contenant que de I’eau distillée.

Le fait de déposer le bloc d’Agar sur la partie supérieure ou sur la partie inférieure de la
racine n’a pas affecté 1’angle de courbure racinaire. En accord avec les résultats de Rashote et
al. (2000), le NPA inhibe la courbure des racines d’Eucalyptus soumises a une modification
de I’attraction gravitationnelle (Fig. 11). L’angle de courbure des racines en présence de NPA
est de 47,8 (+ 8,585), alors que celui des racines témoins est de 80,6 (+ 6,348). Ce résultat
confirme que le transport de 1I’AIA est une composante importante de la réponse
gravitropique. En revanche, 1’apport d’hypaphorine n’a pas, a I’instar du NPA, affecté la
courbure gravitropique des racines d’Eucalyptus (Fig. 11). L’angle de courbure des racines
traitées avec de I’hypaphorine (82,375 5,449) est égal a celui des racines témoins, suggérant

que I’hypaphorine n’a aucune activité sur le transport de I’auxine (Fig. 12).
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Figure 12 : Coubure gravitropique des racines d'Eucalyptus globulus ssp.
bicostata en présence de NPA 10 uM, d'hypaphorine 500 uM ou d'eau distillée
pour les témoins. Les valeurs moyennes d'au moins 5 racines sont comparées
a l'aide d'un test t (p = 0,05).



DISCUSSION GENERALE



La mise en place d’une ectomycorhize nécessite 1’établissement d’un dialogue étroit
entre les deux partenaires. Cette communication impliquerait un échange de signaux
moléculaires entre le champignon et son hote. C’est a la recherche de ce type de signaux que
T. Béguiristain au cours de son travail de thése, a mis en évidence une forte accumulation
d’hypaphorine dans les hyphes de Pisolithus tinctorius colonisant les racines de la plante hote
Eucalyptus globulus (Béguiristain et Lapeyrie, 1995). Plus récemment, H. Lagrange a
identifié¢ une molécule racinaire capable d’induire une suraccumulation d’hypaphorine dans
les hyphes du partenaire fongique, Pisolithus tinctorius ; il s’agit d’une cytokinine, la zéatine
qui joue vraisemblablement ici le r6le de molécule signal (Lagrange, communication

personnelle).

Tres tot, de nombreuses questions se sont posées quant au réle de I’hypaphorine au
cours de la mise en place de I’ectomycorhize. T. Béguiristain au terme de son travail de thése
(Béguiristain, 1996) avait conclu que I’hypaphorine était probablement un analogue
d’auxines. Ainsi, non seulement 1I’AIA et ’hypaphorine posseédent tous les deux un noyau
indole, mais les deux molécules induisent I’expression du géne EgHypar, un géne racinaire

régulé au cours de 1’établissement de la symbiose (Nehls et al., 1999).

Cependant, les résultats obtenus au cours cette thése suggérent déja que I’hypaphorine
puisse avoir une activité anti-auxinique au cours de I’ontogenése mycorhizienne. En effet,
I’hypaphorine n’induisait pas de prolifération racinaire, mais inhibait 1’allongement des poils

absorbants.
Comment I'hypaphorine régule-t-elle la croissance des poils absorbants ?

Contrairement aux résultats de Jackson (1960), puis de Ridge (1995) qui montraient une
faible stimulation de la croissance des poils absorbants en présence d’auxines (AIA et 2,4 D),
un apport d’hypaphorine dans le milieu de culture induit une forte réduction de la taille des

poils absorbants (Béguiristain, 1997), la seule activité morphogéne de I’hypaphorine.

L’étude approfondie de ce phénomeéne en milieu liquide et sur des temps courts (2 a 3
heures) nous a permis de montrer que I’hypaphorine, apportée dans le milieu d’incubation
entraine rapidement (15 minutes) un ralentissement (hypaphorine 100 pM), voire un arrét

(hypaphorine 500 uM ou plus) de la croissance des poils absorbants. Ce contréle de la vitesse
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de croissance des poils absorbants s’accompagne de déformations a I’apex des poils. Mais,
méme aux concentrations élevées (500 uM ou plus), I’induction de nouveaux poils absorbants
a partir des trichoblastes n’est pas affectée, confirmant que I’initiation des poils absorbants est
un phénomene bien distinct de 1’élongation. L’hypaphorine régule donc uniquement

I’élongation de la cellule.

