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Résumé

Le comportement mécanique d’un sol constitue un des facteurs prépondérants affectant la
croissance et le développement racinaire. L’augmentation de la résistance mécanique d’un sol
affecte I’architecture du systéme racinaire, la croissance axiale et radiale des racines, et
I’orientation de la croissance. Bien que ces réponses soient décrites sur diverses especes
végétales dans la littérature, leur mise en place et les mécanismes de signalisation sous-jacents
restent a ce jour méconnus. L’objectif principal de cette thése est d’étudier la mise en place des
réponses des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a des variations de contraintes
mécaniques de son substrat. La littérature fait état jusqu’ici de deux voies de signalisation
mécanique possibles, I’une impliquant une mécanoperception au niveau de la coiffe racinaire,
et ’autre faisant intervenir entres autres ’activation de canaux mécano-sensibles au niveau de
I’apex racinaire. Pour étudier leur implication respective, nous avons caractérisé les réponses a
une augmentation des contraintes mécaniques de racines primaires issues de la lignée
Arabidopsis thaliana sauvage et de lignées mutantes affectées au niveau de 1’organisation de la
coiffe (fez-2, smb-3, brn1-1 brn2-1) ou au niveau de canaux ioniques mecanosensibles (mcal-
null, msl45). Nous avons développé un systéme expérimental original basé sur le suivi de
croissance et d’orientation des racines dans des milieux de culture a base de Phytagel. Ces
milieux de culture permettent de mimer d’une part une augmentation a long terme et simultanée
des contraintes mécaniques axiales, radiales et des frottements et d’autre part une augmentation
a court terme des contraintes mécaniques axiales. Tout d’abord, nous avons observé que la mise
en place des réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a ces
augmentations de contraintes mécaniques reposait sur une interaction entre des processus
mécaniques (flambement) et biologiques (régulations de la zone de croissance). Ensuite, hous
avons mis en évidence gue la coiffe racinaire participait a la mise en place des réponses des
racines d’Arabidopsis thaliana face a une augmentation des contraintes mécaniques. Nos
résultats suggeérent que la coiffe pourrait constituer un siege de la mécanoperception. Par
ailleurs, nos resultats sur les lignées mcal-null et msl45 suggerent que les canaux ioniques
MCAL et MSLs participeraient également a la mise en place des réponses racinaires a

I’augmentation des contraintes mécaniques.






Abstract

Root growth and development are highly modulated by soil mechanical properties such as
texture, structure and bulk density. Increases in soil penetration resistance affect root system
architecture, root cell production and elongation, root diameter, and root tip orientation.
Although root responses to changes in mechanical stresses are well described in several plant
species, their establishment and the signaling pathways underlying these responses remains
misunderstood. The main objective of this thesis is to study the establishment of Arabidopsis
thaliana primary root responses to changes in mechanical stresses. So far, studies reported two
distinct putative mechanical signaling pathways involving either (i) the root cap as a main
mechanosensing site or (ii) the activity of stretch-activated ion channels localized on the cell
plasma membranes along the root apex. According to previous studies, we studied the
implication of the root cap and of the stretch-activated channels of the MCA and MSL families
in the root responses to increases in mechanical stresses. We developed an original experimental
set-up based on the monitoring of growth and orientation of Arabidopsis thaliana primary roots
in one-layer and two-layer Phytagel based growth media. The one-layer growth media
mimicked a long-term increase in frictions and in radial and axial mechanical stresses whereas
the two-layer growth media mimicked a short-term increase in axial mechanical stresses. We
characterized penetration abilities, growth rate and tip orientation of Arabidopsis thaliana wild
type roots (Col-0) and mutant roots showing defects in root cap organization (fez-2, smb-3,
brnl-1 brn2-1) or in stretch-activated ion channels activity (mcal-null, msl45) in one-layer and
two-layer media. Firstly, we observed that the establishment of root growth responses to
increases in mechanical stresses involved both mechanical (buckling) and biological (growth
zone modulations) mechanisms. Then, our experiments demonstrated that alterations in root
cap organization led to altered root growth responses to increases in mechanical stresses. Our
results suggest that the root cap acts as a mechanosensing site. Moreover, the results obtained
with the mcal-null and msl45 Arabidopsis lines suggest that the MCAL and MSLs ion channels

also participate in the establishment of root responses to increases in mechanical stresses.
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Ma thése a été réalisée au sein de I’Unité Mixte de Recherche PIAF (UMR INRA/UCA 547,
Physique et Physiologie Intégratives de I’Arbre en Environnement Fluctuant). Cette unité
s’intéresse au fonctionnement des arbres en réponse a des variations de facteurs de
I’environnement. L.’équipe MECA, au sein de I’'UMR PIAF, s’intéresse tout particulierement a
la régulation mécanoperceptive de la croissance et du développement architectural des plantes
pour comprendre entre autres 1’acclimatation et la résilience au vent. Depuis ’arrivée de Mme
Valérie Legué au sein de 1I’équipe MECA il y a quelques années, cette équipe a élargi sa
thématique de recherche au systéme racinaire et notamment a la réponse des racines aux
variations de contraintes mécaniques. C’est par cette présente these, réalisée sous la direction

de Mme. Legué, que la recherche orientée sur les racines végétales a été initiée.

Le systéeme racinaire est une composante essentielle du fonctionnement des plantes terrestres.
Dans le cadre de la vie stationnaire et autotrophe de la plante, il joue un réle majeur dans
I’absorption de 1’eau et des éléments minéraux et dans leur transport vers la partie aérienne,
permettant la croissance et le développement de la plante entiére. Le systeme racinaire présente
de nombreuses fonctions supplémentaires, en constituant notamment le si¢ge d’associations
symbiotiques avec des microorganismes du sol importantes dans 1’assimilation de I’azote et du
phosphore, en favorisant 1’ancrage de la plante ou encore, en limitant la dégradation des sols
par érosion et compaction. Lors de leur progression dans un sol, les racines sont confrontées a
une importante variabilité spatiotemporelle des propriétés physiques et mécaniques du sol (Jin
etal., 2013). Il est connu que les variations de contraintes mécaniques, telle qu’une compaction
du sol ou la présence d’un obstacle, entrainent de nombreuses altérations morphologiques et
physiologiques du systéme racinaire, qui peuvent étre transmises jusqu’aux parties aériennes
(Bengough et al., 2011; Potocka and Szymanowska-putka, 2018). Il a été mis en évidence que
I’augmentation des contraintes mécaniques expérimentées par les racines entrainait une
diminution de leur croissance en longueur, une augmentation de leur diametre, et une
diminution de la croissance aérienne ainsi que du rendement (Masle and Passioura, 1987;
Young et al., 1997; Whalley et al., 2008). Malgré un nombre croissant d’études portant sur les
réponses des racines ou du systeme racinaire aux variations de contraintes mécaniques, la
perception de ces variations de contraintes ainsi que les mécanismes contrdlant la mise en place

des réponses sont encore peu décrits.






C’est dans ce contexte que nous avons débuté ce projet de recherche au sein de I’équipe
MECA, visant a caractériser les réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis
thaliana a une augmentation a court et long terme des contraintes mécaniques. Pour initier
1’étude des mécanismes contrélant la mise en place des réponses mécaniques chez les racines,
nous avons étudié I’implication dans ces réponses d’une part de la coiffe racinaire et d’autre
part de certains acteurs moléculaires auparavant suggéré comme acteurs de la signalisation
mécanique. Cette these représente le début d’un projet de recherche complexe, dont 1’objectif
in fine est de comprendre I’ensemble des mécanismes de perception et de transduction du signal
mécanique au sein des racines, permettant la mise en place des réponses racinaires aux

variations des contraintes mécaniques.

Ce manuscrit est articulé en 3 parties principales. La premiére partie est une Synthése
bibliographique qui dresse 1’état des connaissances actuelles relatives a mon sujet d’étude.
Cette synthese présente les différentes composantes de la progression des racines dans un sol
ou un substrat ainsi que les effets déja connus des variations de contraintes mécaniques sur ces
composantes. La synthese bibliographique est cléturée par la présentation détaillée des
Obijectifs de la these

Ensuite, la partie Résultats est organisée en quatre chapitres. Un premier chapitre est consacré
a la caractérisation des propriétés mécaniques des hydrogels utilisés pour la culture des
plantules d’Arabidopsis thaliana. Le deuxieme chapitre porte sur les réponses de croissance
des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a des augmentations a court ou long terme des
contraintes mécaniques, mimées dans les hydrogels. Le troisieme chapitre tend a déterminer
I’importance de la coiffe racinaire dans la mise en place des réponses des racines d’Arabidopsis
a l’augmentation des contraintes mécaniques. Enfin, le quatriéme chapitre concerne des
expérimentations préliminaires réalisées les derniers mois de la these, qui visent a identifier, a
terme, des acteurs moléculaires de la perception et de la transduction de I’augmentation des
contraintes mécaniques axiales. Les résultats obtenus au cours de la these sont finalement
discutés de maniere globale au sein d’une Discussion générale et des Perspectives pour la suite

de ce projet de recherche sont proposées.
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Figure 1: Représentation d’un profil de sol. Le sol est divisée en plusieurs horizons regroupés sous deux
catégories principales : les horizons humiféres (O, A) et les horizons minéraux (E, B, C, R) (D’apres

Kaufmann et Cleveland 2007, Environmental Science )



Les sols

I.1. Composition et organisation génerales du sol

Le sol est la couche la plus externe de la crodte terrestre, résultat de I’accumulation de 1’eau,

de I’air et des organismes vivants et morts sur la roche mere (Pour livres, Stengel et Gelin,

1998 ; Drénou, 2006 ; Gobat et al., 2010). La formation du sol, ou pédogénése, se divise en

trois phases :

(i)

(i)

(iii)

L’altération de la roche mere donne naissance a des éléments grossiers (blocs,
pierres, cailloux et graviers) ainsi qu’a des particules minérales réparties en trois
classes selon leur taille : les argiles (diamétre < 2um), les limons (2 a 50um) et les
sables (50 a 200um).

La colonisation du sol par la végétation apporte de la matiere organique. Cette
matiére organique subit deux types de transformations qui sont la minéralisation® et
I’humification?. L’humus se lie ensuite aux argiles pour former le complexe argilo-
humique empéchant ainsi la dispersion de I’argile et évitant le colmatage et la
compaction du sol. Par ailleurs, les complexes argilo-humiques favorisent la
structuration, 1’aération du sol et une bonne rétention d’eau.

Des horizons de sol bien différenciés se mettent en place grace aux transferts de
matiére selon des migrations descendantes (lessivage®, podzolisation?,...) ou
ascendantes (fluctuation de la nappe®, évaporation,...). Dans un sol, deux types
d’horizons sont distingués, les horizons humiferes et les horizons minéraux (Figure
1). L’horizon humifére le plus superficiel, I’horizon organique (O), regroupe la
litiere au sens large. Le deuxieme horizon, appelé horizon de surface ou horizon
organo-minéral (A) est constitué d’un mélange de matiére organique fine et de
matiere minérale (sables, limons, argiles). Les horizons O et A reposent sur des
horizons minéraux beaucoup moins riches en matiére organique : I’horizon de
lessivage (E), I’horizon d’accumulation (B), la roche mére peu altérée (C) et enfin

la roche mére non altérée (R) (Figure 1).

! Décomposition de substances complexes d’origine organique ou minérale, en composés plus petits et de forme plus simple.
2 Transformation de la matiére organique morte en humus par ’action de la pédoflore et de la pédofaune.

3 Processus d’entrainement par I’eau des substances solides contenues dans le sol.

4 Processus de dégradation des argiles par des acides organiques, acidification du sol.

5 Variation du niveau de la nappe phréatique, en fonction des pluies.
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Box 1: Propriétés mécaniques du sol

Texture du sol
Proportion relative dans le sol des
particules minérales réparties selon leur

taille : e
- Les sables: 50 a 200pm
. S Argile Limon
- Leslimons:2 a 50um (pourcentage) (pourcentage)
- Les argiles : inférieur a 2um
30 Yoy argileux AD
Pour déterminer la texture d’un sol, on s i &
utilise un triangle textural sur lequel on Loam Loam ®
. S sableux imoneux

reporte les proportions des 3 différentes oL timon \ &

’ . . oty N
catégories de particules minérales. Les S D S H ® » o ® O

textures sont regroupées en classes : sol Sable

(pourcentage)

argileux, limono-sableux, limoneux,. ..

Structure du sol

Agencement dans I’espace des constituants du sol.
La structure est déterminée par la forme des agrégats
et elle est liée a la texture du sol mais aussi aux
activités biologiques. Par exemple, un sol argileux
aura préférentiellement une structure angulaire.

Porosité du sol

La porosité du sol désigne la fraction du volume total du sol occupé par des vides. La porosité
peut étre observée a différentes échelles et classée selon des critéres dimensionnels, fonctionnels
et selon I’origine des pores.

1em Profil cultural

- E———————— —

Eléments structuraux
(mottes, agrégats,...)

Particules élémentaires

Squelette Argile et matiéres Pores Horizon
(imons, gables) organiqueos liées toxturaux travaille

Morizon
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travaillé




Les horizons se composent tous de trois phases, représentées en proportions différentes
selon I’horizon en question : la phase solide ou matrice, la phase liquide (I’eau ou solution du
sol) qui contient les substances dissoutes et la phase gazeuse. La phase solide est constituée de
particules minérales et organiques de diverses tailles et formes. La proportion dans le sol des
particules minérales de chaque classe (argiles, sables, limons) définit la texture du sol (Box1).
La structure du sol, quant a elle, traduit la taille, la forme et la disposition de ces particules
minérales (Box1). A une échelle plus large, elle peut également faire référence a la continuité
des pores, leur capacité a retenir et transférer les fluides et substances organiques et
inorganiques. L’assemblage et la taille des éléments minéraux créent un réseau poreux et
influent de facon majeure sur la porosité. La porosité du sol désigne la fraction du volume total
du sol occupé par des vides (eau ou air) (Box1). Elle se caractérise par la distribution de la taille
des pores, par leur forme et leur connectivité. Deux classifications distinctes des pores ont été
définies selon leur taille et selon leur origine. On considére trois classes de taille : (i) les
micropores retenant 1’eau indisponible pour les racines, (ii) les mésopores retenant 1’eau utile
aux racines et (iii) les macropores remplis d’air. Par ailleurs, la porosité peut étre classeée selon
son origine en porosité structurale ou en porosité texturale. La porosité structurale regroupe la
macroporosité comme les fissures due aux cycles de dessechement/humectation du sol par
exemple, ou encore aux pores biologiques dus a 1’action des racines et aux galeries de vers de
terre. La porosité texturale, quant a elle, correspond a la porosité résultant de I’agencement des
particules de sable, limon, argile et matiere organique. La porosité intervient dans de nombreux
processus tels que la circulation de 1’eau et de 1’air, le transport de solutés et la croissance et le
développement des racines. La porosité joue également sur la densité apparente du sol qui

correspond a la masse de sol sec par unité de volume apparent.

1.2. Propriétés mécaniques des sols et leur diversité

Toutes les caractéristiques du sol, structure, texture, porosité et densité, varient fortement
dans le temps et I’espace. Dans le temps, les phénomenes rapides se produisant dans les sols
ont une origine externe, découlant aussi bien de leur interaction avec les végétaux que de
phénomenes atmosphériques tels que les précipitations ou les échanges thermiques. La
variabilité spatiale de la phase solide du sol, quant a elle, découle directement de la texture et
la structure du sol. En effet, un sol constitué de sables en quantité importante implique la
présence de pores larges, ayant une faible capacité a retenir 1’eau. Au contraire, un sol composé

de particules fines telles que les argiles permet une bonne rétention d’eau.
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La variation spatiale de la phase solide peut étre importante a la fois en profondeur, d’un
horizon a I’autre, ou pour une méme profondeur. Ainsi, du type de sol et du climat en question
dépendra la disponibilité en eau et en nutriments pour I’absorption racinaire mais également les
contraintes mécaniques expérimentées par les racines (Jin et al., 2013). D’un point de vue
mécanique, la capacité des racines a pénétrer et progresser dans le sol dépendra des propriétés
physiques et mécaniques du sol, et notamment de sa résistance mécanique a la pénétration (Jin
et al., 2013). Les racines doivent générer une pression de croissance axiale suffisante, dont
I’importance dépend de la résistance mécanique du sol qui s’oppose a la progression racinaire
(Kirby and Bengough, 2002). La résistance du sol varie selon les sols, selon leur composition

et organisation ainsi qu’en fonction des pratiques culturales par exemple.