Cette activité de 1’hypaphorine sur les poils absorbants est dans une certaine mesure
spécifique, en effet, ’activité du tryptophane (un acide aminé indolique), est 10 fois inférieure
a celle de I’hypaphorine, tandis que I’AIA (I’auxine naturelle) dans nos conditions
expérimentales, n’a pas d’activité sur 1’élongation des poils. Par ailleurs, la bétaine, le
deuxieme élément constitutif de la molécule d’hypaphorine est également sans effet

(Béguiristain et Lapeyrie 1997).

D'autres résultats ont permis de montrer que 1’hypaphorine et I’AIA possédent des
activités opposées sur 1’allongement des poils absorbants. En effet, sur des poils absorbants
dont la croissance a été préalablement inhibée par I’hypaphorine, un apport d’AIA a des
concentrations pourtant inactives ici (0.01 a 1 pM), permet de restaurer rapidement une
vitesse d’allongement normale. Cette activité de I’ AIA sur des poils préalablement inhibés par
I’hypaphorine suggére qu’il existe une interaction entre ces deux molécules et tend a
confirmer I’hypothése émise par T. Béguiristain. Ces résultats confortent également 1’idée
précédemment énoncée par Pitts et al. (1998), selon laquelle, dans les poils absorbants, la
teneur en AIA endogéne est optimale, pour maintenir un taux d’élongation maximum. Ici,
I’interaction hypaphorine / AIA endogéne, induirait une diminution de I’activité¢ de I’AIA
endogéne et par voie de conséquence, une réduction de la croissance des poils absorbants. Un
apport d’AIA exogéne permettrait quant a lui, de compenser le déficit d’activité de I’AIA

endogene et de restaurer un allongement normal des poils absorbants.

Le mécanisme gouvernant I’interaction hypaphorine / AIA dans les poils absorbants
demeure pour I’heure inconnu. Il pourrait par exemple impliquer une perturbation du transport
de ’ATA. L’interaction hypaphorine / AIA pourrait également impliquer une perturbation des
flux de calcium. En effet, de nombreux résultats expérimentaux (Schiefelbein et al., 1992 ;
Wymer ef al., 1997 ; Bibikova et al., 1997) ont montré I’importance du gradient apical de
calcium dans le maintien d’un allongement des cellules a croissance dite apicale (hyphes,

tubes polliniques ou poils absorbants). L’inhibition de I’allongement des poils absorbants par
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I’hypaphorine pourrait étre une conséquence de la modification du gradient de calcium a
I’apex du poil, via un mécanisme qui reste a élucider. Des résultats préliminaires enregistrés
sur des cellules en culture semblent confirmer partiellement cette hypothése (Kawano,

communication personnelle).

Concomitamment & un arrét de croissance, I’hypaphorine fongique induit également des
renflements et des déformations transitoires a 1’apex des poils absorbant. Ces déformations
rappellent celles qui sont observées sur des poils absorbants de légumineuses traités avec des
facteurs Nod de Rhizobium. Elles sont alors associées a une redistribution des ions calcium a
’apex des poils (De Ruijter 1998). Nous avons émis I’hypothése que de telles modifications
impliquent, comme en présence des facteurs Nod, une nouvelle organisation du cytosquelette,
ce que nous avons vérifié. Les déformations induites par I’hypaphorine s’accompagnent d’une
réorganisation des filaments d’actine dans les poils absorbants. Les filaments d’actine sont
fins et convergent vers I’apex des poils témoins. En présence d’hypaphorine, ils sont agrégés
dans la zone subapicale et ne sont plus focalisés a I'apex. Il est difficile de dire a ce stade de
nos travaux, si ¢’est une perturbation de la croissance qui va induire une nouvelle organisation
du cytosquelette ou I'inverse. Ce sont les filaments d’actine qui gouvernent I’élongation des
cellules a croissance dite apicale en orientant la distribution des vésicules a l'apex des poils
(Kropf et al., 1998 ; Miller et al., 1999). Les renflements observés a I’apex en présence

d’hypaphorine, pourraient étre la conséquence d’une nouvelle distribution de ces vésicules.