L.2.1. Résistance mécanique des sols : outil de mesure et ordre de grandeur

La résistance mécanique d’un sol ou d’un substrat est classiquement mesurée a 1’aide
d’un pénétrometre, c’est-a-dire une sonde métallique généralement composée d’une pointe
conique attachée a un axe cylindrique, qui est poussé dans le sol a une vitesse constante (en
général, 1 mm.min™t). La force nécessaire pour pousser le pénétrométre dans le sol a vitesse
constante est mesurée, puis divisée par ’aire de la section transversale du céne pour obtenir la
rigidité du sol (Ruiz et al., 2016). Le diamétre de 1’axe cylindrique du pénétrométre peut varier
de 0,1 mm a plus de 10 mm selon I'utilité. Les pénétrométres de plus grande taille sont
fréquemment utilisés pour mesurer la dureté d’un sol destiné a accueillir des fondations. Dans
le cadre des études de la progression des racines dans un sol sont généralement utilisés des
pénétromeétres de 1 mm de diametre, taille comparable au diamétre racinaire de plusieurs
especes végeétales de grandes cultures (mais, blé, pois, ...) (Jin et al., 2013). Dans ces études, le
cylindre est choisi de fagon a ce que son diametre soit plus petit que celui du céne afin de limiter
les frottements et 1’adhésion entre le sol et le cylindre. Le c6ne du pénétromeétre peut étre plus
ou moins pointu, avec un demi-angle allant classiqguement de 5° & 30° (Tracy et al., 2012; Jin
et al., 2013). Un demi-angle plus important, autour de 30° génere un front d’expansion
sphérique lorsque le penétrométre est poussé dans le sol. Un demi-angle de 5° entraine en
revanche une déformation cylindrique, correspondant a la déformation générée par la

progression racinaire. L’acuité du cone influe sur la mesure de la résistance mécanique du sol.
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Une résistance mesurée a I’aide d’un pénétromeétre de demi-angle 30° est jusqu’a 3 fois
supérieure a la résistance mesurée avec un pénétrometre de demi-angle 15° (Ruiz et al., 2016).
L’ordre de grandeur de la résistance mécanique du sol mesurée par pénétrométrie est
généralement de 1’ordre de 1MPa mais il est important de préciser que la résistance a la
pénétration réellement expérimentée par les racines et bien plus faible que la résistance mesurée
avec un pénétrometre. Selon les pénétrometres utilisés et les espéces végétales considérées, il a
été estimé que la résistance mesurée par pénetrométrie pouvait étre de 1,5 a 7,5 fois supérieure
a la résistance expérimentée par la racine (Whiteley and Dexter, 1984; Misra et al., 1986;
Bengough and Mullins, 1990). Cette différence peut étre expliquée par plusieurs
caractéristiques de la croissance racinaire. Tout d’abord, alors qu’un pénétrometre est poussé
dans le sol, la progression de la racine est permise par une croissance en longueur de la zone
apicale. Ainsi, alors que I’ensemble de la sonde se déplace dans le sol, seulement une petite
zone a I’apex de la racine est concernée par le déplacement. De plus, contrairement au
pénétrométre, 1I’apex racinaire n’est pas forcé a prendre une direction prédéfinie et peut orienter
sa croissance localement vers des zones de moindre résistance. Enfin, les frottements qui
s’exercent sur la racine en croissance sont beaucoup plus faibles que ceux s’exercant sur le
pénétrométre, d’une part du fait de la croissance trés lente des racines (quelques micrométres
par minutes) et d’autre part grace a la production de mucilage et la desquamation des cellules

bordantes a I’apex de la racine.

L.2.2. Facteurs majeurs impactant les propriétés mécaniques des sols

La compaction du sol est en grande partie le résultat de facteurs externes, comme le passage
des engins agricoles, le travail du sol ou labour, le piétinement par les animaux, et dépend dans
une moindre mesure de sa composition propre (Batey, 2009). Les facteurs climatiques peuvent
également jouer sur la compaction d’un sol. En effet, les fortes averses peuvent entrainer la
formation de croutes de surface sur le sol et les cycles d’asséchement/humectation peuvent
modifier le contenu en eau du sol et entrainer I’assemblage des particules du sol en agrégats.
La compaction du sol correspond a une augmentation de la densité apparente du sol qui peut
aller de 1’ordre de 1,2 g.cm™ pour un sol meuble jusqu’a des valeurs supérieures a 1,6 g.cm
pour des sols trés denses (Van Noordwijk et al., 1993; Kirby and Bengough, 2002). Or, une
forte densité apparente augmente la résistance mécanique du sol. La compaction du sol entraine
également une modification de la distribution des tailles de pores, avec une diminution
notamment du nombre de pores grossiers, et altére la connectivité du réseau poreux (Tracy et
al., 2012; Shah et al., 2017).
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L’altération de la porosité limite la circulation et la disponibilité de 1’eau utile dans le sol,
au détriment de I’absorption racinaire. Sont aussi limités le transport de solutés, la diffusion de
nutriments et les échanges gazeux, affectant 1’aération du sol nécessaire a 1’activité microbienne

et a la croissance racinaire.

Le contenu en eau du sol est également une propriété physique qui altére la résistance
mécanique du sol (Bengough et al., 2011). Des sols avec une faible teneur en eau présentent un
comportement cassant, friable, alors qu’une forte rétention d’eau procure au sol un
comportement plus élastique. Pour un méme type de sol, doubler le contenu en eau de 15 a 30
kg.kg! peut diviser la résistance mécanique du sol d’un facteur 3 (Ruiz et al., 2016). L’effet du
contenu en eau dépend de la composition du sol. En effet, des sols plus argileux ou avec
beaucoup de matiére organique ont un comportement élastique malgré un contenu en eau
modéré (Richefeu et al., 2006). Selon le contenu en eau, des ponts capillaires se forment entre
les particules du sol et induisent des forces de tension qui tirent les agrégats les uns vers les
autres et augmentent la taille des hétérogénéités ou obstacles du sol (Richefeu et al., 2006). Le
dessechement d’un sol est souvent caractéris¢ a 1’aide du potentiel matriciel du sol, qui
correspond aux tensions de surface et aux ponts capillaires affectant la disponibilité en eau pour
les plantes (Kramer and Boyer, 1995). Plus le potentiel matriciel est négatif, plus le sol est
considéré comme sec mais cette relation de dépendance est non-linéaire. Un déficit en eau dans
le sol impactera la croissance racinaire de deux fagons distinctes : (i) en diminuant la quantité
d’eau disponible pour I’absorption par les racines et (ii) en augmentant la résistance mécanique
du sol (Bengough et al., 2011).

1.3. Les différents sols modeles utilisés en laboratoire

Du fait de I’opacité du sol, 1’étude du comportement racinaire, en termes de croissance,
ramification, interactions biotiques et abiotiques, constitue un véritable challenge. Si beaucoup
d’études ont tenté de caractériser le comportement racinaire dans des sols apres excavation et
lavage des racines, 1’objectif aujourd’hui est de développer des méthodes pour étudier les
racines in situ durant leur croissance et leur développement. En effet, I’excavation des racines
reste une technique destructrice et fastidieuse qui peut altérer a la fois la racine et la structure
du sol (Smit et al., 2000). Les récentes avancées des techniques d’imagerie, notamment des
techniques basees sur les radiations, facilitent 1’observation des racines en 3D dans des « vrais »
sols (Schmidt et al., 2012).
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La tomographie & rayons X a été utilisé par plusieurs études pour visualiser les racines en milieu
opaque et quantifier a la fois la structure du sol et I’architecture racinaire (Schmidt et al., 2012).
Cependant, cette technique est encore a ses balbutiements pour ce qui est de caractériser la
dynamique de croissance racinaire (Carminati et al., 2009) et ne permet pas a ce jour d’analyser
I’activité biologique, surtout a cause de 1’incapacité a 1’utiliser pour détecter des marqueurs

fluorescent (Downie et al., 2015).

Pour pallier aux problémes de visualisation des racines dans les vrais sols, de nombreuses
méthodologies expérimentales ont été élaborées : rhizotrons, milieux de croissance de type
hydrogels, ou encore milieux granulaires transparents. Ces méthodes peuvent offrir aux racines
des conditions culturales assez €loignées des conditions naturelles mais présentent chacune leur
avantage. Ces différents sols modéles sont généralement couplés avec des techniques
d’imagerie allant du simple appareil photo, a I’utilisation de la fluorescence, permettant

I’exploration non-invasive des processus de croissance racinaire et des interactions racines-sol.

1.3.1. Les Rhizotrons

Un rhizotron est un systéme permettant une visualisation 2D des racines progressant dans un
sol (Dong et al., 2003). Les rhizotrons se composent typiquement de colonnes de sol fermées
de part et d’autre par des plaques transparentes (plastique ou verre) qui sont généralement
Iégerement inclinées pour favoriser la croissance des racines a I’interface entre la surface vitrée
et le sol (Dechamps et al., 2008). Dans les rhizotrons, les racines qui progressent le long de la
vitre peuvent étre visualisées in situ sans étre manipulées ou sans altérer le sol. Les rhizotrons
ont prouveé leur utilité pour plusieurs espéces végétales comme le mais et 1’orge et permettent
d’étudier, entres autres, ’effet de stress biotiques et abiotiques sur la croissance racinaire,
comme I’impact du contenu en eau ou de la nutrition minérale du sol (Kuchenbuch and Ingram,
2002; Dong et al., 2003; Nagel et al., 2012). Comme pour toutes les techniques de culture en
2D, les études en rhizotrons négligent 1’aspect tridimensionnel complexe de la croissance et de
I’orientation des racines et peuvent ainsi masquer des éléments de réponses des racines (Downie
et al., 2015). De plus, la présence de la vitre en contact avec la racine durant sa croissance peut
constituer une source de contraintes mécaniques additionnelles, pouvant déclencher des

réponses thigmotropiques chez les racines.

17



Box 2.1 : Mesure des propriétés élastiques des hydrogels

Calcul du Module de Young ou module d’élasticité longitudinale E

E est la constante qui relie la contrainte ¢ (traction ou compression) et la déformation élastique &
(allongement ou contraction) d’un matériau. La contrainte nécessaire pour déformer le matériau d’un certain
pourcentage est mesurée. La courbe contrainte-déformation obtenue (courbe grise) présente deux phases : (i)
une phase de déformation élastique pour de faibles/moyens niveaux de contraintes et (ii) une phase de
déformation plastique pour de hauts niveaux de contraintes. Lorsqu’un matériau est déformé de facon
élastique, il retrouve parfaitement sa forine et ses dimensions initiales dés lors que I’on supprime les forces
appliquées. Selon la loi de Hooke, une déformation élastique est toujours linéairement proportionnelle a la
force appliquée. La portion de la courbe contrainte-déformation correspondant a la déformation élastique du
matériau est donc linéaire et sa pente est égale au module de Young E.

tis
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Box 2.2 : Mesure des propriétes viscoélastiques

Calcul du temps de relaxation t, - ' o n -
P z Courbes contrainte-déformation (grise) et

contrainte-temps (rouge) pour le calcul de E

La viscosité d’un matériau signifie qu’il présente une _ -
et de 7, respectivement

certaine résistance a I’écoulement en cisaillement.
Plus la viscosité augmente, et plus la capacité du
matériau a s’écouler facilement diminue, plus I’énergie dissipée par I’écoulement sera importante. Par
exemple, I’eau qui s’écoule facilement et rapidement présente une viscosité 10* fois plus faible que le miel
(de I’ordre de 107 pour I’eau et 10! pour le miel 4 une température de 20°C). Le comportement viscoélastique
des hydrogels peut étre caractérisé via le calcul du temps de relaxation 7, du matériau aprés déformation.
Pour mesurer le temps de relaxation. une déformation €lastique g, maintenue constante est imposée au
matériau. La contrainte résultante o(t, g)) est suivie en fonction du temps (courbe rouge). Dans un premier
temps, la contrainte augmente linéairement avec la déformation, puis elle diminue avant de se stabiliser. Le
temps de relaxation correspond alors au temps nécessaire pour que le niveau de contrainte se stabilise.

Modéle de Kohlrausch-Williams-Watts (KWW):

£\
O(t) = exp (_E)

Ou £ est le temps (s), 7, est le temps de relaxation pour lequel @(f) = 1/e et y est ’étendue de la distribution
dans les limites 0 <y <]
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Le contact permanent entre les racines et la vitre entraine ainsi un biais dans 1’étude de
I’orientation et de la croissance des racines. Enfin, les rhizotrons ne sont pas complétement
représentatifs d’un vrai sol, a la fois en terme de résistance mécanique, de température, de

contenu en eau, ou encore de réactions redox (Paez-Garcia et al., 2015).

1.3.2. Les hydrogels

Les substrats de type gels/hydrogels sont fréquemment utilisés en laboratoire comme
« sols modeles » pour cultiver les plantes in-vitro (Massa and Gilroy, 2003; Yamamoto et al.,
2008; Yan et al., 2017). Ces milieux sont généralement composés d’un milieu de culture adapté
a la croissance et au développement végétal, combiné a un gélifiant de type agar®. Le milieu de
croissance, qui doit étre stérile, comprend de maniere générale des macroéléments (N, P, K, Ca,
Mg, Mn, ...), des microéléments (Bo, Fe, Cu, ...), des vitamines et des sucres. Ajouté a une
solution homogeéne, 1’agar fond a haute température (autour de 85°C). Une fois refroidie, la
solution se gélifie grace a la formation d’un maillage tridimensionnel, formé par agrégation
d’hélices d’agarose. Pour la culture in-vitro, le Phytagel” est parfois préféré a 1’agar pour gélifier
un milieu de culture, car il est plus stable a haute température et confere au milieu une meilleure
clarté optique et une plus forte résistance mécanique (Schiavi et al., 2016). L’ajout de Phytagel
dans une solution chauffée puis refroidie entraine la formation d’un gel physique via la
réticulation ionique au niveau des acides glucuroniques (Morris et al., 2012). La présence d’ions
dans la solution, et particuliérement de cations divalents (Mg?*, Ca?*, ...) impacte grandement
la rigidité du milieu & base de Phytagel. En effet, les cations divalents forment des gels plus
rigides via 1’agrégation de multiples hélices (Morris et al., 2012). Le Phytagel, comme 1’agar,
confére a I’hydrogel un comportement viscoélastique (Box 2, Schiavi et al., 2016). Les
propriétés physiques et mécaniques des hydrogels a base d’agar et de Phytagel peuvent étre
affectées par la température, les vibrations ou encore la vitesse de déformation (Schiavi et al.,
2016). Pour ce qui est de I’effet de la température, il a été montré qu’un gel présentant un
module d’Young, ou module d’élasticité E, autour de 280 kPa a 20°C voyait son module
diminuer a 240 kPa a une température de 35°C (Box 2 ; Schiavi et al., 2016). De plus, pour une
méme température, augmenter la vitesse de déformation entraine également une augmentation

du module d’¢lasticité de 1’hydrogel (Schiavi et al., 2016).

& Complexe polysaccharidique composé de 70% d’agarose et de 30% d’agaropectine. L’agarose est un gélifiant composé d’un polymére linéaire
de D-galactose et de 3,6-anhydrogalactose (Chen et al., 2004). L’agaropectine est la fraction non-gélifiante de I’agar constituée d’unités D-
galactose liées a des 3-1,3-glycosides.

7 Composé poly(caroxylic acid) produit par la fermentation bactérienne. Il est composé de glucose, d’acide glucuronique et de rhamnose.
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Dans le cadre de la culture in vitro, le Phytagel ou 1’agar sont généralement ajoutés a un milieu
Murashige and Skoog (MS) ou MS/2 comprenant une quantité¢ d’ions précise et constante, a
une concentration comprise entre 0,2% et 2,5% (w/w). Dans cette gamme de concentration, il
a ¢ét¢ montré que le module d’Young des hydrogels a base d’Agar augmentait avec la
concentration en Agar, et se situait entre 1,5 kPa pour 0,3% d’ Agar et 254 kPa pour 2,5% d’Agar
(tests en compression, Normand et al., 2000). En revanche, peu d’études ont été réalisées pour
caractériser les propriétés mécaniques des hydrogels a base de Phytagel. De plus, ces propriétés
étant fortement influencées par la température, les vibrations, le contenu en ions de la solution
de base, il est difficile de les comparer entre les différentes études et avec les études portant sur
I’ Agar. Toutefois, Dobranszki et al. (2011) ont mesuré a 1’aide d’un rhéométre les modules
¢lastiques et visqueux de milieux MS additionnés soit de Phytagel, soit d’Agar. Il a ét¢ montré
qu’un milieu MS contenant 4% d’ Agar présentait un module élastique de 1360 Pa alors que le
méme milieu contenant 2% de Phytagel présentait un module de 3910 Pa (Dobranszki et al.,
2011). Bien que ces valeurs soient tres faibles par rapport aux valeurs mesurées dans les autres
études, elles illustrent le fait que le Phytagel confere au milieu une grande rigidité par rapport

al’Agar.

En plus de la rigidité du milieu, la disponibilité en eau est un paramétre primordial a prendre en
compte lorsqu’on prépare un hydrogel destiné a cultiver des plantes. Les hydrogels, aussi
appelés gels hydrophiles, ont la caractéristique d’absorber de grandes quantités d’eau sans pour
autant se dissoudre (Morris et al., 2012). Leur capacité a absorber I’eau vient de la présence
dans ces gels de groupes fonctionnels hydrophiles attachés au squelette des polymeres. Leur
capacité a résister a la dissolution vient quant a elle de la réticulation entre les mailles du réseau
(Lodha and Netravali, 2005). Dans un hydrogel, une partiec de I’eau se lie aux groupes
hydrophiles et aux ions. Une fois que ces molécules sont saturées, le réseau du gel va imbiber
de I’eau additionnelle qui va remplir les espaces ou pores entre le maillage du réseau. Cette eau
correspondra a ’eau libre du gel. Le contenu en eau libre et/ou liée du gel en fonction de la
concentration en agent gélifiant a été trés peu mesuré. Toutefois, dans une étude, il a été montré
que ’ajout de Phytagel a une résine a des concentrations croissantes impactait peu sa teneur en
eau (Lodha and Netravali, 2005). En effet, la teneur en eau dans la résine est mesurée a 19%
pour une concentration en Phytagel de 5% et & 17,2% pour une concentration en Phytagel a
50%. Entre ces deux mémes concentrations en Phytagel, le module de Young de la résine est
quant a lui multiplié par 3 (Lodha and Netravali, 2005).
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Figure 2 : Milieux transparents pour I’étude de la croissance des racines

Croissance d’une racine de pois chiche a I’intérieur d’un interstice de 9 mm entre deux disques photoélasiques. La
croissance de la racine dans I’interstice induit la déformation des disques photoélastiques (Kolb et al., 2012). Les
franges photoélastiques, aprés analyse, permettent de quantifier la force axiale exercée par les racines. (B) Principe
du milieu transparent « Refractive-Index Matched Medium » (Downie et al., 2012). La solution aqueuse et les
particules de Nafion présentent le méme indice de réfraction. Lorsque les particules sont immergées, leurs contours
ne sont plus visible (& gauche). (C-E) Exemples d’acquisitions d’images de racines progressant dans le milieu
granulaire transparent. (C) Projection 2D d’une racine de Nicotiana benthamiana obtenue par tomographie
optique, échelle = Imm. (D) Visualisation en microscopie confocale d’une racine d’Arabidopsis thaliana
exprimant de le GFP dans ses membranes plasmiques (gris) et progressant dans un milieu dont les particules ont
été colorées avec du sulphordamine-B (orange), échelle 300um. (E) Visualisation en microscopie confocale d’une

racine de Latuca sativa, échelle = 30um.
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I1 a également été montré que la diffusion de I’eau dans un hydrogel (eau milli Q et Agar) était
négativement corrélée a la concentration en agar, avec une diffusion de ’eau divisée par un
facteur 1,2 entre une solution contenant 2,5% d’agar et une solution contenant 12.5% d’agar
(Davies et al., 2010). La diminution de la teneur en eau libre et de la diffusion de I’eau dans les
gels avec I’augmentation de la concentration en agent gélifiant pourrait impacter négativement
la croissance végétale. Toutefois, 1’agar et le Phytagel étant rarement utilisés a une
concentration supérieure a 2,5 % pour la culture in-vitro, les effets sur la disponibilité en eau

peuvent étre négligés.

Les hydrogels ont été largement utilisés en culture in-vitro et présentent des avantages a la fois
en termes de visualisation du systéme racinaire, de facilité de mise en place méthodologique et
sont compatibles avec de nombreuses techniques d’imageries (Box 2). Le plus gros
inconvénient des hydrogels est qu’ils sont trés éloignés des sols, notamment au niveau de leurs
propriétés mécaniques. En effet, alors que le sol est un milieu granulaire constitue de particules
solides et de pores que les racines peuvent exploiter pour progresser, le gel est un matériau
continu présentant un maillage physique, duquel les racines doivent rompre les liaisons pour

progresser.

1.3.2. Les milieux granulaires transparents

Ces derniéres années, des tentatives de mise en place de nouveaux sols modéles ont vu le jour
pour d’une part conserver 1’atout de visualisation des hydrogels et d’autre part se rapprocher
des conditions naturelles en termes de propriétés mécaniques experimentées par les racines.
Divers milieux granulaires transparents destinés a 1’étude des racines sont apparus dans la
littérature dans ce but (Bengough et al., 2009; Downie et al., 2012; Kolb et al., 2012). Dans
certaines études, des grains ont été ajoutés a un milieu de croissance classique pour mimer la
structure granulaire d’un sol (Bengough et al., 2009; Vollsnes et al., 2010). Les grains peuvent
étre représentés par des billes de verres mobiles ajoutées dans un milieu type hydrogel ou encore
par des plots fixes immergés dans une solution hydroponique. Dans les deux cas, le milieu de
croissance ou solution nutritive permet de contréler 1‘apport en eau et en nutriments pour les
racines et les grains/plots permettent de mimer la présence d’obstacles et d’un réseau poreux
exploitable par la croissance racinaire (Bengough et al. 2009, Kolb, unpublished). Selon
certaines études, la présence des grains peut avoir un double usage et permettre de mieux
comprendre la progression racinaire dans un sol. Kolb et al. (2012) ont mis en place un systéme
dans lequel deux billes photoélastiques éclairées par une lumiére monochromatique et placées

entre deux filtres polarisant étaient séparées d’une distance donnée (Figure 2A).
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Figure 3 : Progression d’une racine dans un sol.

Les trois principales composantes de la progression d’une racine dans
un sol sont la croissance en longueur concrétisée par 1’élongation
cellulaire, ’orientation de la croissance, et I’ancrage des racines
permis a la fois par I’initiation de poils absorbants et de racines
latérales. Lors de leur croissance, les racines exercent une contrainte
axiale o, et une contrainte radiale o, sur le sol qui impose en retour des
contraintes axiale et radiale opposées sur la racine. L’¢longation
racinaire entraine également des frottements F, entre le sol et les

cellules en expansion.
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Une graine de pois chiche (Cicer arietinum L.) est alors posée au-dessus des billes et les racines
qui en émergent sont amenées a progresser dans I’espace entre les deux billes. Lors de leur
passage, les racines déforment les billes photoélastiques et des franges optiques se développent
en relation avec la charge mécanique imposée par le passage des racines (Figure 2A). Cette
méthode permet ainsi de quantifier la force radiale exercée par les racines lors de leur passage
dans le pore (Kolb et al., 2012). Par ailleurs, Downie et al. (2012) ont élaborés un milieu
transparent plus réaliste que les hydrogels regroupant des particules solides et des pores
contenant de 1’eau et de I’air. IlIs ont exploités 1’indice de réfraction des matériaux pour
incorporer des particules solides dans le milieu nutritif tout en les rendant invisibles. En effet,
si des particules solides d’indice de réfraction donné sont immergées dans un liquide de méme
indice de réfraction, alors les contours des particules ne sont plus visibles (Figure 2B). Dans
leur étude, Downie et al. (2012) ont utilisé des particules de Nafion immergées dans une
solution aqueuse. Le but de ce procédé est de constituer un milieu granulaire dont les particules
solides n’obturent pas la croissance et le développement racinaire (Figure 2B). Ils ont combiné
cette méthode de culture aux techniques de Tomographie a projection optique et de microscopie
confocale, permettant d’obtenir une représentation 3D des racines et la cartographie de

marqueurs fluorescents (Figure 2C-E; Downie et al., 2012).

1. Composantes de la progression des racines dans un sol

La progression d’une racine dans un sol ou un substrat dépend de nombreux mécanismes
internes a la racine ainsi que des interactions racines-environnement (Figure 3). La croissance
primaire qui s’établit a ’apex des racines par la production et 1’élongation successives des
cellules agit comme un moteur de la poussée axiale de la racine dans le sol/substrat. La
croissance primaire génere une force de pression de croissance, également appelée contrainte
axiale, qui permet a la racine de déplacer les particules du sol ou du substrat pour progresser.
Le sol en retour impose une contrainte axiale qui s’oppose a la croissance racinaire (Figure 3).
Lors de 1’¢longation de la racine, des contraintes de frottements sont également mises en jeu
entre les cellules en élongation de la racine et le sol environnant (Figure 3). En plus du taux de
croissance axiale de la racine, 1’orientation de cette croissance est également une composante
clé de la progression racinaire dans le sol/substrat. Dans les sols homogenes, en 1’absence de
stimuli asymétriques, les racines poussent en direction du vecteur de gravité. Or, en conditions
naturelles, 1’environnement dans lequel les racines évoluent est rarement homogene,
notamment au niveau de la disponibilité en eau et en nutriments et au niveau des propriétés

mécaniques.
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Box 3 : Organisation de la racine primaire d’Arabidopsis thaliana
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La racine primaire d’Arabiopsis est composé de 5 tissus qui sont :

l Stele = Cortex
§ Péricycle & Epiderme
(] Endoderme

Les tissus racinaires sont issus du Méristéme Apical Racinaire (MAR)
composé de 3 types cellulaires principaux :

Le centre quiescent (=) est composé de 4 cellules indifférenciées qui
se divisent trés peu.

Les cellules initiales (@) qui entourent le centre quiescent sont des
cellules indifférenciées qui ont acquis leur identité et qui se divisent
pour donner naissance aux cellules filles.

Les cellules filles sont des cellules indifférenciées qui se divisent
fortement au niveau de la zone de division. A la fin de la zone de
division. les cellules filles cessent progressivement de se diviser et
commencent & s’allonger dans la zone de transition. Une fois dans la
zone d’élongation, les cellules ne se divisent plus et s’allongent pour
atteindre jusqu’a 20 fois leur taille initiale

Le MAR est protégé vers le bas par la coiffe racinaire, composée elle-
méme de deux tissus :

® La Columelle () La Coiffe Latérale

Division des initiales pour former les tissus racinaires

Les couches cellulaires de cortex et d’endoderme proviennent
d’une méme initiale, I’initiale Cortex/endoderme (.) qui se
divise en deux temps : d’abord de facon anticline puis de
facon péricline.

Les couches cellulaires d’épiderme et de coiffe latérale
proviennent d’une initiale commune ( ) qui se divise
¢galement de facon anticline puis péricline. Le MAR des
racines d’Arabidopsis est un méristéme fermé, et différe des
méristémes ouverts, au sein desquels I’épiderme et la coiffe
latérale sont issues de deux initiales distinctes.

Les couches cellulaires composant la stéle proviennent d’un
lot d’initiales péricycle/vaisseaux qui sont proximales au
centre quiescent (B7).

Les cellules de la columelle sont issues de la division d’un lot
d’initiales propres disposées juste en dessous du centre

quiescent (‘).

A chaque division formative des initiales EPI/LRC et COL,
une nouvelle couche de de facon proximale a la précédente,
déplacant la couche voisine plus ancienne vers la périphérie de
la racine.

(Benfey et Scheres, 2000; Scheres et al., 2002;
Benfey et al., 2013; Kumpf et Novack, 2015)




Les racines sont fréquemment amenées a réorienter leur croissance en direction de stimuli (eau,
nutriments, oxygene,...) ou a l’opposé d’obstacles pour optimiser la croissance et le

développement végétal.

I1.1. La racine primaire d’Arabidopsis thaliana

La racine primaire d’Arabidopsis thaliana, comme les racines de la plupart des espéces
végétales, peut étre vue comme un ensemble de cylindres concentriques (Box 3). Elle est
composée radialement de 5 tissus distincts qui sont, du plus externe au plus interne, 1I’épiderme,
le cortex, I’endoderme, le péricycle, et la stéle contenant les tissus vasculaires. L’apex de la
racine est entouré d’un tissu particulier, la coiffe racinaire, composé lui-méme de deux types
cellulaires : les cellules de la columelle (COL) au centre et les cellules de la coiffe latérale
(LRC) (Figure 4). Chez Arabidopsis, la columelle est composée de 4 a 6 couches cellulaires
alors qu’on en compte plus de 20 chez le mais. La coiffe latérale, quant a elle, est composée
chez Arabidopsis de 3 couches de cellules, dont la plus externe recouvre 1’épiderme. Les
cellules de la coiffe racinaire, tout comme les cellules des 5 tissus composant le corps de la

racine sont issues du méristéme apical racinaire (MAR).

I1.1.1. Le méristeme apical racinaire : des cellules souches aux tissus racinaires

Chez Arabidopsis thaliana, 1’organisation du MAR a été précisément décrite (Benfey and
Scheres, 2000; Arnaud et al., 2010; Kumpf and Nowack, 2015) (Box 3). Le centre quiescent
(QC) est composé de 4 cellules indifférenciées qui se divisent rarement. L’identité du centre
quiescent est spécifié grace a deux voies de signalisation : la voie impliquant les facteurs de
transcription (FTs) PLETHORA (PLT) et la voie impliquant les FTs SHORT ROOT
(SHR)/SCARECROW (SCR) (Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007).
Les protéines PLTs, présentes principalement dans la niche de cellules souches, induisent la
division cellulaire. SHR, quant a lui, se déplace de la stele vers le centre quiescent ou il active
la transcription de SCR qui permet a son tour de maintenir 1’identité du QC (Sabatini et al.,
2003). 1l a été mis en éevidence que SHR pouvait se déplacer également dans les cellules de
I’endoderme pour y induire I’expression de SCR et que SHR et SCR interagiraient ensuite pour
promouvoir la division des cellules filles du cortex et de I’endoderme ainsi que la spécification

des cellules endodermiques (Levesque et al., 2006; Cui et al., 2007).
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Centre quiescent

Coiffe latérale Columelle

Cellules
Bordantes

Figure 4 : La coiffe racinaire d’Arabidopsis thaliana.

Une racine primaire d’Arabidopsis thaliana agée de 5 jours a été prélevée, colorée a I’iodure de propidium (PI) et
observée au microscope confocal. La coiffe racinaire présente trois types de cellules différenciées, les cellules de
la coiffe latérale, les cellules de la columelle, et les cellules bordantes. Chaque division formative des initiales
forme une nouvelle couche de cellules de coiffe latérale ou de columelle, qui pousse la couche cellulaire plus agée
vers I’extrémité de la coiffe. La coiffe est ainsi organisée en couches cellulaires d’age croissant. Les cellules les
plus agées, c’est-a-dire sur la couche la plus externe de la coiffe sont desquamée, soit aprés avoir subi une mort

programmée, soit vivantes. Les cellules vivantes desquamees constituent les cellules bordantes.

Figure5: Controle moléculaire de la mise en place de I’apex

racinaire d’Arabidopsis thaliana (d’aprées Kumpf and

7\ woxs Nowack, 2015)
ACR4 ARF10/16

SMB CLE40

BRN1/BRN2 &

CEL5
QUA1
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Le QC est a ’origine de la mise en place et la maintenance du méristéme, il est non seulement
la source des cellules initiales qui ’entourent mais permet également le maintien de ces
dernieres dans un état indifférencié. Les cellules du QC produisent un signal de courte portée
pour maintenir les cellules initiales voisines en état indifférencié. Le FT WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX5 (WOXS5), qui agit en aval de SCR et SHR, a été désigné comme
signal probable. Le gene WOX5 est exprimé dans le centre quiescent et il est requis pour inhiber
la différenciation des cellules souches (Sarkar et al., 2007). 11 a été montré que 1’expression de
WOXS5 était réprimée dans les cellules en dehors du centre quiescent via 1’action du récepteur
kinase (RLK) ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4), lui-méme activé par 1’action du peptide
CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION40 (CLE40) (Stahl and Simon, 2009).

I1.1.2. La coiffe racinaire : tissu en renouvellement constant

La coiffe racinaire est organisée en multiples couches cellulaires d’age croissant (Box
3, Figure 4) (Dolan et al., 1993). Les cellules filles de la coiffe racinaire se différencient trés
rapidement aprés leur formation. Juste apres la division des initiales COL, les proplastes
contenus dans les cellules filles COL commencent a accumuler de I’amidon, ce qui augmente
considérablement leur poids, et qui entraine leur sédimentation au sein des cellules COL (lijima
et al., 2008). Ces amyloplastes, appelés statolites, permettent aux cellules COL internes,
appelées statocytes, de percevoir la gravité (Cf gravitropisme) (Strohm et al., 2012). L’amidon
contenu dans les amyloplastes est progressivement dégradé lors de la différenciation des
statocytes en cellules sécrétrices. Dans ces cellules constituant la couche COL externe, le
nombre d’organelles augmente, notamment 1’appareil de golgi et les vésicules secrétrices
(Juniper and Clowes, 1965). Contrairement aux cellules COL, les jeunes cellules LRC se
difféerencient uniquement en cellules sécrétrices. Aprés une différenciation compléte, les
cellules sécrétrices COL et LRC augmentent leur volume, jusqu’a un facteur 10 (Juniper and
Clowes, 1965; lijimaetal., 2008). Les cellules sécrétrices synthétisent et exportent un mucilage
composé de polysaccharides de haut poids moléculaire. Le mucilage forme une capsule hydro-
soluble autour de I’apex racinaire ayant une fonction de lubrification. Au niveau moléculaire,
le développement de la coiffe racinaire implique I’action de CLE40, ACR4 et WOX5 (Figure
5). Il a été montré notamment que les mutants acr4 et cle40 présentaient des couches d’initiales
COL additionnelles, d0 a un défaut de différenciation des cellules filles COL (Stahl and Simon,
2009).
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Figure 6 : Expression des genes FEZ, SMB, BRN1 et BRN2 dans les cellules de la coiffe racinaire
d’Arabidopsis thaliana (d’aprés Willemsen et al., 2008a; Bennett et al., 2010, 2014)

(A-B) Coiffes issues de racines dgées de 5 jours colorées a I’Todure de Propidium (PI) et exprimant FEZ:FEZ-GFP
(A) ou SMB:SMB-GFP (B). (C-D) Colorations GUS dans I’apex de racines dgées de 5 jours exprimant
BRN1pro:GUS (C) et BRN1pro:GUS (D).

Figure 7 : Morphologie de la coiffe racinaire d’Arabidopsis thaliana chez les racines sauvages (A, D), smb-3
(B, E), fez-2 (C, F) et brn1-1 brn2-1 (G) (D’apreés Bennett et al. 2010 ; Bennett et al. 2014)

(A-G) Racines agées de 7 jours et colorée au Lugol. (A-C) Les astérisques désignent 1’emplacement du centre
quiescent. Les fleches jaunes désignent les couches de cellules initiales COL. (D-F) Les astérisques verts désignent
la cellule initiale EPI/LRC. Les fleches blanches désignent la couche cellulaire de I’épiderme. Les fléches bleues,

roses et noires désignent les couches de cellules LRC.
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En plus d’ACRA4, le récepteur RLK CLAVATAL (CLV1) serait également impliqué dans la
différenciation des cellules filles COL (Stahl et al., 2013). Le mutant clv1 présente, tout comme
acr4, une accumulation d’initiales COL indifférenciées. L’action d’ACR4 et CLV1 étant
redondante, une interaction entre les deux récepteurs RLKs pour promouvoir la différenciation
des cellules COL peut étre suggérée (Stahl et al., 2013). Au niveau de la coiffe racinaire, la
balance entre la maintenance des initiales COL et EPI/LRC et la différenciation cellulaire est
en partie contr6lée par des FTs de la famille NAC [pour NAM (NO APICAL MERISTEM),
ATAF (ARABIDOPSIS TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR), CUC (CUP-SHAPED
COTYLEDON)] (Revues Arnaud et al. 2010 ; Kumpf et Nowack 2015) (Figure5). Dans cette
famille, plusieurs facteurs de transcription ont un réle important.

Le FT FEZ s’accumule dans les initiales LRC et COL ainsi que dans les cellules filles LRC et
COL apres division. Il est codé par le gene FEZ dont I’expression est cyclique, c¢’est a dire que
ce geéne s’exprime a tour de rdle dans les initiales et dans les cellules filles (Figure 6). FEZ est
impliquée dans la régulation de la division des cellules souches de la columelle et de la coiffe
latérale. Chez le mutant de perte d’expression fez-2, les divisions périclines des initiales de la
columelle et de la coiffe latérale sont moins fréquentes (seulement 23% du taux de division des
racines sauvages) (Bennett et al. 2014). En revanche, les divisions anticlines des cellules
souches EPI/LRC, générant les cellules de 1’épiderme, ne sont pas différentes chez les racines
fez-2 par rapport aux racines sauvages (Bennett et al. 2014). La mutation conduit a la mise en
place d’une seule rangée de cellules de la coiffe latérale au lieu de 3 chez les racines sauvages,
et entraine le raccourcissement de la couche externe de coiffe latérale sans pour autant impacté
le nombre de cellules de cette couche (Bennett et al. 2014; Figure 7). Par ailleurs, la taille et le
nombre des cellules du MAR ainsi que la longueur des racines fez-2 sont comparables a ce qui
est observé chez les racines sauvages, suggérant qu’il n’y a pas de défaut de production de
cellules dans la zone de division des racines fez-2 (Willemsen et al., 2008). FEZ pourrait
interagir avec la protéine RETINOBLASMA-RELATED (RBR) pour promouvoir la division
des cellules de la coiffe.