Nous savons qu’il existerait un lien entre I’organisation du cytosquelette et les flux de
calcium cellulaires. Selon De Ruijter et al. (1999), une modification de la concentration
cytoplasmique en Ca®' entrainerait un déséquilibre entre les monoméres d’actine, les
protéines sur lesquelles s’accrochent ces filaments et les filaments d’actine eux-mémes. Le
mécanisme mis en jeu au cours du phénomene étudié ici reste a élucider. Cependant, on peut
proposer que celui-ci implique une interaction hypaphorine / AIA ayant pour conséquence
une modification des teneurs en calcium cytoplasmique, laquelle induirait une réorganisation
du cytosquelette. Le role des ions calcium pourrait étre précisé en étudiant la réponse de poils
absorbants dont la croissance aura été préalablement inhibée en présence d’hypaphorine a un

apport externe de calcium ou de ionophore a calcium.
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Existe-t-il un antagonisme entre les molécules d'AIA et d'hypaphorine ?

Pour confirmer ce qui n’était encore a ce stade du travail, qu’une hypothése, I’existence
d’un antagonisme hypaphorine / AIA, nous avons utilisé la propriété que posséde I'AIA

d’inhiber I’allongement racinaire a forte concentration.

Conformément aux résultats obtenus par Béguiristain et Lapeyrie (1997), I’hypaphorine
ne posseéde aucune activité sur le développement des pivots d’Eucalyptus alors que 1I’AIA (1
uM), inhibe fortement 1’allongement de celui-ci. Cependant, lorsque dans le méme milieu de
culture sont apportés simultanément 1'hypaphorine (100 uM) et I'AIA (1 uM), les pivots
s’allongent normalement. Ces résultats démontrent que I’hypaphorine et I’AIA ont des
activités antagonistes sur I’élongation du pivot. Par contre I'hypaphorine ne restaure pas
I’élongation de racines inhibées par un apport d'ANA ou de 2,4 D. A notre connaissance, il
s'agit 1a de la premiére mise en évidence d'une différence d'activité entre I'AIA et ces deux
auxines de synthése. Ceci suggere que l'antagonisme AIA / hypaphorine intervient trés
précocement, lors de la perception du signal AIA ou lors des toutes premiéres étapes de la
transduction. En effet, I'absence jusqu'a ce jour de résultats expérimentaux différentiant les
activités de I'AIA de I'ANA et du 2,4 D, laisse soupgonner que toutes ces auxines partagent
les mémes voies de transduction. Pour pouvoir interpréter nos résultats expérimentaux, il faut
donc admettre que ces trois auxines ne sont pas pergues par les mémes récepteurs. Cette
interprétation parait d'autant plus plausible que seul I'AIA posséde un noyau indole comme
I'nypaphorine. Des résultats récents confirment le réle clef du noyau indole lors de la
perception de I'AIA, en effet deux autres alcaloides indolique, la yohimbine et la brucine
possédent une activité antagoniste de I'AIA strictement identique a celle de I'hypaphorine sur

les poils absorbants, le pivot et les hypocotyles (A. Jambois, communication personnelle).

Nous écartons ici toutes les interprétations qui prendraient en compte une éventuelle
inhibition du transport de I'AIA par I'hypaphorine. L'hypaphorine ne devrait pas perturber
l'activité des transporteurs de I'AIA puisque que selon Delbarre ef al. (1996) puis Yamamoto
et Yamamoto (1998), le 2,4 D et I’ANA partageraient les mémes transporteurs que I'AIA lors
de l'influx ou de l'efflux cellulaire. Si I’hypaphorine régulait le transport de 1'AIA, on
s'attendrait donc a ce qu'elle interagisse avec au moins une de ces deux auxines synthétiques
non indoliques. De plus, nous avons confirmé expérimentalement cette absence d'activité de

I'hypaphorine sur le transport de I'AIA. En effet, I'nypaphorine n'inhibe pas la courbure
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gravitropique des racines d’Eucalyptus, un phénomeéne qui dépend du transport basipetal de
I'AIA (Chen ef al., 1999 ; Larkin et al., 1996 ; Rashotte et al., 2000).