Le FT SOMBRERO (SMB) intervient quant a lui dans la différenciation des cellules issues des
initiales de la coiffe. L’expression de SMB est activée par FEZ dans les cellules filles et réprime
I’expression de FEZ en retour dans ces mémes cellules pour inhiber leur division et promouvoir
leur différenciation (Figure 6B). Chez le mutant de perte d’expression smb-3, une couche
additionnelle de cellules initiales de la columelle et de la coiffe latérale est mise en place juste
en-dessous du QC (Figure 7B).
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Il a été montreé que la coiffe de la lignée smb-3 contenait systématiquement une couche cellulaire
de coiffe supplémentaire, provenant d’une difficulté¢ des cellules en position mature a se
détacher correctement de 1’apex racinaire (Bennett et al. 2014). Sur des racines smb-3 ageées de
7 jours ou plus, une couche de cellules LRC additionnelle a également été observée a I’extérieur
de I’épiderme et les cellules contenus dans cette couche ne présentaient pas la morphologie
normale des cellules LRC matures (Figure 7E; Bennett et al. 2014). 1l semblerait que les cellules
LRC chez le mutant cessent difficilement de se diviser et présentent un retard dans leur
différenciation. De plus, la columelle apparait désorganisée chez la lignée smb-3 par rapport a

la lignée sauvage (Bennett et al. 2014).

Les cellules COL et LRC composant les couches les plus externes, et donc les plus
agées, se détachent peu a peu du reste de la coiffe permettant le renouvellement permanent de
la coiffe racinaire. La balance entre la production de nouvelles cellules et la desquamation des
plus anciennes permet ainsi une homéostasie de la taille et du nombre de cellules de la coiffe
racinaire (Box 3, Figure 4) (Barlow, 2003). Lorsque les cellules LRC de la couche externe
atteignent la zone d’¢élongation, elles rentrent en mort cellulaire programmée (PCD) et sont
relachées dans la rhizosphére. En revanche, les autres cellules LRC matures a I’apex ainsi que
les cellules COL les plus agees sont desquamées vivantes et permettent entre autres la libération
de cellules bordantes dans la rhizosphére (Figure 4) (Driouich et al., 2007). Les BCs, cellules
parfaitement viables malgré leur séparation de la coiffe, présentent une forte activité
métabolique et présentent des fonctions de cellules sécrétrices (Hawes, 1990; Wang et al., 2017;
Wen et al., 2017). De plus, ces cellules sont parfaitement distinctes des cellules COL et LRC
de par leur contenu protéique et leur information génétique (Hawes and Lin, 1990; Brigham et
al., 1995). De ce fait, les BCs sont consideérées comme le troisieme stade de différenciation de
la coiffe racinaire. La séparation des BCs du reste de la coiffe est encore méconnue mais semble
requérir I’action de plusieurs enzymes de dégradation de la paroi cellulaire, comme les pectines
methylesterases, qui seraient secrétées dans le mucilage (Stephenson and Hawes, 1994; Wen et
al., 1999; del Campillo et al., 2004; Mravec, 2017). Le mucilage permet également de maintenir
les BCs reliées a la coiffe jusqu’a sa solubilisation par 1’eau (Brigham et al., 1995). Chez
Arabidopsis, I’apex racinaire libére des BCs particuliéres, appelées BC-like (BCL), qui sont
regroupées en 3 ou 4 cellules organisées en une seule couche (Vicré et al., 2005). Il est apparu
que les homogalacturonans, composants de la paroi cellulaire de la famille des pectines,
empéchaient le détachement des BCs les unes des autres et ainsi permettaient la formation des
BCL (Durand et al., 2009).
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Figure 8 : Contréle hormonal du développement de la racine primaire d’Arabidopsis thaliana

Schématisation simplifiée du role des différentes hormones dans la division et I’élongation des cellules et de leurs

interactions. Les fleches rouges indiquent le transport polaire d’auxine. Le cercle rouge indique 1’accumulation

d’auxine dans les cellules COL. IAA : Auxine ; JA : Acide Jasmonique ; SL : Strigolactones ; ABA : Acide
Abscissique ; CKs : Cytokinines ; BR : Brassinostéroides ; GA : Acide Gibbérellique.
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Le nombre de BCs libérées chaque jour par 1’apex racinaire est trés variable selon les
espéces, de 10 ou moins pour les plantes avec un MAR fermé comme le tabac (Nicotiana
tabacum) et Arabidopsis a plusieurs milliers pour les plantes avec un MAR ouvert (10000 chez
le Pin) (lijima et al., 2000; Vicré et al., 2005; Hamamoto et al., 2006).

BEARSKIN (BRN) 1 et 2, FTs de la famille des NAC, sont tous deux impliqués dans la
régulation de la desquamation des cellules de la columelle (Figure 5). Les deux FTs
s’accumulent dans les cellules COL matures et les cellules LRC adjacentes, c’est-a-dire
uniquement dans les couches cellulaires de la coiffe les plus externes (Figure 6C) (Bennett et
al., 2010). L’expression de BRN1 et BRN2 est induite pendant la maturation des cellules des
couches extérieures de la coiffe et leur expression dans les cellules matures de la coiffe latérale
semble étre notamment induite par le facteur de transcription SMB (Kamiya et al., 2016). Les
mutants de pertes d’expression brnl-1 et brn2-1 ne présentent pas de phénotype particulier. En
revanche, chez le double mutant brnl brn2, les cellules matures ne sont pas desquamées et
restent attachées a la coiffe racinaire, suggérant que les deux génes régulent de maniere
redondante la séparation des couches de cellules COL (Bennett et al. 2010) (Figure 7G). Il a
récemment €t¢é montré que BRN1 et BRN2 activaient 1’expression d’un gene codant un
polygalacturonase dans les couches externes de la coiffe racinaire et que 1I’expression de ce géne

facilitait ensuite la desquamation des cellules (Kamiya et al., 2016).

11.1.3. Contréle hormonal de la mise en place de [’apex racinaire d’Arabidopsis thaliana

Les protéines contrlant le développement de la racine et de la coiffe racinaire agissent en
paralléle ou sont elles-mémes contr6lées par des hormones. Le role des hormones dans le
développement végetal est de premier ordre. La balance entre la production des cellules, leur
élongation, leur différenciation et leur desquamation est mise en place par un contrdle hormonal
complexe est spécifique qui implique I’action individuelle des hormones ainsi que leurs

nombreuses interactions synergistes ou antagonistes (Figure 8).

7

+ L’auxine

L’auxine est la premicére hormone dont les processus de transduction ont été précisément
caractérisés (Lee et al., 2012; Jalean J. Petricka, Cara M. Winter, 2013; Pacifici et al., 2015).
L’auxine est synthétisée chez les végétaux au niveau de I’apex de la tige puis est transportée

dans la stele de fagon basipéte jusqu’au QC et aux initiales COL.
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Figure 9 : Transport de I’auxine dans I’apex racinaire d’Arabidopsis thaliana grace aux transporteurs

d’efflux de I’auxine PINs (d'aprés Feraru and Friml, 2008)

La localisation de I’expression de PIN1, PIN2, PIN4 et PIN7 est présentée sur les images microscopiques grace a
des constructions GFP pour chaque géne. Le schéma présente la place de chagque membre de la famille des PINs

dans les transports basipéte et acropéte de 1’auxine dans I’apex racinaire d’Arabidopsis thaliana.
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La columelle constitue un puits d’auxine et le sieége de sa redistribution vers les cellules de la
coiffe latérale (Brunoud et al., 2012) (Figure 8). Il a été montré que la perte d’accumulation de
I’auxine dans les initiales de la columelle entrainait 1’apparition de couches de columelle
additionnelles (Friml et al., 2002a). L auxine est ensuite transportée de facon acropéte dans les
couches cellulaires de 1’épiderme et du cortex (Figure 8). Ainsi, les transports basipéte et
acropéte de 1’auxine sont spatialement distincts (Swarup et al., 2001; Blilou et al., 2005; Balzan
et al., 2014). Dans I’apex racinaire, une homéostasie de 1’auxine est mise en place grace a la
combinaison du transport polaire et d’une biosynthése locale d’auxine (Petersson et al., 2009).
Le transport de ’auxine est permis par 1’action combinée des transporteurs d’influx d’auxine,
comme les PINs et les ATP-BINDING CASSETTE GROUP B (ABCB), et des transporteurs
d’influx d’auxine dont ceux de la famille des AUX1/LAX (Blilou et al., 2005; Grieneisen et
al., 2007; Balzan et al., 2014). Les transporteurs AUX1/LAX semblent impliqués dans la
formation du MAR durant les stades précoces de I’embryogénése, et notamment dans la
formation de la coiffe racinaire (Ugartechea-Chirino et al., 2010). Cependant, ils n’apparaissent
pas directement impliqués dans 1’activité ou le maintien du QC et des initiales. Les protéines
PIN, quant a elles, semblent jouer un rdle clé dans la spécification du centre quiescent en créant
un maximum d’auxine au niveau du MAR basal (Sabatini et al., 1999; Blilou et al., 2005;
Grieneisen et al., 2007; Feraru and Friml, 2008) (Figure 8). Le positionnement des protéines
PIN dans la racine est régulé par la protéine kinase PINOID (PID) (Benjamins et al., 2001).
PID phosphoryle les PINs pour les conduire au niveau de la membrane plasmique basale des
cellules. Une fois présente dans la cellule, I’auxine se fixe a un récepteur nommé TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE 1/ AUXIN-SIGNALING F-BOX PROTEINs (TIR1/AFBs),
composant d’un complexe E3 ubiquitine ligase. Le complexe auxine-TIR1/AFBs cible les
répresseurs transcriptionnels de la famille auxin/indole-3-acetic acid (Aux/IAA) qui sont fixés
sur les promoteurs de génes de réponse a I’auxine (Auxin Response Factors, ARFs) (Kepinski
and Leyser, 2005). Il va alors entrainer leur dégradation par le protéasome, ce qui permettra
’activation transcriptionnelle des ARFs. Au stade embryonnaire, le maximum d’auxine induit
la spécification du QC et la formation de la racine, notamment via I’action des deux ARFs
MONOPTEROS/ARF5 (MP/ARF5) et NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL4/ AUXIN
RESPONSE FACTOR 7 (NPH4/ARF7) (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007; Jiang and
Feldman, 2010). ARF5 et ARF7 induisent I’expression de certains genes PLETHORA (PLTs),
comme PLT1, PLT2, PLT3 et BABYBOOM (BBM), qui sont des protéines clés dans la
régulation du développement racinaire et agissent de maniere dose-dépendante (Aida et al.,
2004; Galinha et al., 2007).
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A haute concentration, ARF5 et ARF7 maintiennent 1’activité et la position du QC et des
initiales, notamment en régulant la transcription des PINs. En revanche, en faible concentration,
ils régulent la division et la différenciation des cellules filles, notamment des cellules filles de
la coiffe racinaire (Galinha et al., 2007). Les ARF10 et ARF16 sont quant a eux impliqués dans
le control des divisions des initiales COL. Il a en effet été montré qu’une perte de fonction
combinée de ces deux ARFs entrainait la mise en place d’une coiffe désorganisée contenant des
cellules initiales COL additionnelles (Wang, 2005). ARF10 et ARF16 sont régulés de facon
post-transcriptionnelle par le microARN (miARN) miR160 (Wang, 2005). En effet, la
surexpression de miR160 et le double mutant KO arfl10 arfl6 présentent le méme phénotype,
c’est a dire une racine avec un développement retardée, insensible a la gravité présentant des
initiales COL additionnelles et élargies. Il a été montré que miR160, en inhibant ARF10 et
ARF16, entrainait I’inhibition de I’expression de WOX5 et PLT1 dans les cellules filles COL
(Wang, 2005). Ce mécanisme favoriserait ainsi le maintien de 1’état indifférencié des initiales
distales. En conclusion, I’auxine régule le QC et les initiales du MAR a la fois en inhibant

I’activation du QC et en promouvant la différenciation des cellules initiales.

R

«» Autres hormones et interactions

Les Cytokinines (CKs) et 1’auxine interagissent de fagon antagoniste pour contrdler la
croissance racinaire durant le développement post-embryonnaire (Figure 8). Cette interaction
permet de réguler la taille du méristeme. Alors que I’auxine promeut la division cellulaire et la
maintenance de 1’état indifférencié des cellules, notamment en inactivant la signalisation des
CKs, les CKs stimulent en retour la différenciation des cellules dans les zones de division et
d’¢longation en supprimant le transport et la distribution d’auxine dans ces cellules (Dello loio
et al., 2008; Ruzicka et al., 2009). Entre autres, les CKs inhibent I’expression de PIN1 et PIN4
et induisent I’expression de PIN7, permettant de réguler la distribution de 1’auxine (Ruzicka et
al., 2009). 1l a été montré également que le transport polaire de I’auxine était régulé par un
transport symplastique de CKs via le phloeme (Bishopp et al., 2011). Cette régulation
maintiendrait le pattern vasculaire du MAR. Les CKs ne semblent pas avoir de role ni dans la

spécification du QC ni dans la maintenance des cellules initiales (Dello loio et al., 2008).
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L’¢éthyléne est une hormone gazeuse produite par les plantes, connue pour inhiber 1’¢élongation
cellulaire et stimuler la sénescence. Au niveau de la coiffe racinaire, 1’éthyléne semble réguler
la taille de la coiffe en influencant la production et la desquamation des cellules (Ponce et al.,
2005). De plus, il serait impliqué dans la différenciation des statocytes (Ponce et al., 2005).
L’éthyléne induit la biosynthése d’auxine et module sa distribution transport-dépendante,
induisant ainsi I’inhibition de 1I’expansion des cellules a la sortie du MAR (Figure 8, Swarup et
al., 2007). Le mutant etol qui produit de 1’éthyléne en excés présente un taux de division
cellulaire ectopique dans le QC (Ortega-Martinez et al., 2007). L’induction de ces divisions est
¢galement observé chez les racines traitées avec de ’acide naphthylphtalamique (NPA,
inhibiteur de transport de 1’auxine), suggérant que I’effet de I’auxine sur le QC requiert une
biosynthese de I’auxine éthyléne-dépendante (Ortega-Martinez et al., 2007). Chez les racines
de mais, il a été montré en effet que I’effet du traitement NPA était annulé par une application

d’éthyleéne (Ponce et al., 2005).

L’acide abscissique (ABA) est une hormone végétale impliquée dans I’induction de la tolérance
a la dessiccation du grain, la dormance, la tolérance au stress et la fermeture des stomates
(Frinkelstein et al., 2002). L’ ABA inhibe la croissance racinaire a de fortes concentrations (de
I’ordre du pM) mais la stimule a de plus faibles concentrations (de 1’ordre du nM) (Figure 8,
Zhang et al., 2010). Dans le MAR, 1I’ABA serait impliqué dans la maintenance du QC et semble
inhiber la différenciation des cellules initiales (Zhang et al., 2010). De plus, I’ABA inhibe la
division cellulaire dans le MAR et réduit le taux de différenciation, résultant en une
augmentation du nombre de cellules dans les zones de division et de transition. Cette action se
ferait par le biais de 1’action de WOXS5 mais n’impliquerait pas la biosynthése de I’éthyléne

(Zhang et al., 2010).

Les gibbérellines (GAs) appartiennent a une famille de phytohormones régulant a la fois la
croissance de la racine et celle de la tige, la germination, et I’élongation des cellules. Au sein
des cellules, les GAs se lient a un récepteur nommé GA INSENSITIVE DWARF1 (GID1),
activant I’interaction GID1-DELLA induisant ainsi la dégradation rapide de DELLA par le
protéasome (Schwechheimer, 2008). La dégradation de DELLA permet la régulation
transcriptionnelle des génes de réponse aux GAs (Ubeda-Tomas et al., 2008, 2009; Achard et
al., 2009). DELLA notamment induit les niveaux de certains inhibiteurs du cycle cellulaire tel
que KIP-RELATED PROTEIN 2 (KRP2) et SIAMESE (SIM). Dans le MAR, la biosynthese
de GAs, entrainant la dégradation de DELLA, permet ainsi d’activer la prolifération cellulaire

(Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009) (Figure 8).
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11.2. Croissance axiale de I’apex racinaire

La croissance racinaire implique deux processus cellulaires fondamentaux que sont la division
cellulaire et 1’¢longation cellulaire. La prolifération des cellules dans la zone de division du
MAR génére un flux de cellules qui pousse les cellules plus anciennes dans la zone d’élongation
puis dans la zone de différenciation. Ce flux de cellules fournit un potentiel de croissance qui
est ensuite concrétisé par 1’allongement des cellules. Les cellules indifférenciées qui atteignent
la zone de transition cessent progressivement de se diviser et leur taille commence a augmenter.
Cette phase de transition s’achéve avec 1’arrét total des divisions cellulaires et I’expansion
anisotropique rapide des cellules. Dans la zone d’¢longation, les cellules peuvent alors atteindre
jusqu’a 20 fois leur taille initiale (Barrada et al. 2015). En ce sens, 1’¢longation est la
composante de la croissance concrétement responsable du déplacement de 1’apex racinaire.
Cependant, il a été montré que le taux de production de cellules, majoritairement dépendant du
taux de division cellulaire, était le principal moteur de la croissance axiale des racines alors que
le taux d’élongation cellulaire était plutdt responsable des ajustements a court-termes de la

croissance (Youssef et al., 2018).