Nous avons mis en évidence une nouvelle classe de molécules antagonistes de l'activité
auxinique, les alcaloides indoliques. Les seules molécules identifiées a ce jour régulant
’activité de I’auxine étaient I’acide clofibrique ou PCIB (Tsai et Arteca 1984) et des
inhibiteurs de canaux anioniques (Thomine et al., 1997). L’hypaphorine interagit
exclusivement avec I’AIA, ce qui la différencie des deux inhibiteurs cités ci-dessus. Les
inhibiteurs de canaux anioniques bloquent aussi bien ’activité du 2,4 D, de I’ANA, que celle
de I’AIA, et ceci seulement partiellement. Concernant le PCIB, une évidence indirecte
suggere qu'il interagisse également avec le 2,4 D, Sugaya et Sakai (1996) ont rapporté
I’inhibition compléte de la fixation du 2,4 D sur I’ABP40 (un récepteur potentiel des auxines)

par le PCIB.
L'hypaphorine fongique posséde-t-elle une activité au cours de la colonisation racinaire ?

Considérant l'activité antagoniste de I'hypaphorine de synthése en présence d'AIA, on
peut s'attendre a ce que I'hypaphorine produite et accumulée en forte quantité dans les hyphes
du champignon au cours de la colonisation racinaire soit active dans les tissus de la plante
colonisée. En présence d'ACC, l'activité de I'hypaphorine de synthése et celle de P. tinctorius
sur le développement de I'hypocotyle démontrent que I'hypaphorine produite par le
champignon régule l'activité de I'AIA au sein des tissus de la plante hote. L’activité du
champignon est équivalente a celle d'un apport de 100 ou 500 puM d'hypaphorine. Ceci
suggére que les quantités d’hypaphorine délivrées par le champignon a la plante sont au
moins de cet ordre, ce qui semble réaliste au regard des concentrations mesurées dans les
hyphes de P. tinctorius en culture pure (0,29 - 6,02 pmoles g™ de poids frais) (Béguiristain et
Lapeyrie, 1995). Si les flux d’hypaphorine délivrés du champignon vers la plante restent a
quantifier, il a été néanmoins montré récemment que la plante était capable d’absorber puis de
transférer vers les parties aériennes de I’hypaphorine fournie dans le milieu de culture
(Lagrange, communication personnelle). Nos résultats suggeérent que I’hypaphorine est
transférée directement des hyphes vers le cortex racinaire, a travers le réseau de Hartig. En
effet, les quantités d'hypaphorine s'accumulant dans le milieu de culture sont toujours trés
faibles. De plus l'activité anti-auxinique du champignon semble liée a son agressivité, son

aptitude a coloniser rapidement les racines et a développer un réseau de Hartig fonctionnel.
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Il s’agit 1a, de la premiére démonstration faisant état d’une réduction de 'activité de
I’AIA par un microorganisme, dans les tissus de la plante hote. A l'opposé, de nombreux cas
ont été rapportés, dans lesquels la colonisation de la plante par un microorganisme conduit a
une suraccumulation d’auxine dans les organes végétaux. Cette suraccumulation d'auxine est
due, soit a une livraison massive d’auxine par le microorganisme (Clark et al., 1989), soit a
une synthese accrue d’auxine par la plante aprés intégration du génome microbien (Morris,
1995), soit a une perturbation du transport de I’auxine par le microorganisme (Mathesius ef
al., 1998).

Quel pourrait étre le mode d'action de l'hypaphorine ?

A la suite de ce travail, les hypothéses ci-aprés sont formulées quant au mode d’action
de I’hypaphorine (Fig. 13).

L’hypaphorine par I’intermédiaire du noyau indolique, pourrait rentrer en compétition
avec I’AIA sur son site de perception ou se fixer sur un autre site du méme récepteur, ce qui
induirait par exemple la déformation du site de perception de I’AIA et le rendrait inaccessible.
L’hypaphorine pourrait également agir sur les étapes précoces de la voie de perception de
I’AIA via par exemple une modification des pools de calcium cellulaire. Mais il ne peut
cependant pas étre exclu que I’hypaphorine régule I’expression de certains génes. C’est le cas
par exemple des génes codant des AIA-oxydases (Frenkel, 1972) ou des GSTs. Ces protéines

pourraient en retour contréler la teneur en AIA active dans la cellule.

Pourquoi !'hypaphorine, une molécule anti-auxinique, ne posséde qu’'une seule activité
ypap

morphogeéne ?