L’¢longation cellulaire requiert la mise en place de deux processus, d’une part I’augmentation
de la pression de turgescence induite par I’influx d’eau dans la vacuole et d’autre part,
I’extension irréversible de la paroi cellulaire permise par son reldchement et par ’ajout de
nouveau matériel (Forouzesh et al., 2013). Gréce a cette expansion, la racine va générer une
pression de croissance axiale qui lui permettra de penétrer dans un sol/substrat (pour revue,
Kolb et al., 2017).

[1.2.1. Notion de pression de croissance axiale

Selon Lockhart, le taux d’élongation relative des cellules individuelles dépend
principalement de la pression de turgescence, des propriétés de la paroi et de la conductivité
hydraulique de la membrane plasmique (Lockhart, 1965). Alors que les propriétés de la paroi
sont considérées comme le principal rhéostat de 1’expansion cellulaire, la pression de

turgescence est sa force motrice. Le taux d’¢élongation relative peut étre noté :

¢=0 - (P -Y) 1)

Avec P la pression de turgescence, Y le seuil minimum de pression nécessaire pour permettre

I’extension de la paroi cellulaire et ®@ I’extensibilité de la paroi cellulaire.
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Figure 10 : Schématisation de I’expansion anisotropique des cellules végétales.

L’expansion est permise par la pression de turgescence qui exerce une contrainte de tension isotropique sur la
paroi, et le relaichement de la paroi grace a ’action d’enzymes de la paroi comme les EXPANSINS et les XTHSs.
Les EXPANSINS sont activées grace a ’acidification de la paroi auxine-dépendante et permettent de dissocier les

xyloglucanes reliant les microfibrilles de cellulose.
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L’asymétrie des potentiels hydriques due aux concentrations en solutés différentes entre
I’intérieur de la cellule, i.e. le cytoplasme, et I’extérieur de la cellule, i.e. les parois cellulaires
et espaces extracellulaires, entraine un flux d’eau contre le gradient de potentiel hydrique. Etant
donné que les cellules végeétales vivent en général dans un environnement hypotonique, c’est-
a-dire un environnement ayant une concentration en solutés inférieure a celle du cytoplasme, le
gradient osmotique tend a diriger 1’eau vers I’intérieur du cytoplasme jusqu’a atteindre un
équilibre entre les potentiels hydriques interne et externe. La pression de turgescence, due a
I’entrée d’eau dans le cytoplasme, presse la membrane plasmique contre la paroi cellulaire,
générant une contrainte de tension sur la paroi (Figure 10). La paroi en retour empéche la cellule
d’exploser. Pour une cellule cylindrique, la contrainte circonférentielle imposée a la paroi
équivaut a deux fois la contrainte axiale (Mirabet et al., 2011). Les contraintes de tension,
couplées avec I’action d’acteurs moléculaires impactant ’extensibilité de la paroi cellulaire,
induisent des déformations plastiques de la paroi qui permettent 1’expansion de la cellule
(Figure 10), les cellules s’allongeant principalement dans la direction axiale. L’anisotropie
d’¢longation cellulaire peut €tre expliquée par une hétérogénéité des propriétés mécaniques de
la paroi, avec une extensibilité beaucoup plus importante dans la direction axiale que dans la
direction circonférentielle (Baskin, 2005; Hamant and Traas, 2010). L’expansion anisotropique
des cellules est en grande partie attribuée aux microfibrilles de cellulose déposées dans la paroi
de fagon perpendiculaire a 1’axe principal de la croissance racinaire (Figure 10) (Baskin, 2005;
Anderson et al., 2010). La direction et le degré de I’expansion cellulaire anisotroprique sont en
effet contrdlés par la direction et le degré de 1’alignement des microfibrilles de cellulose. Les
microfibrilles de cellulose présentent une résistance élevée et procurent a la paroi cellulaire sa
rigidité et sa force (Hamant and Traas, 2010). Le dép6t anisotropique des microfibrilles de
cellulose est quant a lui dirigé par la matrice intracellulaire de microtubules (Figure 10). Les
microtubules corticaux des cellules végétales sont organisés en matrices paralleles adjacentes a
la membrane plasmique (Lloyd et al., 2000). Il a été montré que les microfibrilles de cellulose
étaient déposées dans la méme direction que les microtubules corticaux durant la croissance
racinaire (Yuan et al., 1994; Paredez et al., 2006). La déformation plastique de la paroi des
cellules en expansion peut également étre renforcée ou au contraire limitée de facon mécanique
par d’autres contraintes de tension et de compression imposées a la paroi. La racine est
composée radialement de couches cellulaires concentriques, chaque couche se composant de
types cellulaires distincts avec une géométrie différente contribuant aux propriétés mécaniques

de la racine.
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Cette anatomie racinaire implique que des couches de cellules avec des parois extensibles
peuvent étre connectées a des couches cellulaires avec des parois moins extensibles. Ces
connexions peuvent générer des forces de compression et de tension en plus des contraintes
générées par la pression de turgescence (Pritchard, 1994). Il a été montré que les cellules de
I’épiderme de la racine d’Arabidopsis avaient une influence trés importante dans 1’expansion
des cellules de I’ensemble de la racine par rapport aux couches de cortex ou d’endoderme

(Pritchard, 1994).

I1.2.2. Contréle moléculaire de [’extensibilité des parois

A court terme, 1’allongement irréversible des cellules, et donc de leurs parois, et en
partie permise par le relachement des liaisons entre les microfibrilles de cellulose de la paroi
(Figure 10). A long terme, I’accroissement de la paroi nécessite en plus 1’ajout de nouveau
matériel mais 1I’expansion par relachement et la synthése de nouvelle paroi sont des processus
contr6lés de facon distincte. Les réponses de croissance rapides (mises en place en quelques
secondes) sont donc basées sur des changements rapides de I’extensibilité de la paroi sans
altérations majeures de la composition ou la structure de cette paroi. L’extensibilité de la paroi
est principalement contrélé par quatre mécanismes moléculaires incluant les expansines, les
xyloglucanes endotransglycosylase/ hydrolases (XTHs), les endo-(1,4)-B-glucanase et les
radicaux hydroxyls (Ledbetter and Porter, 1963; Cosgrove, 2005). Les EXPANSINSs sont des
protéines responsables du reldchement de la paroi et agissent de facon pH-dépendante
(Shcherban et al. 1995; Park & Cosgrove 2012, 2015). Il semblerait que I’auxine, en augmentant
I’acidification des parois cellulaires, induise I’activité des EXPANSINs et ces derniéres
participeraient a la dissociation des complexes polysaccharidiques qui lient les microfibrilles
de cellulose entre elles (McQueen-Mason and Cosgrove, 1994, 1995). Les protéines de la
famille des XTHs joueraient quant a elles de nombreuses fonctions, a la fois dans le relachement
et dans le renforcement de la paroi cellulaire, mais aussi dans 1’intégration de nouveaux
xyloglucanes dans la paroi (Rose et al., 2002; Thompson and Holbrook, 2004). Deux types de
protéines de la famille des XTHs sont distinguées : (i) les XEHs agissent en hydrolysant les
chaines de xyloglucanes de la paroi et donc en les raccourcissant de fagon irréversible, (ii) les
XETs agissent en hydrolysant puis en polymérisant les chaines de xylolucanes (Rose et al.,
2002; Eklof and Brumer, 2010).
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Figure 11 : Cinétique de la mise en place de la réponse gravitropique (Baldwin 2013).

Apreés inclinaison de la racine, les amyloplastes sédimentent a partir de quelques secondes Une alcalinisation
cytoplasmique des cellules COL, puis par la relocalisation des PIN dans les cellules de la columelle sont ensuite
observées en quelques minutes. Le gradient latéral d’auxine est formé a partir de 30 minutes aprées le stimulus

gravitropique et permet la mise en place d’une courbure gravitropique.
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I1.3. L’orientation de la croissance racinaire

Un tropisme peut étre défini comme un mouvement de croissance directionnelle d’un organe
vegétal déclenché par un stimulus anisotropique. Les tropismes sont déclenchés par de
multiples stimuli comme la gravité, la lumiere, les gradients d”humidité, les ions, I’oxygeéne ou
encore la température (pour revue, Harmer and Brooks, 2018). En tant qu’organismes sessiles,
les plantes dépendent de ces tropismes pour contrecarrer les multiples stress environnementaux
auxquelles elles font face et ainsi assurer leur survie. Au niveau racinaire, dans un
environnement parfaitement homogéne la croissance est dirigée naturellement pour la plupart
des espéces végétales en direction du vecteur de gravité (pour revues, Strohm et al., 2012; Sato
et al., 2015; Su et al., 2017). La gravité est ainsi décrite comme le principal stimulus
déterminant la direction de la croissance racinaire. Selon leur environnement, les racines
peuvent dévier leur croissance de la verticale pour se diriger vers une source d’eau ou d’oxygéne
par exemple et ainsi optimiser 1’absorption des ressources nécessaires pour le développement
de la plante entiére. Nous décrirons ici les deux principaux tropismes racinaires, que sont le
gravitropisme et ’hydrotropisme, ainsi que leur interaction pour affiner I’orientation de la
croissance racinaire. Le thigmotropisme, i.e. I’orientation de la croissance en reponse a un

stimulus mécanique, sera discuté dans une tierce partie.

11.3.1. Le gravitropisme

Dans les racines, le signal de gravité est pergu au niveau de 1’apex, dans les cellules COL
differenciées en statocytes (Figure 11). Ces cellules particuliéres ont été identifiees comme lieu
de graviperception grace a des expériences d’ablation au laser sur des racines d’Arabidopsis. Il
est apparu que I’ablation de la columelle centrale altérait la perception gravitropique (Blancaflor
etal., 1998). Les statocytes contiennent de nombreux amyloplastes qui sédimentent en direction
de la gravité, appelés des statolytes. La sédimentation serait permise par la densité importante
des statolites (1,5g.cm=) par rapport au cytoplasme environnant (1,1g.cm=). Aprés une
inclinaison de la racine, la sédimentation des statolites déclencheraient une cascade de
transduction du signal qui aboutirait a la mise en place d’une courbure gravitropique, permettant
a la racine de réorienter sa croissance dans la direction de la gravité (Baldwin et al., 2013). Des
racines d’Arabidopsis transgéniques ne contenant pas d’amidon dans leur amyloplastes ont été
congues pour confirmer cette hypothése. Dans les cellules COL de ces racines, les amyloplastes
moins denses que chez les racines sauvages ne sédimentent pas ou peu apres inclinaison des
racines et ce défaut de sedimentation a été corrélé a une altération de la réponse gravitropique
(Kiss et al., 1989, 1999).
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Dans les statocytes, le réseau dense et dynamique de filaments d’actine interagit transitoirement
avec les statolites en réponse a une gravistimulation, ce qui entrainerait une sédimentation des
amyloplastes selon des mouvements saltatoires (Hou et al., 2003; Leitz et al., 2009; Zheng et
al., 2014). Cette interaction pourrait permettre d’affiner la réponse gravitropique. La
sédimentation des amyloplastes ne semble pas étre le seul mécanisme de graviperception, étant
donné que les racines dont la coiffe a été complétement supprimée semblent toujours répondre,
bien que plus faiblement, a une gravistimulation (Mancuso et al., 2014). Ce deuxiéme
mécanisme est suspecté d’étre localisé dans la zone d’élongation distale mais reste a ce jour
inconnu (Kiss et al., 1999; Wolverton et al., 2002; Mancuso et al., 2014). De plus, les
mécanismes ou acteurs permettant la transduction du signal mécanique en signal biochimique
permettant la mise en place de la réponse gravitropigue sont également inconnus. Deux modéles
ont toutefois été proposés pour expliquer la transduction du signal. Le premier modéle suggére
que la sédimentation des statolites exercerait une pression sur les membranes plasmique des
statocytes, déclenchant 1I’ouverture de canaux ioniques transmembranaires mécanosensibles
(Baluska and Hasenstein, 1997; Hamilton et al., 2015). Le second modéle suggére quant a lui
une interaction entre des ligands présents a la surface des statolites et des récepteurs localisés
dans la membrane plasmique (Perbal and Driss-Ecole, 2003). Bien qu’aucun des deux modéles
n’a pu étre validé, il est connu que 1’activation de la transduction du signal aboutit sur la mise
en place d’un gradient latéral d’auxine le long de la racine inclinée (Ottenschlager et al., 2003;
Swarup et al., 2005; Monshausen et al., 2011) (Figure 11). Il a été mis en évidence que le
gradient latéral d’auxine était permis en partie par la relocalisation rapide des transporteurs
d’efflux d’auxine PIN3 et PIN7 vers la partie basale des statocytes aprés inclinaison de la racine
(Friml et al., 2002a; Kleine-Vehn et al., 2010) (Figure 11). Cette relocalisation favoriserait le
transport d’auxine des cellules COL vers le coté inférieur de la coiffe (Friml et al., 2002a;
Kleine-Vehn et al., 2010). La relocalisation des PIN 3 et 7 n’est toutefois ni nécessaire ni
suffisante pour expliquer a elle seule la réponse gravitropique (Harrison and Masson, 2008).
Pour renforcer le transport d’auxine du c6té inférieur de la racine inclinée, il a été montré que
les protéines PIN2 étaient partiellement dégradées ou relocalisées du c6té supérieur de la racine
et efficacement maintenues sur la partie apicale des cellules du c6té inférieur de la racine aprés
inclinaison (Abas et al., 2006). Le maintien ou la dégradation des PIN2 sur la membrane
plasmique serait en fait régulé par 1’auxine elle-méme (Abas et al., 2006). En effet, la faible
quantité d’auxine sur le coté supérieur de la racine inclinée entrainerait I’internalisation et la

dégradation dans la vacuole des PIN2.
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Ce rétrocontrdle explique le fait que le gradient d’auxine en réponse a une gravistimulation
devient de plus en plus prononcé de la coiffe jusqu’a la zone d’élongation (Abas et al., 2006).
La forte quantité d’auxine du c6té inférieur de la racine inclinée entrainerait entre autres une
alcalinisation des parois cellulaires notamment via [’activation de pompes a protons
membranaires et I’induction de la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS, Reactive
Oxygen Species) (Monshausen et al., 2011). Du c6té supérieur de la racine, une acidification
des parois cellulaires est au contraire observée et dépendrait des ions Ca?* (Monshausen et al.,
2011). L’alcalinisation des parois entraine leur rigidification alors que 1’acidification des parois
induit la cassure des liaisons intermoléculaires (Cosgrove, 2000; Park and Cosgrove, 2012).
Ces mécanismes entrainent alors une élongation différentielle des cellules entre les deux cotés
de la racine, avec une élongation plus importante du c6té supérieur par rapport au cote inférieur
(Cosgrove, 2000; Monshausen et al., 2011). C’est alors la croissance différentielle qui permet
la mise en place de la courbure gravitropique et la réorientation de la croissance racinaire en

direction du vecteur de gravité (Figure 11).

1I.3.2. L’ hydrotropisme

En conditions naturelles, la croissance verticale des racines peut étre perturbée par divers
stimuli, et notamment par les gradients de potentiels hydriques de leur environnement local. La
perception de ces gradients de potentiels permet a la racine de mettre en place une élongation
différentielle des cellules pour réorienter sa croissance en direction des sources d’eau.
Contrairement a la perception gravitropique, peu de choses sont connues sur la perception des
potentiels hydriques par les racines (pour revue, Dietrich 2018). Plusieurs expériences ont tenté
de mettre en évidence la zone de perception du signal hydrique mais ont abouti sur des résultats
contradictoires et difficiles & interpréter. Alors que certaines études ont supposé un role de la
coiffe dans la perception (Takano et al., 1995; Miyazawa et al., 2008), en observant notamment
que des racines ayant subi une ablation laser de la columelle présentait un hydrotropisme altére,
d’autres études ont démontré que la zone d’élongation racinaire était un lieu de perception plus
probable (Dietrich et al., 2017). En effet, Dietrich et al. (2017) ont montré qu’une
microdissection ou une ablation laser de la coiffe et méme du méristétme n’altérait pas
I’hydrotropisme racinaire, suggérant que la zone d’¢élongation seule était capable de percevoir
le signal et de déclencher une croissance différentielle. Les mécanismes moléculaires de la
perception des gradients de potentiels hydriques ne sont pas plus connus que la zone de

perception.
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Figure 12 : L’hydrotropisme ne nécessite pas de transport asymétrique d’auxine (Shkolnik et al., 2016).

(A) La réponse a I’auxine est observée via la construction DII-Venus dans I’apex de racines primaires
d’Arabidopsis soumises a un stimulus hydrotropique. Lors de la courbure hydrotropique, aucun gradient
latéral d’auxine n’est observé. Le transport asymétrique d’auxine mis en place apres 6h de stimulation

hydrotropique prend part & la réponse gravitropique qui suit la réponse hydrotopique.