Les résultats présentés ici montrent que I’hypaphorine agit comme un antagoniste de
I’AIA, bien que précédemment nous ayons rapporté que I’hypaphorine avait une activité
auxinique, comme I’AIA elle régule I'expression du géne EgHypar (Nehls ef al., 1998). Cette
apparente contradiction suggere que I’AIA et I’hypaphorine interagissent différemment sur
différents récepteurs. En effet, il est généralement admis que I’AIA est pergue par différentes
familles de récepteurs répartis de fagon non homogene entre les différents tissus et les

différentes cellules d'une plante (Napier et Venis, 1995 ; Guilfoyle ef al., 1998).
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Ceci permettrait d'expliquer pourquoi I’hypaphorine, une molécule anti-auxinique, ne
posseéde qu'une seule activité morphogene, l'inhibition de l'allongement des poils absorbants.
Le développement de la racine n'est par ailleurs pas affecté par un apport d'hypaphorine,
méme a de tres fortes concentrations. Ainsi, I’interaction hypaphorine / AIA n'interviendrait
que dans des processus impliquant I’élongation cellulaire. C’est le cas, lors de I'allongement
des poils absorbant, mais aussi lorsqu'un apport d'hypaphorine restaure I'allongement du pivot
ou de I'hypocotyle inhibés par une accumulation d'ATA. A 1’opposé, I’hypaphorine n’inhibe ni
le fonctionnement, ni 1’induction de nouveaux méristémes. Il existerait donc dans ces deux
types de cellules (en division ou en élongation), deux "familles" de récepteurs ; une famille
percevant uniquement I’AIA sur les cellules en division et une famille percevant a la fois
I’AIA et ’hypaphorine sur les cellules en élongation. On peut également imaginer qu'un
méme récepteur puisse changer de conformation lorsque la cellule se différentie, lorsque aprés

s'étre divisée, elle va s'allonger.

Quel pourrait étre la signification d'une interaction hypaphorine / AIA lors du développement

d'une ectomycorhize ?

Le champignon ectomycorhizien Pisolithus tinctorius synthétise a la fois de I’AIA
(Beyrle 1995 ; Béguiristain et al., 1995), et un antagoniste de l'auxine, I’hypaphorine. La
concentration en hypaphorine des hyphes augmente d'un facteur 4 lorsque le champignon
colonise la racine de la plante hote Eucalyptus globulus (Béguiristain ef al., 1997). Pour
I’heure, il reste difficile de dire comment, quand et a quel endroit 1’auxine de la plante, celle
du champignon et I’hypaphorine interagissent durant le développement de 1’ectomycorhize.
Cependant, au cours du processus symbiotique, I’activité de I’AIA est vraisemblablement

régulée dans le temps et dans I’espace.

Certaines étapes critiques de 1’ontogenese ectomycorhizienne, devrait impliquer un
subtil équilibre entre des molécules actives telles que I’AIA et des molécules régulatrices
comme I’hypaphorine. Ainsi, la régulation de I’activité de I’AIA dans les tissus de la plante
par le champignon pourrait constituer une étape indispensable a la mise en place de certains
tissus symbiotiques. Des travaux récents abondent dans ce sens, en effet un apport
d'inhibiteurs du transport de 'auxine, permet d'induire le développement de racines rappelant

des ectomycorhizes (Kaska et al. 1999).



A ce jour, parmi les champignons analysés seul P. tinctorius produit de I'hypaphorine en
quantité détectable, on pourrait donc douter du caractére universel de ces interactions, auxine /
anti-auxine, au cours de I'établissement de la symbiose. En fait des travaux en cours semblent
montrer qu’un champignon ectomycorhizien appartenant a un genre différents (Paxillus
involutus) et ne produisant pas d’hypaphorine, posséde néanmoins une activité anti-auxinique,
cette activité pouvant étre attribuée a la présence d'autres alcaloides indoliques (A. Jambois

communication personnelle). A ce jour il existe environ 1200 alcaloides indoliques identifiés.

L'établissement d'une ectomycorhize bloque le développement des poils absorbants. A
la place, chez les angiospermes, les cellules du rhizoderme qui auraient du porter les poils
absorbants s'allongent radialement. Considérant l'activité de I'hypaphorine sur l'allongement
des poils absorbants observée ici in vitro, nous suggérons que l'hypaphorine pourrait

contribuer a cette réorientation du développement cellulaire.

Hokk
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce chapitre présente les perspectives a court et a moyen terme qui se dégagent a l'issu de ce
travail de thése. Certaines recouvrent des études en cours, dont quelques résultats

préliminaires ont été mentionnés dans la discussion générale.



A. Conclusion générale

Le développement d’une ectomycorhize conduit a la différenciation de tissus
spécialisés et a la formation d’interfaces cellulaires indispensables au bon fonctionnement de
la symbiose. La mise en place de telles structures implique 1’établissement d’un dialogue
permanent entre les deux partenaires. Ce flux d’informations s’effectue par 1’intermédiaire
d’un échange de molécules signal dont certaines ont déja été identifiées. De nombreuses
études ont par exemple mis en évidence le réle de 1’auxine fongique au cours du
développement de I’ectomycorhize. Cependant, cette hormone bien qu’active n’agit

vraisemblablement pas seule et son activité est probablement régulée.

Nous avons montré que I’hypaphorine synthétisée et accumulée par le champignon P.
tinctorius au cours du développement de I’ectomycorhize, posséde une activité anti-
auxinique. Ainsi, certaines étapes critiques de 1’ontogenése ectomycorhizienne, devrait
impliquer un subtil équilibre entre des molécules actives telles que I’AIA et des molécules
régulatrices telles que I’hypaphorine. La régulation de I’activité de I’AIA dans les tissus de la
plante par le champignon pourrait constituer une étape indispensable a la mise en place de

certains tissus symbiotiques.

Ce travail constitue la premicre démonstration faisant état d’une réduction de I’activité
de I’AIA par un microorganisme, dans les tissus de la plante hote. De plus il semblerait que
cela soit un phénomeéne général. En effet, des travaux en cours (A. Jambois) montrent qu’un
champignon ectomycorhizien appartenant a un genre différent et ne produisant pas
d’hypaphorine, posséde néanmoins une activité anti-auxinique, cette activité pouvant étre

attribuée a la présence d'autres alcaloides indoliques.
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B. Perspectives

Voicli, les questions auxquelles il nous semble prioritaire de répondre a court terme :

Le réle de I’hypaphorine sur les flux de calcium.

Nos résultats suggerent que 1’activité de I’hypaphorine sur I’allongement des poils
absorbants et sur l’organisation du cytosquelette implique vraisemblablement une
modification des gradients de calcium cytoplasmiques. L’utilisation de fluorochromes
spécifiques, devrait permettre de visualiser les flux de calcium dans les poils absorbants en
présence d’hypaphorine.

Nous avons montré que I’AIA était capable de restaurer la croissance des poils
absorbants d’Eucalyptus préalablement inhibés par I’hypaphorine. Il serait nécessaire de
vérifier ’impact de cette reprise rapide de croissance a la fois, sur 1’organisation du
cytosquelette et sur les flux de calcium dans les poils absorbants. Ceci devrait permettre de
préciser la relation qui lie hypaphorine, auxine et flux de calcium a 1’apex des poils

absorbants.

La mise en évidence d’une compétition hypaphorine / auxine sur un récepteur

Nous avons montré que I’hypaphorine posseéde une activité antagoniste de I’auxine au
cours du développement de I’ectomycorhize. Mais, comme ’hypaphorine n’interagit qu’avec
I’acide indole 3-acétique (I’auxine naturelle), nous avons proposé que 1’hypaphorine et I’ATA
devaient entrer en compétition par I’intermédiaire du noyau indole, sur un méme récepteur.
Pour tester cette hypothése, il faudrait étudier la compétition hypaphorine / AIA /2,4 D /
ANA sur des ABPs (Auxin Binding proteins) purifiées ou in situ, a ’aide de plantes

surexprimant certaines ABPs.