(B) L’inhibition du transport de I’auxine n’empéche pas la mise en place de la courbure hydrotropique. Il

semblerait que la réponse soit méme plus rapide en présence de NPA que chez les racines contréles.
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I1 est cependant supposé que 1’hydrotropisme soit intrinséquement li¢ a I’absorption d’eau par
les poils absorbants et a son transport radial jusqu’au xyléme. Les aquaporines notamment,
canaux transmembranaires perméables aux molécules d’eau, pourraient contribuer a la
signalisation hydrotropique. Chez les racines d’Arabidopsis, il a été montré qu’une importante
quantité de PLASMA MEMBRANE INTRINSEQUE PROTEIN2 (PIP2, protéines de la
famille des aquaporines) était retirée de la membrane plasmique et internalisée dans les cellules
dans les 45 minutes suivant un stress salin (Boursiac et al., 2008). La dégradation des PIP2
pourrait étre renforcée par la répression de 1’expression des genes codants les PIPs observée en
réponse a un stress salin (Boursiac et al., 2005). De la méme fagon que pour le stress salin, la
mise en place d’un faible potentiel hydrique durant I’hydrotropisme pourrait affecter la présence
des aquaporines dans la membrane plasmique. Or, il a été montré que la conductivité
hydraulique pouvait affecter le transport apoplastique d’ABA dans les racines (Freundl et al.,
1998). Pour rappel, I’ABA a de faibles concentrations induit la division et ’expansion des
cellules dans la zone d’¢longation racinaire. En réponse a un gradient de potentiel hydrique, la
concentration d’ABA pourrait devenir asymétrique au sein de la racine, ce qui permettrait de
déclencher la croissance différentielle (Dietrich et al., 2017). Il a été montré que les composants
de la signalisation agissant en aval de ’ABA étaient requis pour une réponse hydrotropique
normale (Takahashi et al., 2003). En revanche, contrairement au gravitropisme, la croissance
différentielle de I’hydrotropisme ne nécessiterait pas la mise en place d’un gradient d’auxine
dans la racine d’Arabidopsis (Figure 12, Shkolnik et al., 2016). Un traitement des racines
d’Arabidopsis aux inhibiteurs de transport de I’auxine n’altére pas I’hydrotropisme, et Semble
méme accélérer la réorientation de la croissance racinaire (Figure 12) (Kaneyasu et al., 2007;
Shkolnik et al., 2016). De méme, I’expression des rapporteurs d’auxine DII-Venus et
DR5::GFP est inchangée au cours de la réponse hydrotropique (Kaneyasu et al., 2007; Ponce
et al., 2008; Shkolnik et al., 2016). Ceci dit, I’auxine semble tout de méme intervenir dans la
réponse hydrotropique, le traitement des racines d’Arabidopsis avec des inhibiteurs de réponse
a I’auxine ayant abouti a une altération de 1’hydrotropisme (Shkolnik et al., 2016). Enfin, alors
que la production de ROS est requise pour déclencher la courbure gravitropique, elle semble
inhiber I’hydrotropisme (Krieger et al., 2016). Ces observations suggérent donc que
I’hydrotropisme et le gravitropisme sont controlés par des voies de signalisation distinctes. Les
deux processus semblent toutefois interagir. En effet, les racines mutantes d’Arabidopsis
agravitropiques (pgm1-1) présentent une réponse hydrotropique plus rapide que les racines
sauvages et les racines sauvages soumises a un stress hydrotropique semblent moins sensibles

a la gravité.
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Il a été mis en évidence que la réorientation de croissance en direction d’une source d’eau était
accompagnée de la dégradation simultanée des statolytes présents dans les cellules de la
columelle, entrainant la répression de la réponse gravitropique au profit de la réponse
hydrotropique (Takahashi et al., 2003).

I1.4. Ancrage de la racine : poils absorbants et racines latérales

L’ancrage de la racine dans le sol est une caractéristique racinaire qui agit de facon
complémentaire a la croissance en longueur pour favoriser la progression racinaire dans le sol.
En effet, si une racine n’est pas ancrée dans le sol, ¢’est-a-dire qu’elle n’adhére pas aux
particules du sol, sa croissance en longueur face a une résistance mécanique donnée peut
entrainer le déracinement de la plante. L’ancrage de la racine dans le sol est principalement
favorisé par I’initiation de poils absorbants ainsi que par la mise en place d’un systéme racinaire

complexe permis par la ramification de racines latérales.

Une fois que les cellules ont atteint leur taille finale au niveau de la zone d’¢longation, elles
entrent dans la zone de différenciation ou elles acquierent des caractéristiques spécialisées.
Dans la zone de différenciation, les poils absorbants sont formés a partir des cellules de
I’épiderme. Les cellules épidermiques se distinguent par leur capacité ou non a former des poils
absorbants selon leur position relative aux cellules du cortex. Une cellule épidermique en
contact avec deux cellules du cortex développera un poil alors que les cellules en contact avec
une seule cellule corticale ne formeront pas de poil. Grace a leur petit diametre, les poils
absorbants explorent un volume de sol par unité de surface plus important que les racines et
augmentent ainsi significativement la surface de contact entre la racine et le sol (Jungk, 2001,
Bengough et al., 2016). Les poils absorbants sont essentiels pour I’absorption d’eau et de
nutriments, pour I’interaction avec les microorganismes du sol et également pour I’ancrage des
racine individuelles dans le sol (Datta et al., 2011; Bengough et al., 2016). Le rdle prépondérant
des poils absorbants dans 1’ancrage de ’apex racinaire a d’abord été suggéré par Stolzy et
Barley (1968), qui ont observé que la force requise pour excaver une racine de pois augmentait
d’un facteur 100 apres émergence des poils absorbants. De méme, (Czarnes et al. (1999) ont
démontré que les poils absorbants favorisaient grandement 1’adhésion entre le sol et les racines
individuelles de mais. Théoriquement, il a été suggéré que 165 poils absorbants seraient
suffisants pour ancrer un apex racinaire de 1 mm de diametre exercant une pression de
croissance de 0,5 MPa dans le sol (Bengough et al., 2011). Dans la zone mature de la racine
primaire d’Arabidopsis, alors que les cellules épidermiques se différencient pour former les
poils absorbants, les cellules du péricycle générent les racines latérales qui se
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ramifient a la racine primaire pour former un systeme racinaire complexe (Atkinson et al.,
2014). Les racines latérales émergent des cellules du péricycle opposées aux p6les de xylemes
et sont initiées lorsque ces cellules subissent plusieurs cycles de divisions anticlines générant
une couche de primordium composé d’une dizaine de cellules de taille égale (Atkinson et al.,
2014). Les cellules se divisent ensuite de fagon péricline pour former une couche cellulaire
interne et une couche externe. Les divisions cellulaires anticlines et périclines suivantes
permettent de former un primordium en déme qui émerge de la racine primaire et donnera
naissance a une racine latéral. Chez Arabidopsis, bien que les cellules du péricycle soient
destinées a former des racines latérales des qu’elles se retrouvent au niveau du méristéme basal
de la racine primaire, les premiéres divisions des cellules du péricycle sont détectées a partir de
plusieurs millimétres du méristeme (Casimiro et al., 2001; De Smet et al., 2007). L’auxine
aurait un réle prépondérant dans la spécification des cellules du péricycle, les destinant a se
diviser pour former des racines latérales (De Smet et al., 2007). En conditions normales, toutes
les cellules du péricycle ne se divisent pas pour former des racines latérales, bien qu’elles en
aient la capacité (Boerjan et al., 1995; Dubrovsky et al., 2001, 2008). L’initiation des racines
latérales survient a un rythme régulier, qui serait correlé a une réponse oscillatoire de 1’auxine
dans les cellules du xyleme adjacentes (De Smet et al., 2007; Lucas et al., 2008). En effet, il a
¢été montré que les oscillations de la réponse de 1’auxine seraient visibles a des intervalles
d’environ 15h et seraient associés a I’induction de nouveaux primordia de racines latérales dans
les cellules du péricycle adjacentes (De Smet et al., 2007). 1l a été observé que cet espacement
de I’initiation des racines latérales pouvait étre altéré de maniere auxine-dépendante durant les
réponses tropiques de la racine d’Arabidopsis et de maniere calcium-dépendante en réponse a
des stimuli mécaniques (Ditengou et al., 2008; Lucas et al., 2008; Richter et al., 2009). Tout
comme les poils absorbants, la ramification de la racine primaire via la formation de racines
latérales, aurait un role prépondérant dans 1’ancrage du systéme racinaire (Bailey et al., 2002).
Il a été montré notamment que la force nécessaire pour tirer les racines d’Arabidopsis du sol
était beaucoup plus importante chez les racines mutantes ayant une moindre ramification que
chez les racines sauvages (Bailey et al., 2002). Sur le méme principe que les poils absorbants,
la formation de racines latérales augmentent la surface de contact et I’adhésion entre la racine
et le sol. L’ancrage de la racine fournit par 1’émergence des poils absorbants et la ramification

faciliterait la progression des racines dans un sol (Bengough et al., 2016).
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I11.  Réponses des racines a I’augmentation des contraintes mécaniques

Face a une augmentation de la résistance mécanique du sol ou substrat dans lequel elles
progressent, les racines adaptent a la fois leur morphologie et leur physiologie afin d’optimiser
leur croissance. Les principales modulations observées face a de fortes contraintes mécaniques
sont la diminution de la croissance en longueur, I’augmentation du diametre, et la réorientation
de la croissance racinaire. Certaines modifications spécifiques a la coiffe ont également pu étre
observées en réponse a des contraintes mécaniques, comme I’augmentation de la production et
de la sécrétion du mucilage ou encore la modulation de la forme de la coiffe. Au sein de cette
partie seront discutées les différentes réponses des racines aux contraintes mécaniques de leur
environnement, ainsi que les acteurs moléculaires putatifs permettant la mise en place de ces

réponses.

I11.1. Impact sur la poussee axiale : notions de pression de croissance critique

La résistance mécanique du sol ou du substrat dans lequel évolue la racine a un fort impact sur
sa croissance longitudinale. En effet, une forte résistance meécanique implique une
augmentation des contraintes axiales et des frottements qui s’opposent a la progression
racinaire, obligeant la racine a augmenter en retour sa pression de croissance pour continuer a
progresser. Pour prendre en compte la résistance mécanique du substrat sur le taux d’élongation
relatif de la racine, Greacen et Oh ont modifié le modéle de Lockhart en y ajoutant le parametre

contrainte axial du sol ¢ sur la racine :

=@ - (P —Y—o0) )

Dans cette équation, les frottements du sol sur la zone d’élongation de la racine sont encore une
fois négligés, car jugés tres faibles par rapport a la contrainte axiale expérimentée par la racine.
Etant donné que le systeme racine-sol est a 1’équilibre, on estime que la force axiale exercée
par la racine est égale en intensité a la force opposée par le sol sur la section transversale de la
racine (Greacen and Oh, 1972). Ainsi, la pression de croissance axiale étant égale a la résistance
mécanique du sol o, plus la résistance du sol est élevée, plus la racine devra exercer une
pression de croissance élevée. Par ailleurs, selon 1’équation de Greacen et Oh, plus la

résistance mécanique du sol augmente, plus le taux d’¢élongation relatif diminue.
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Figure 13 : Impact de la résistance mécanique du sol sur la croissance en longueur des racines

(A) Reconstitutions 3D de systemes racinaires de tomates 10 jours apres germination. A gauche, les racines

progressent dans un sol meuble (1,2 g.cm=) et a droite, les racines progressent dans un sol dense (1,6 g.cm). Dans

le milieu dense, les racines contraintes présentent une diminution de I’¢longation et donc de la profondeur de

prospection, et une augmentation de leur diamétre (Tracy et al., 2012).

(B) Profils de taux d’élongation élémentaire relatif (EER, « Local growth rate ») obtenus pour des racines

primaires de Pisum sativum progressant dans un sol meuble (« Unimpeded roots », résistance pénétrométre de 0,5

Mpa) ou dans un sol dense (« Impeded roots », résistance pénétrométre de 1,5 Mpa). L’augmentation de la

résistance mécanique du milieu induit une diminution du taux d’élongation élémentaire maximal (Croser et al.,

1999).
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Figure 14 : Recouvrement de la croissance racinaire et de la
longueur de la zone de croissance des racines de Pisum sativum
(Croser et al., 2000)

Profils de longueur des cellules en fonction de la distance a I’apex
racinaire mesurés sur des racines non contraintes (« unimpeded ») et
sur des racines qui ont été transvasé d’un sol dense a une solution
hydroponique (« previously impeded »). Les mesures sont réalisées
Oh (a), 24 h (b) et 48 (c) aprés le changement de milieu, i.e. apres la

suppression des contraintes mécaniques.
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Expérimentalement, une diminution du taux d’¢élongation relatif et de la croissance primaire des
racines a en effet été observée chez plusieurs espéces végétales en réponse a I’augmentation de
la résistance mécanique du sol/substrat (Croser et al., 1999; Bengough et al., 2011; Bizet et al.,
2016) (Figure 13).

Selon I’équation de Greacen et Oh, I’augmentation de la pression de turgescence et/ou la
diminution de Y favorisent le maintien de la croissance racinaire face a une augmentation de
résistance mécanique du sol. Il a en effet été montré expérimentalement que, face a une forte
rigidité du sol, la pression de turgescence augmentait dans les cellules en expansion, notamment
via I’augmentation de la pression osmotique dans ces cellules (Atwell et al., 1988; Clark et al.,
1996, 2001). Cette augmentation permettrait au potentiel hydrique de rester a 1’équilibre. Cette
osmorégulation semble étre due a une accumulation de solutés dans I’apoplaste via le
déséquilibre entre le déchargement du phloéme et la récupération de solutés par les cellules. I
a ¢té montré que la pression osmotique n’augmentait pas indéfiniment en réponse a une
augmentation des contraintes mécaniques sur le long terme, suggérant le déclenchement de
régulations rétroactives (Clark et al., 2001). De plus, il a été montré que la pression osmotique
dans les cellules en expansion des racines contraintes revenait a son niveau initial dans les 12
heures apres la suppression du stress mécanique (Bengough et al., 1997). En revanche, le
recouvrement complet de la croissance axiale des racines nécessite deux a trois jours apres la
suppression du stress mécanique (Figure 14 ; Bengough and Young, 1993; Croser et al., 1999),
ce qui suggeére que les propriétés mécaniques des parois cellulaires seraient affectées de facon
durable par un stress mécanique. La réponse de croissance des racines face a un stress
mécanique ou une contrainte axiale importante s’établirait en deux temps: (i) un premier
changement rapide (dans les 30 premiéres minutes) pourrait étre attribué a des évolutions de
pression de turgescence (variations de P ou Y) et (ii) un changement plus tardif (a partir de 1h30
apres 1’application du stress) menerait a un état stationnaire de taux d’élongation diminué
(Bengough and Mackenzie, 1994). La deuxieme phase de la réponse pourrait étre attribuée a
une rigidification des parois des cellules en expansion couplée ou non & une diminution du taux
de production des cellules dans la zone de division méristématique de la racine. 1l a en effet eté
montré que I’augmentation de la résistance mécanique du sol entrainait la formation d’une zone
de croissance plus petite chez les racines de pois (Pisum sativum) (Figure 13B ; Croser et al.,
1999). L’établissement de profils de longueur cellulaires a Oh, 24h et 48h apres la suppression
du stress mécanique a mis en évidence que les cellules matures de la racine voyaient leur

longueur diminuer en réponse
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Figure 15 : Méthode expérimentale de mesure de la force critique de la croissance racinaire (Bizet et al.,

2016)

Une racine adventive de peuplier croit en hydroponie jusqu’a rencontrer un obstacle rigide déformable. L obstacle
est une lamelle de verre encastrée a une extrémité et libre a 1’autre extrémité. La vitesse de croissance (A) et la
force appliquée par la racine sur 1’obstacle (B) ont été mesurées en fonction du temps. Différentes phases sont
distinguées : (1) Croissance de la racine avant contact avec I’obstacle, (II) Croissance de la racine contre I’obstacle

avant courbure, (111) Flambement de la racine et (1) Réorientation de la croissance racinaire.
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au stress mécanique mais qu’elles retrouvaient la taille de cellules non contraintes deux jours
apres la suppression du stress (Figure 14; Croser et al., 2000). Ce temps de 48h pourrait
correspondre au temps nécessaire pour le renouvellement complet des cellules dans les zones
de transition et d’¢longation. Pour ce qui est de la production des cellules, il a été mis en
évidence que le taux de prolifération cellulaire dans le MAR était inhibé par I’application d’un
stress mécanique (Croser et al., 1999). Cette diminution pourrait étre attribuée a un allongement
de la durée du cycle cellulaire (dG a un faible taux de croissance cytosolique) et/ou a une
diminution du nombre de cellules en division (et donc a un méristeme plus petit), mais ces

hypothéses n’ont pas encore ¢té confirmées.
=» Pression de croissance maximale

Selon I’équation de Greacen et Oh, on peut estimer la pression de croissance maximale lorsque

& =0, selon I’expression suivante :

Omax =P —Y (3)

Ainsi, la pression de turgescence P au niveau cellulaire donne 1’ordre de grandeur de la
magnitude de la pression de croissance maximale qu’une racine est capable d’exercer pour
progresser dans un sol. Or il est connu que 1’ordre de grandeur de la pression de turgescence
dans les cellules racinaires se situe autour de 0,5 MPa (Kolb et al., 2017). Expérimentalement,
cette pression maximale peut étre calculée en mesurant la force axiale exercée par la racine qui
croit contre un capteur de force. Selon les expérimentations, le capteur de force peut étre un
ressort calibré, une balance digitale, ou encore un bras de levier élastique. Par exemple,
I’expérience de Bizet et al. (2016), a consisté a faire croitre en hydroponie des racines
adventives issues de boutures de peupliers et de placer sur la trajectoire des racines une lamelle
en verre dont une extrémité était encastrée (Figure 15). Une calibration fine de la lamelle en
verre a d’abord permis de déterminer la force nécessaire pour fléchir la lamelle (provoquer le
déplacement de I’extrémité libre). Aprés le contact entre I’apex racinaire et la lamelle en verre,
la racine de peuplier continue de croitre plus ou moins perpendiculairement au capteur et le
déforme progressivement grace a I’application d’une force croissante (Figure 15B). La vitesse
de croissance diminue brutalement et une réduction de la longueur de la zone de croissance de
30 % a également été observée (Figure 15) (Bizet et al., 2016). Une heure et demie environ
apres le contact, la croissance de la racine s’arréte complétement avant d’induire la formation

d’une courbure (Figure 15A, C).
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embryonic

Figure 16 : Impact de la résistance mécanique du sol sur le diameétre des racines de blé (Triticum aestivum)
(Colombi et al., 2017)

Coupe transversale de racines post-embryonnaires de blé (3 cm de ’apex) 23 jours apres semis. Le diametre des
racines est comparé pour trois densités apparentes de sol : une faible densité de 1,3 g.cm=, une forte densité de 1,6
g.cm et une densité intermédiaire de 1,45 g.cm. L’augmentation de la densité du sol, et donc de sa résistance

mécanique entraine une augmentation significative du diametre racinaire.
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La déformation du capteur de force au moment de I’arrét de croissance a permis d’obtenir la
force maximale de pénétration racinaire Fmax (Figure 15B, « Gcrit »). A partir de la valeur de
Fmax, il est possible d’obtenir la pression de croissance maximale de la racine selon 1’équation

suivante :

Finax _ Finax

Omax = T - nd2/4 (4)

Ou S est I’aire de la section transversale de la racine et d le diameétre de la racine. Les pressions
de croissance maximale mesurées par ce type de méthode sont variables selon les especes
considérées mais sont toujours du méme ordre de grandeur que la pression de turgescence
cellulaire. Dans les travaux de Misra et al. (1986), la pression de croissance maximale a été
mesurée a 0,5 MPa pour les racines de pois, 0,29 MPa pour les racines de coton et 0,24 MPa

pour les racines de tournesol.