La mise en évidence de génes régulés par I’hypaphorine

Comme il est vraisemblable que I’interaction hypaphorine / AIA met en jeu la
régulation de ’expression de certains génes, nous envisageons également de nous intéresser
aux génes régulés par I’hypaphorine. Cela pourra se faire a I’aide d’ESTs (Expressed Seqence
Tag) d’Eucalyptus ou de Populus, en cours d’obtention. L’identification des génes régulés par
I’hypaphorine et / ou I’auxine au cours de la colonisation racinaire contribuera a une meilleure

connaissance de I’ontogenése ectomycorhizienne.
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A long terme, la transformation de Pisolithus tinctorius en vue d’obtenir des souches
non productrices ou surproductrices d’hypaphorine, passage inévitable, devrait permettre de

préciser le role de I’hypaphorine au cours de la mise en place de la symbiose.
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Tableau 1 : Champignons mycorhiziens capables de produire des auxines libres ou des

substances de type auxinique (d’apres Beyrle, 1995)

Champignon Type de mycorhize Phytohormone Référence
Amanita ceasaria Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Amanita frostiana Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Amanita muscaria Ectomycorhize AIA Ek et al., 1983)
Ulrich (1960)
Auxine Rudawska (1980,
1982)
Strzelczyk et
Pokojska-Burdziej
(1981)
Strzelczyk et
Pokojska (1989)
Amanita rubescens Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Boletus badius Ectomycorhize AIA Ek et al., 1983)
Ulrich (1960)
Boletus bovinus Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Boletus felleus Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Boletus granulatus Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Boletus variegatus Ectomycorhize ATA Ulrich (1960)
Cenococcum Ectomycorhize AlA Ek et al., 1983)
graniforme Rudawska (1980)
Cephalosporum Ectomycorhize Auxine Strzelczyk et al.
acremonium (1977)
Cephalosporum Ectomycorhize Auxine Strzelezyk et al.
glutineum (1977)
Hebeloma Ectomycorhize AIA Gay et Debaud (1987)
cylindrosporum Gay et al. (1990)
Durand et al. (1982)
Hebeloma Ectomycorhize AlA Ek et al. (1983)
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crustiliniforme

Hebeloma hiemale Ectomycorhize AIA Gay et al. (1990)
Rouillon et al. (1986)
Tomaszewski et
Wojciechowska
(1973)

Laccaria laccata Ectomycorhize ATA Ek et al. (1983)
Ho (1987b)

Laccaria rufus Ectomycorhize AlA Ek et al. (1983)

Laccaria rufus Ectomycorhize AIA Ek et al. (1983)

Paxillus involutus Ectomycorhize Auxine Strzelczyk et
Pokojska-Burdziej
(1984)

Pezizella ericae Ericoide ATA Gay et Debaud (1986)

Auxine Berta ef al. (1988)

Pisolithus tinctorius Ectomycorhize AIA Ho (1987a)
Frankenberger et Poth
(1987)

Rhizopogon colossus Ectomycorhize ATA Ho et Trappe (1987)

Rhizopogon ellenae Ectomycorhize AIA Ho et Trappe (1987)

Rhizopogon luteolus Ectomycorhize Auxin Rudawska (1980,
1983)

Rhizopogon Ectomycorhize AIA Ho et Trappe (1987)

occidentalis

Rhizopogon Ectomycorhize AIA Ho et Trappe (1987)

subcaerulescens

Rhizopogon vinicolor Ectomycorhize AIA Ho et Trappe (1987)

Rhizopogon vulgaris Ectomycorhize AlA Ho et Trappe (1987)

Suillus bovinus Ectomycorhize AIA Ek et al. (1983)

Auxine Rudawska (1980,

1983) ; Strzelczyk et
Pokojska-Burdziej
(1984) ; Strzelczyk et
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Pokojska (1989)

Suillus granulatus Ectomycorhize AlA Ek et al. (1983) ;
Ulrich (1960)
Suillus luteus Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Ectomycorhize AIA Ek et al. (1983)
Ectomycorhize AIA Rudawska (1980,
1982, 1983) ;
Strzelczyk et
Pokojska-Burdziej
(1984)
Suillus variegatus Ectomycorhize AIA Ulrich (1960)
Endophyte de Ophrys Orchidoide AlA Barroso et al. (1986)
lutea
24 endophyte de Ericoides AlA Gay et Debaud (1986)

plantes ericoides

Tableau 2 : Milieu de culture gélosé de Pachlewski,
(A)pour le repiquage du mycélium végétatif du Pisolithus tinctorius