111.2. Augmentation du diameétre racinaire en réponse aux contraintes mécaniques

En réponse a une forte résistance mécanique du sol, alors que le taux d’élongation racinaire
diminue, il a été observé chez plusieurs especes une augmentation du diameétre des racines
contraintes (Figure 16). L’épaississement racinaire pourrait étre attribué soit a une
augmentation du nombre de couches cellulaires soit a une augmentation du diametre des
cellules. Quelques études ont mis en évidence une Iégére augmentation du nombre de cellules
dans la stéle et le cortex, probablement due a des divisions périclines additionnelles dans le
MAR (WILSON et al., 1977). Cependant, il semblerait que 1’augmentation du diamétre des
racines contraintes soit principalement dd au gonflement des cellules dans les couches de cortex
(WILSON et al., 1977; Croser et al., 1999). Chez les racines de mais contraintes, il a été observé
que ce gonflement cellulaire s’étendait sur 5 mm au niveau de la zone d’élongation aprés 6h de
stress mécanique et concernait une zone de 30 mm (zone d’élongation et une partie de la zone
mature) apres 7 jours de stress (Verlag et al., 2001). De plus, il a été mis en évidence que plus
I’application du stress mécanique était prolongée, plus la zone de gonflement se rapprochait de
I’apex racinaire (Verlag et al., 2001). Cette observation corrobore le raccourcissement de la
zone de croissance racinaire en réponse a une forte résistance mécanique du sol. Sur les racines

de pois, il a été montré que la suppression
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du stress mécanique entrainait le retour quasi-immédiat du diameétre racinaire a son niveau
initial, alors que le taux d’élongation reste faible pendant plusieurs jours (Bengough and Young,
1993). Cela suggere donc que I’expansion radiale et I’expansion axiale des cellules sont
controlées via des mécanismes distincts. Par ailleurs, il a été montré que I’orientation des
microtubules corticaux était modifiée en réponse a un stress mécanique causant une extension
ou une contraction des cellules (Muratov and Baulin, 2015). Les microtubules corticaux a leur
tour pourraient induire un réassemblage des microfibrilles de cellulose de la paroi pour moduler
le diametre et/ou I’allongement des cellules. Chez des racines de mais contraintes, il a été
montré que les cellules de la zone d’¢longation contenaient plus de microfibrilles orientées
longitudinalement dans leur paroi (dans le sens de 1’élongation) que chez les racines non
contraintes (Veen, 1982). Cette réorientation impliguerait une rigidification axiale des parois et
un assouplissement circonférentiel qui pourrait partiellement expliquer la diminution de
I’¢élongation et I’augmentation de I’expansion radiale des racines face a de fortes résistances

mécaniques (Bengough et al., 2006).

I11.3. L’augmentation du diamétre racinaire favorise la progression racinaire...

II1.3.1. ... en réponse a une compaction du sol

Dans les sols homogeénes et les gels, I’augmentation du diamétre prés de I’apex racinaire
permettrait d’atténuer les contraintes axiales imposées a I’apex, ce qui faciliterait la progression
racinaire (Abdalla et al., 1969). Le gonflement de la racine pourrait également déclencher la
formation de fissures et leur propagation, permettant a la racine de progresser dans une voie de
moindre résistance mécanique (Dorgan et al., 2005). Dans les sols granulaires, le méme type
de mécanisme a €té proposé, I’épaississement de la racine permettant de créer une voie de
moindre résistance en éloignant les grains les uns des autres et donc en élargissant les pores
(Abdalla et al., 1969).

II1.3.2. ... en réponse a un obstacle : réle dans la résistance au flambement

L’augmentation du diametre racinaire pourrait également offrir un avantage en réponse a un
obstacle physique. En effet, il a été observé que les racines plus épaisses pénétraient plus
facilement les couches de sol compact (Dexter and Hewitt, 1978; Materechera et al., 1992;
Chimungu et al., 2015). Lorsqu’une racine progresse dans un pore ou dans un espace de faible
résistance mécanique et qu’elle rencontre un obstacle de résistance plus forte, la racine doit

générer une pression de croissance suffisante pour déplacer et/ou déformer cet obstacle.
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Si la résistance est trop élevée pour permettre la pénétration racinaire, un flambement de la
racine peut survenir. D’un point de vue mécanique, le flambement correspond a une instabilité
élastique causant une flexion de la racine soumise a une force de compression au-dessus du
seuil de compression critique. Le seuil de flambement d’une racine permet de déterminer si elle
sera cabale de pénétrer ou non un sol avec une résistance mécanique connue. En estimant que
la racine est comme une poutre encastrée par les poils absorbants au niveau de sa zone mature
et articulée au niveau de 1’apex, la force de compression maximale a partir de laquelle la racine

flambe peut étre déterminée en utilisant la théorie des poutres :

EIl

Ou E est le module d’ Young de la racine, | la longueur de la zone libre de la racine et | le
moment de flexion qui dépend de la géométrie de la racine. La zone libre de la racine concerne
typiquement la zone non encastrée, c’est-a-dire la zone allant de I’apex jusqu’a la position des
premiers poils absorbants qui ancrent la racine. En estimant que la racine est un objet

cylindrique de diametre d, on obtient :

d4
1=— (6)

La racine étant un systéme complexe avec une extrémité conique, non homogene, la mesure de
la force critique de flambement est cantonnée généralement a une analyse dimensionnelle.
L’expression de Fg peut étre simplifiée comme suit :

Ed*

Dans un premier temps, on voit dans cette expression que la Force critique de compression
avant flambement est inversement proportionnelle au carré de la longueur de la portion libre de
la racine. Cela suggere que pour un méme diametre et une méme rigidité de la racine, plus la
zone de croissance est petite plus la force de compression nécessaire pour que la racine flambe
est importante. Ainsi, le raccourcissement de la zone de croissance observé chez les racines

fortement contraintes pourrait faciliter leur progression rectiligne dans le sol.
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Figure 17 : Oscillations de croissances en réponse a une contrainte mécanique (Oliva and Dunand, 2007)

Lorsque les racines poussent a la surface d’un gel inclinée a 45° par rapport a la verticale, des déviations de
croissance (skewing) sont observées (B) ainsi que des mouvements de croissance sinusoidaux (waving) (C). Ces
mouvements semblent étre le résultat d’une interaction entre les circumnutations, mécanismes internes, et les
tropismes (gravitropisme et thigmotropisme/hydrotropisme). (B) a représente 1’amplitude d’une oscillation, b
représente la période d’une oscillation est € représente 1’angle d’une oscillation par rapport a la verticale. (C) a

représente 1’angle moyen de la racine par rapport a la verticale.
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Ensuite, cette expression montre que la force critique de compression est fonction du diamétre
racinaire a la puissance 4. Cela signifie qu’une racine épaisse avec un plus gros diamétre
résistera mieux a de fortes contraintes axiales avant de flamber que des racines fines.
Expérimentalement, Materechera et al. (1992) ont montré que les racines de dicotylédones qui
sont généralement plus épaisses que les racines de monocotylédones étaient moins sujettes au
flambement. Ces observations soutiennent 1’hypothése que 1’augmentation en diamétre des

racines en réponse a des fortes résistances mecaniques faciliterait la progression racinaire.
I11.4. Orientation de la croissance ou thigmotropisme

I11.3.1. Circumnutations et oscillations de croissance

L’apex racinaire croit en décrivant de petits mouvements hélicoidaux, appelés circumnutations
(Riviere et al., 2017). L’apex racinaire décrit des mouvements circulaires, elliptiques, avec une
période qui peut aller de quelques minutes a plusieurs heures. Ces oscillations, dites rythmiques,
présentent des amplitudes et des fréquences variables selon 1’espece végétale considérée et
peuvent varier en fonction de I’environnement. Il a été observé chez les racines de Pisum
sativum que les circumnutations étaient circulaires et avaient une période de 2,5 h environ (Kim
et al., 2016) alors que chez le riz, les racines seminales présentent des oscillations hélicoidales
d’une période de 4,7 h (Chen et al., 2016). L’origine de ces mouvements n’est a ce jour pas
expliqué, bien qu’ils soient suspectés d’étre régulés et controlés par des mécanismes endogenes
(Johnsson, 1997; Bastien and Meroz, 2016; Kim et al., 2016). Plus récemment, il a été mis en
évidence que la régularité et la forme de ces oscillations pouvaient étre affectées par des signaux
externes tels que la lumiere, la température ou encore la composition du milieu de culture (Buer
et al., 2000; Chen et al.,, 2016). L’amplitude, la période, la forme et la direction des
circumnutations semblent également étre affectées par un stress mécanique ou un contact.
Plusieurs études portant sur I’impact des stress mécaniques sur les oscillations de croissance
des racines ont utilisé un méme systeme expérimental : des graines d’Arabidopsis sont déposées
a la surface d’un milieu gélifié¢ (agar ou Phytagel) dans une boite de pétri inclinée a un angle de
45° par rapport a la verticale (Figure 17). Dans ce modeéle les racines croissent a la surface du
gel de facon a ce qu’elles soient en contact avec le gel d’un c6té et exposée a 1’air de 1’autre
cbté (Johnsson, 1997). La surface du gel représente dans ce systeme un obstacle empéchant la

racine de croitre en direction du vecteur de gravite.
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AL E L

Figure 18 : Contournement d’un obstacle par I’apex racinaire

(A) Contournement d’une barriére en verre par la racine primaire d’Arabidopsis thaliana. Une premiére zone de
courbure est initiée dans la zone d’élongation 50 minutes apres le contact, permettant la déviation de I’apex. Une
deuxieme courbure est alors mise en place plus pres de I’apex durant le contournement de 1I’obstacle (Massa and
Gilroy, 2003).

(B) Initiations de racines latérales ectopiques lors du contournement de I’obstacle par la racine primaire
d’Arabidopsis thaliana (Richter et al., 2009). Les racines latérales sont initiées proches les unes des autres sur la

face convexe de la racine.

(C-D) Le contournement de 1’obstacle par une racine de Phleum pratense (C) et d’Oriza sativa (D) est différent

de celui des racines d’Arabidopsis thaliana (Massa and Gilroy, 2003; Lourenco et al., 2015).

(E) Courbure d’une racine primaire d’Arabidopsis thaliana en réponse a une couche rigide de gel. La courbure est
différente de celle observée en réponse a une barriére en verre, suggérant que la rigidité de 1’obstacle influe sur la

courbure de la racine (Yamamoto et al., 2008).
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Dans ce systéme, il a été mis en évidence que les racines décrivaient a la fois des déviations de
croissance (« skewing »), et a la fois des mouvements de croissance sinusoidaux (« waving »)
(Figure 17 ; Thompson and Holbrook, 2004; Oliva and Dunand, 2007). Ses mouvements
particuliers semblent étre le résultat d’une interaction entre des mécanismes régulés de facon
endogénes et des réponses de croissances a des signaux externes comme la gravité et le contact
mécanique. Dans des systemes expérimentaux plus proches d’un sol, il a ¢galement été mis en
¢évidence que l’augmentation de la résistance mécanique renforcait les mouvements et
oscillations des racines (Popova et al., 2016), induisant alors une tortuosité plus importante des
racines. L’augmentation de la tortuosité des racines en réponse a I’augmentation de la résistance
mécanique serait partiellement due a une diminution de la perception gravitropique chez ces
méme racines (Popova et al., 2016). Une hypothése a été émise selon laquelle le stress
mécanique inhiberait la perception de la gravité pour favoriser les oscillations et permettre a la
racine d’orienter sa croissance vers une voie de moindre résistance (Massa and Gilroy, 2003;
Popova et al., 2016). De plus, les oscillations peuvent influencer I’angle d’incidence auquel une
racine rencontre un milieu rigide ou un pan de sol compact. Or, il a été montré que I’angle
d’incidence de I’apex racinaire jouait un role important dans la pénétration, les racines
rencontrant une couche de milieu rigide avec un angle oblique pénétrant moins cette couche

que les racines avec un angle perpendiculaire (Dexter and Hewitt, 1978).

111.3.2. Contournement d’un obstacle

Lorsque les racines sont confrontées a des résistances mécaniques trop fortes et qu’elles ne
parviennent pas a genérer une pression de croissance suffisante pour continuer a progresser en
direction du vecteur de gravité, elles vont étre amenée a réorienter leur croissance pour trouver
un chemin de moindre résistance. La plupart des études qui ont portés sur 1’orientation de la
croissance racinaire en réponse a des stress mécaniques ont consisté a placer un obstacle sur la
trajectoire de la racine. Selon les expérimentations, cet obstacle consistait en une barriere rigide
impénétrable (Massa and Gilroy, 2003; Monshausen et al., 2009; Shih et al., 2014), une couche
de gel rigide (Yamamoto et al., 2008; Yan et al., 2017), ou encore un bras de levier flexible
(Bizet et al., 2016). Nous discuterons ici de ces études et donc du contournement de 1’obstacle

par les racines (Figure 18).

Dans I’ensemble de ces études, la réorientation de la racine aprés contact avec 1’obstacle se
manifeste par la courbure de la racine. La question des mécanismes contrdlant la mise en place

de la courbure a été plusieurs fois abordée et reste sous investigation.
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Figure 19 : Flambement des racines de Medicago truncatula dans des gels composés de deux couches de

concentration en Agar croissante (Silverberg et al., 2012)

(A) Une raine primaire de Medicago truncatula rencontre une couche inférieure rigide de gel, entrainant

I’initiation de plusieurs courbures. Selon les auteurs, ces courbures peuvent étre assimilées a du

flambement.

(B) La courbure de la racine est comparée au flambement d’une poutre fine en acier soumise a une

compression. Pour obtenir la courbure de la poutre en acier, la plaque inférieure dans laquelle la pointe

de la poutre est ancrée subit une poussée vers le haut (pour imposer une compression) et une torsion.

(C) Comparaison des modes de flambements racinaires avec les modes de flambement obtenus via des

équations de la théorie des poutres. Les morphologies adoptées par les racines sont pour la plupart

expliquées par les équations de flambement.
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La courbure pourrait étre mise en place de fagon purement passive ou mécanique, de fagon
active via la mise en place d’une croissance différentielle, ou pourrait étre due a 1’interaction
des deux phénomenes. En réponse a une barriére en verre, Massa et Gilroy (2003) ont observé
I’initiation rapide d’une zone de courbure au niveau de la zone d’élongation, suivie de la
déviation par glissement de I’apex racinaire (Figure 18A). Cette courbure apparait dans les 10
minutes suivant le contact avec I’obstacle. Ce temps court laisse a penser que cette premicre
courbure serait due a un flambement. Cette courbure présumée passive a été également observee
et détaillée lorsque la racine rencontrait un obstacle moins rigide, tels qu’un bras de levier
élastique ou une couche de gel dense. Selon les expérimentations, différents modes de
flambement ont été observés. 1l semblerait que ces différences puissent étre dues a la rigidité
de I’obstacle mais surtout au confinement latéral de la racine. Bizet et al. (2016) ont observeé
I’effet de ce confinement sur la réponse des racines de peupliers a un obstacle ¢lastique. Les
racines étaient cultivées soit en hydroponie (donc peu contraintes), soit dans une aiguille vide
qui les entourait sans affecter leur croissance. 1l a été mis en évidence au cours de cette étude
que les racines de peuplier étaient capables de générer une force axiale 15 fois supérieure
lorsqu’elles étaient confinées dans 1’aiguille que lorsqu’elles étaient libres (Bizet et al., 2016).
Des expeériences ont également consisté a faire pousser des racines d’Arabidopsis thaliana ou
de Medicago truncatula dans des gels composés de plusieurs couches de résistance mécanique
variable (Figure 18E). En général, ces gels sont composés d’une couche dense de forte
concentration en agar ou Phytagel recouverte par une couche moins dense (Yamamoto et al.,
2008; Silverberg et al., 2012; Yan et al., 2017). Dans ce type d’expériences, plus la couche
inférieure de gel est dense par rapport a la couche supérieure, moins les racines sont capables
de pénétrer dans la couche inférieure et donc plus elles se réorientent via I’initiation d’une zone
de courbure. Silverberg et al. (2012) ont comparé les modes de courbure des racines de
Medicago truncatula aux modes de flambement d’une poutre fine en acier et aux modes de
flambement obtenus via modélisation a partir d’équations de flambement pure (Figure 19).
Dans leur systéeme expérimental, il apparait alors que la plupart des modes de courbures des
racines sont identiques aux modes de courbures des poutres en acier (Figure 19B, C). Cette
¢tude a permis aux auteurs d’attribuer la courbure observée a un flambement (Figure 19 ;
Silverberg et al., 2012). De plus, ils ont mis en évidence que le confinement latéral de la racine
par la couche supérieure de gel impactait le mode de flambement de la racine (Silverberg et al.,
2012).
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Il a été mis en évidence chez Arabidopsis que la courbure ou flambement de la racine face a un
obstacle induisait I’initiation ectopique de racines latérales du coté convexe de la courbure
(Richter et al., 2009) (Figure 18B). Pour des racines qui progressent dans un environnement
complexe, ’initiation de racines latérales en réponse & un stress mecanique, contribuerait a
étoffer I’architecture du systéme racinaire, favorisant ainsi a la fois le volume de sol exploré et

I’ancrage produit par le systéme racinaire.