(B) modifié pour la germination des graines d’Eucalyptus globulus

Composition du milieu

A : concentration finale

B : concentration finale

Di-ammonium tartrate
KH;PO4

MgSO04, TH,0
D-maltose

D-glucose

Agar

Thiamine-HCI

Solution de Kanieltra'

2.72 mM
7.35 mM
2.03 mM
14 mM
100 mM
2% (p/v)
3% (p/v)

0,1% (v/v)
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Figure 1 : Structure de la molécule de 2,4 D et d’ANA (auxines de synthese),
de PCIB (anti-auxine), de TIBA et de NPA (inhibiteurs du transport des auxines)
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RESUME

La mise en place de la symbiose mycorhizienne implique I'établissement d’un dialogue entre-
deux partenaires, une plante et un champignon. Cette communication se fait par I’intermédiaire de
molécules signal. La synthese et I'accumulation d’hypaphorine (un alcaloide indolique) dans les
hyphes de Pisolithus tinctorius colonisant les racines d’FEucalyptus globulus a été précédemment
rapportée. Bien que de structure moléculaire trés proche de I’auxine naturelle (I’acide 3-indole
acétique ou AIA), I'hypaphorine ne posséde aucune activité auxinique sur le développement racinaire
ou I’élongation des poils absorbants. Au contraire, I’hypaphorine se comporte comme un antagoniste
de I’AIA. En effet, alors que les auxines (AIA et 2,4 D) stimulent faiblement I’allongement des poils
absorbants, I’'hypaphorine I’inhibe. La croissance apicale des poils inhibés par I’hypaphorine peut étre
restaurée en présence d’AIA. Cette inhibition s’accompagne de déformations a I’apex des poils, et
d’une réorganisation du cytosquelette. L’activit¢é de [I’hypaphorine pourrait impliquer une
modification des flux calciques a 1’apex des poils.

Par ailleurs, deux résultats expérimentaux confirment 1’antagonisme hypaphorine / AIA. Nous
avons montré que I’hypaphorine restaure ’allongement de pivots d’Eucalyptus inhibés par de fortes
concentrations d’AIA. De méme [’hypaphorine synthétisée et accumulée par le champignon
Pisolithus tinctorius au cours du développement de |’ectomycorhize, posséde une activité anti-
auxinique ; elle induit le redressement des hypocotyles 'd’Eucalyptus cultivés en présence d’ACC (un
précurseur de la synthése d’éthyléne). Il s’agit 12 de la premieére démonstration faisant état d’une
réduction de 'activité de I’AIA dans les tissus de la plante hote, par un microorganisme.

Ainsi, certaines étapes critiques au cours de I’ontogenése mycorhizienne, nécessiterait un subtil
équilibre entre des molécules actives comme I’AIA et des molécules régulatrices comme
I’hypaphorine.

ABSTRACT " <

Very little is known about the molecules regulating the interaction between plants and
ectomycorrhizal fungi during root colonisation. The role of fungal auxin in ectomycorrhiza has
repeatedly been suggested and questioned, suggesting that if fungal auxin controls some steps of
colonised root development, its activity might be tightly controlled in time and in space by plant
and/or fungal regulatory mechanisms. Hypaphorine, the major indolic compound isolated from the
ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius, controls root hair elongation rate. At inhibitory
concentrations, hypaphorine induces a transitory root hair tip swelling associated with root hairs
cytoskeleton reorganisation. While IAA had no activity on root hair elongation, IAA was able to
restore root hair polar growth following inhibition by hypaphorine. Hypaphorine activity could
imply calcium flux modifications at the root hair tip.

_ Furthermore, two experimental results confirm hypaphorine / IAA antagonism. We have
demonstrated that hypaphorine counteracts the inhibiting activity of IAA on Eucalyptus taproot
elongation. Likewise, while seedling treatment with ACC, the precursor of ethylene, results in
formation of an hypocotyle apical hook, hypaphorine application as well as root colonisation by
Pisolithus tinctorius, stimulated hook opening. Hypaphorine counteraction with ACC is likely a
consequence of hypaphorine interaction with [AA.

In most plant microbe interactions studied, the interactions result in increased auxin synthesis
or auxin accumulation in plant tissues. The P. tinctorius | Eucalyptus interaction is intriguing because
here, the microbe down regulates the auxin activity in,the host plant. Hypaphorine might be the first
specific IAA antagonist identified.
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