Dans les diverses expérimentations, la mise en place de la premiére zone de courbure apres le
contact avec un obstacle rigide ou semi-rigide est généralement suivie d’une déviation de I’apex
et d’une réorientation de la croissance. Chez les racines d’Arabidopsis thaliana, Massa et Gilroy
(2003) ont observé lors de cette réorientation la mise en place d’une seconde zone de courbure
dans les 3 heures suivant le contact entre I’apex racinaire et une lamelle de verre. Cette seconde
zone de courbure, mise en place dans la direction opposée a la premiere courbure a 400um de
I’apex environ, donne a la racine une forme finale « en marche » (« step-like shape ») (Figure
18A). Les auteurs ont interprété cette forme comme le résultat de I’interaction des réponses
gravitropique et thigmotropique (Massa and Gilroy, 2003). Chez les racines dont la columelle
a été retirée au laser ainsi que chez les racines agravitropiques, la seconde courbure est moins
importante que chez les racines sauvages, donnant a I’apex racinaire un angle de plus de 150°
par rapport a la verticale au lieu de 136° (Massa and Gilroy, 2003). La mise en place de la
seconde zone de courbure pourrait permettre a la racine de se réorienter plus facilement en
direction du vecteur de gravité une fois 1’obstacle contourné. La deuxiéme zone de courbure
observée par Massa et Gilroy (2003) n’est pas observée chez toutes les especes. Par exemple,
les racines de Phleum pratense se réorientent de fagon a ce que I’apex soit paralléle a I’obstacle
alors que les racines du riz (Oriza sativa) s’enroulent sur elle-méme a plusieurs reprises apres

le contact avec I’obstacle (Massa and Gilroy, 2003; Lourenco et al., 2015) (Figure 18C, D).

I11.4. Rdle de la coiffe dans la réponse aux contraintes méecaniques

Bien que peu étudiée, la coiffe a été suggérée a maintes reprises comme étant un tissu essentiel
dans la progression de la racine dans un sol, a la fois grace a sa forme spécifique et grace a son

action lubrifiante.
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Figure 20 : Impact de la résistance mécanique du sol sur la coiffe des racines de Zea mays.

(A) Impact sur la taille et la forme de la coiffe. A gauche, une racine progressant dans un sol meuble et a
droite, une racine progressant dans un sol compact (lijima et al., 2003a). On observe que la taille et la

forme de la coiffe sont altérées en réponse a la compaction du sol.

(B) Impact sur les divisions des initiales de la coiffe. Des divisions périclines ectopiques sont observées
lorsque la racine de mais est soumise & des contraintes mécaniques élevées (a droite). Ces divisions

ectopiques altére la frontiére entre le MAR et la coiffe racinaire (Potocka et al., 2011).

(C) Impact sur Pactivité sécrétrice des cellules périphériques de la coiffe. Microscopie électronique de
cellules LRC matures d’une racine poussant dans un sol meuble (haut) et d’une racine poussant dans un
sol compact (bas). Lorsque la racine est contrainte, les cellules LRC contiennent plus de veésicules
sécrétrices et de dictyosomes, permettant d’expliquer 1’induction de la production et de la sécrétion de

mucilage en réponse & une contrainte mécanique élevée (lijima and Kono, 1992).
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=» Diminution des frottements entre le sol et la racine

La coiffe racinaire semble avoir un réle important dans la limitation des frottements entre le sol
et les cellules en élongation de la racine, grace a la sécrétion de mucilage et la desquamation
des cellules bordantes. Il a ét¢ montré que 1’¢limination de la coiffe entrainait la diminution du
taux d’¢longation racinaire de 50% et I’augmentation du diametre de 30% chez des racines de
mais progressant dans un sol compact (lijima et al., 2003b). Dans cette méme étude, la
résistance a la pénétration racinaire a été mesurée a 0,31 MPa pour les racines avec une coiffe
intacte et a 0,52 MPa pour les racines dont la coiffe avait retirée (lijima et al., 2003b). Ces
résultats suggeérent que les racines décoiffées subissent plus de frottements que les racines avec
une coiffe intacte (lijima et al., 2003b,a). D’autre part, il a été¢ montré que 1’augmentation de la
résistance mécanique du sol importante stimulait a la fois la sécrétion de mucilage et le nombre
de cellules bordantes desquamées chez les racines de mais (Zea mays) (lijima et al., 2000,
2003b; Potocka et al., 2011). L’augmentation de la sécrétion de mucilage en réponse a une
résistance mécanique élevée serait corrélée a un nombre plus important de dictyosomes et de
vésicules sécrétrices dans les cellules de la coiffe, suggérant que 1’activité sécrétrice des cellules
de la coiffe est induite par les contraintes mécaniques (lijima and Kono, 1992) (Figure 20C).
L’augmentation de la desquamation des cellules bordantes en réponse a une résistance
mécanique élevée entrainerait, quant a elle, le recouvrement total de la coiffe (contre 11% de
recouvrement dans les sols meubles). Le recouvrement complet de la coiffe par les cellules
bordantes, tout comme I’induction de la sécrétion de mucilage, permettrait de réduire les
frottements entre le sol et I’apex racinaire. L’augmentation du nombre de cellules desquamées
serait compensée par 1’augmentation des taux de production de cellules de la coiffe. L activité
méristématique de la coiffe serait donc activée par les contraintes mécaniques (lijima et al.,
2003a). L’induction des activités méristématiques et sécrétrices de la coiffe, ainsi que la
desquamation plus importante des cellules pourraient étre vues comme des caractéristiques
adaptatives permettant de promouvoir la pénétration racinaire dans les sols compacts

(Bengough and Mckenzie, 1997; Potocka and Szymanowska-putka, 2018).

= Controéle de la forme de I'apex: impact sur la répartition des contraintes
mécaniques

Les régulations de la production et de la desquamation des cellules en réponse a une contrainte

mécanique importante entraineraient la modification de la forme de la coiffe. En effet, il a été

observé que les coiffes mécaniquement stressées apparaissaient souvent plus
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courtes et plus étroites a la base (WILSON et al., 1977; Souty and Rode, 1987; lijima et al.,
2003a) (Figure 20A). Or, la forme et la taille de la coiffe sont des caractéristiques clés de la
progression racinaire dans un sol. En effet, il a été montré que dans les sols compactés, le taux
d’¢élongation racinaire était corrélé a la géométrie de la pointe des racines de blé (Colombi et
al., 2017). Colombi et al. (2017) ont mis en évidence que les racines dont I’apex avait un angle
plus aigu progressaient plus vite dans un sol compact que les racines dont I’apex avait un angle
obtus. Il semblerait que la géométrie de 1’apex racinaire influence la résistance a la pénétration
expérimentée par la racine en modulant la distribution des contraintes axiales concentrées
autour de I’apex. Ainsi, un apex pointu entrainerait une concentration des contraintes sur une
plus petite surface (a la pointe de I’apex) et un apex en déme entrainerait une répartition
homogene des contraintes autour de I’apex (Ruiz et al., 2016; Colombi et al., 2017). Or, d’un
point de vue mécanique, une méme quantité de contraintes concentrées sur une plus petite
surface résultent en une force plus importante. Ces différentes études suggérent donc qu’une
racine avec un apex pointu doit générer une force de croissance plus faible qu’une racine avec

un apex en déme pour progresser dans un sol résistant (Colombi et al., 2017).

D’autres régulations en réponses aux contraintes mécaniques ont été observées dans la
coiffe racinaire, comme la vacuolisation des cellules méristématiques, une diminution du
nombre des amyloplastes dans les statocytes ainsi qu’une altération de leur localisation et une
orientation ectopique des divisions cellulaires (WILSON et al., 1977; Massa and Gilroy, 2003,;
Potocka et al., 2011) (Figure 20B). L’impact des contraintes mécaniques sur les statolites
pourrait, comme dans le cas d’un stress hydrique, permettre a la racine de négliger la gravité

pour se réorienter plus facilement et trouver une voie de moindre résistance mécanique.

IV.  Quid de la perception des contraintes mécaniques ?

Lorsqu’une flexion est appliquée a une tige, il a été montré que I’intensité de la réponse
de croissance dépendait non pas de la force appliquée mais de la somme des déformations
longitudinales subies par la tige. Chaque cellule percoit sa propre déformation et la réponse de
croissance est corrélée a la somme des perceptions locales de cette déformation (Coutand and
Moulia, 2000). Cette étude suggere que toutes les cellules végétales sont capables de percevoir
et d’intégrer les signaux mécaniques. Chez les racines, peu d’études ont permis de comprendre

les déformations des cellules dans un sol et la perception de ces déformations.
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Figure 21 : Modéle hypothétique de la mécanotransduction et action des différents mécanorécepteurs

putatifs (Monshausen and Gilroy, 2009)

Une contrainte de tension imposée a la membrane plasmique des cellules induit leur étirement. Cet étirement
activerait I’ouverture de canaux ioniques (MCA, MSL), ce qui permettrait I’influx d’ions Ca?* et CI- dans le
cytosol. L’influx de calcium déclencherait une voie de transduction du signal mécanique calcium dépendante.
Cette voie pourrait faire intervenir les Calmodulines (CaM) ou les Cam-Like (CML) qui & leur tour induiraient
d’autres processus, tel que la régulation de I’expression de génes, ... En paralléle de la voie de signalisation calcium
dépendante, une voie de signalisation kinase dépendante pourrait étre déclenchée a la suite de la perception du
signal mécanique par des protéines comme les RLK (Receptor-Like Kinase) ou les WAK (Wall-Associated

Kinase).
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Les mécanismes de perception/transduction du signal mécanique ont principalement été étudiés
lors du contournement d’un obstacle rigide par la racine ou lors de la flexion manuelle de la
racine (Monshausen et al., 2009). Dans les deux cas, 1I’étirement de la membrane plasmique
induit par les contraintes de tension dans la zone convexe de la racine courbée semble étre percu
et semble déclencher une cascade de signalisation semblable a celle observée dans la tige aprés
flexion (Monshausen et al., 2009; Shih et al., 2014).Plusieurs hypothéses ont été émises quant
aux mecanismes impliqués dans la perception cellulaire de la déformation. Une des hypothéses

implique I’action de canaux ioniques transmembranaires (Monshausen and Haswell, 2013).

IV.1. Les canaux ioniques transmembranaires

Lors de la courbure de la racine, I’étirement de la membrane plasmique des cellules activerait
I’ouverture de canaux mécanosensibles (MS). L’état ouvert-fermé de ces canaux permet les
mouvements d’ions (CA2*, CI', etc.) dans la cellule, transformant le signal mécanique en signal
électrochimique. Plusieurs canaux mécanosensibles ont été proposés, dont les membres de la
famille des MSLs (MscS-Like) ou de la famille des MCAs (Mid1-Complementing Activity)
(Figure 21, pour revues Monshausen and Gilroy, 2009; Monshausen and Haswell, 2013; Basu
and Haswell, 2017).

> Les canaux MSLs

Les canaux MscS (MechanoSensitive Channel of Small Conductance) ont été découverts chez
Escherisha coli il y a quelques dizaines d’années et sont a ce jour les canaux MS les mieux
connus. Ce sont des canaux ioniques non selectifs, dont 1’ouverture est directement controlée
par la tension dans la membrane plasmique et qui présente une importante conductance (1,2 nS)
(Haswell, 2007). Les canaux MscS chez les E.coli servent essentiellement de valves de sécurité
osmotique, protégeant les cellules de la rupture en cas de chocs hypo-osmotiques. Des
homologues des canaux MscS, nommé Les MSLs, ont été identifiés chez de nombreuses
especes de bactéries, archées, algues et plantes (Basu and Haswell, 2017). Au sein du génome
d’Arabidopsis thaliana, 10 protéines MSL sont retrouvées avec des profils d’expression et de
localisation cellulaire distincts (Pivetti et al., 2003; Haswell, 2007). Sur la base des régions
conservées, les MSLs peuvent étre groupés en deux classes, les MSLs de classe | et les MSLs
de classe Il (Haswell, 2007). Les MSLs de classe | (AtMSL1-3) contiennent des séquences N-

terminales prédisant leur localisation subcellulaire.
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Alors que la séquence N-terminale de MSL1 prédit une localisation du canal sur les membranes
des mitochondries, les séquences N-terminales de MSL2 et MSL3 prédit une localisation sur
les membranes des plastes (Small et al., 2004). Les canaux MSL2 et MSL3 semblent controler
la morphologie, la taille et le nombre des organelles contenus dans une cellule (Haswell, 2007).
Les MSLs de classe Il (MSL4-10), quant a eux, ne contiennent pas de séquences de localisation
subcellulaires identifiables, mais une localisation des canaux MSL9 et MSL 10 sur la membrane
plasmique des cellules d’Arabidopsis thaliana a été mise en évidence (Haswell et al., 2008).
AtMSLOI et 10 sont préférentiellement localisés dans 1’apex des racines d’Arabidopsis thaliana,
les tissus vasculaires racinaires ou aériens (Haswell et al., 2008). Les membres de classe Il
MSL4, MSL5, MSL6, MSL9 et MSL10, qui présentent de fortes homologies de séquence, se
sont avérés nécessaires dans les activités de canaux ioniques mécanosensibles (Haswell et al.,
2008; Peyronnet et al., 2008). En effet, le quintuple mutant msl4-1 msl5-2 msl6-1 msl9-1 msl10-
1 ne présente aucune activité de transports d’ions a travers la membrane plasmique de
protoplastes issus de cellules corticales de racines d’Arabidopsis thaliana (Haswell et al.,
2008). Cette étude a notamment fournit une évidence de I’activation par 1’étirement de la
membrane des canaux ioniques MSL9 et MSL10 (Haswell et al., 2008). De plus, les études
électrophysiologiques ont montré que les canaux MSLs de classe Il présentaient une plus
grande affinité pour le transport d’anions a travers la membrane plasmique, et notamment des
ions ClI" (Figure 21) (Haswell et al., 2008; Peyronnet et al., 2008). Ainsi, les canaux MSLs
semblent jouer un réle dans la mécanoperception, mais la nature de ce role et le mode d’action
des canaux MSLs restent a ce jour inconnu. La croissance du quintuple mutant msl4-1 msl5-2
msl6-1 msl9-1 msl10-1 en conditions de stress salins, osmotiques ou encore mécanique
n’apparait pas distincte de celle des plantules sauvages, ne permettant pas de definir leur réle

dans la mise en place des réponses des plantes aux stress abiotiques (Haswell et al., 2008).

» Les canaux MCAs
Les canaux MCA1 et MCAZ2 sont des canaux calciques localisés dans la membrane plasmique
des cellules végétales (Nakagawa et al., 2007). Le gene MCA2 est exprimé dans I’ensemble de
la plantule d’Arabidopsis thaliana, excepté dans la coiffe racinaire et dans la zone d’élongation
racinaire (Yamanaka et al., 2010). MCA1, quant & lui, est exprime dans les tissus vasculaires
des cotylédons, dans les feuilles, au centre de la rosette et dans 1’apex racinaire, excepté la coiffe
(YYamanaka et al., 2010).
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Figure 22 : Perception et transduction des signaux mécaniques lors du contournement d’un obstacle rigide

par la racine primaire d’Arabidopsis thaliana (d'aprés Monshausen et al., 2009)

Lors du contournement, la formation d’une zone de courbure entraine une contrainte de tension sur les cellules de
la face convexe de la racine, et une compression sur les cellules de la face concave. Les contraintes de tension
induisent un étirement des membranes plasmiques des cellules de la face convexe de la racine. Cet étirement
entraine I’ouverture de canaux ioniques MS, qui permettrait entre autre I’influx de calcium cytosolique observé 45
secondes apres initiation de la zone de courbure (B1). L ouverture des canaux pourrait étre renforcée par 1’action
de ligand (mechanical sensor). L’action des RLK et notamment de FERONIA a été proposée dans la
mecanoperception. Une alcalinisation calcium-dépendante de la paroi des cellules de la face convexe de la racine

a été observée dans les trois minutes suivant le contact de la racine avec I’obstacle (B2).
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MCA1L et MCAZ2 sont des paralogues et présentent une trés forte homologie de séquences
(Kurusu et al., 2013). En revanche, aucune homologie n’a été observée chez Arabidopsis
thaliana entre les MCAs et d’autres canaux ioniques ou transporteurs transmembranaires
(Kurusu et al., 2013). Les canaux MCAs ont la capacité de complémenter le phénotype létal du
mutant midl de Saccharomyces cerevisiae, défectueux pour des canaux calciques
mécanosensibles (Nakagawa et al., 2007). De plus, les canaux de la famille des MCAs auraient
un role prépondérant dans I’influx de calcium cytosolique en réponse a un choc osmotique ainsi
qu’a la suite d’un étirement de la membrane plasmique des cellules végétales (Figure 21)
(Nakagawa et al., 2007; Furuichi et al., 2012; Kurusu et al., 2012a,b). Ce role a été mis en
évidence chez Arabidopsis thaliana (AtMCA1, AtMCA2), chez Oriza sativa (AtMCA1) et
chez Nicotiana tabacum (NtMCAL, NtMCAZ2) (Nakagawa et al., 2007; Furuichi et al., 2012;
Kurusu et al., 2012a,b).

Enfin, alors que le mutant mca2 ne présente pas de phénotype particulier, la lignée mutante
mcal d’Arabidopsis thaliana, n’exprimant pas le géne MCAI, présente des retards dans le
développement de la rosette et de la hampe florale. De plus, une altération des capacités de
pénétration des racines mcal dans une couche de gel résistance a été mise en évidence
(YYamanaka et al., 2010). Ces observations suggerent que le canal calcique MCAL1 serait crucial
pour la mécanoperception chez les racines d’Arabidopsis, et qu’il participerait ainsi a la réponse
des racines aux variations de contraintes mécaniques (Figure 21, Figure 22) (Nakagawa et al.,
2007; Yamanaka et al., 2010).

IV.2. Les RLKs comme protéines clés de la mécanoperception

Chez les animaux, la perception et la transduction des signaux mécaniques semblent impliquer
un couplage physique entre le cytosquelette et la membrane plasmique, par le biais de protéines
appelées intégrines. Ces derniéres se fixent sur des protéines de la matrice extracellulaire
contenant le motif RGD (Arg-Gly-Asp) et forment un lien entre I’actine du cytosquelette et le
cytoplasme (Hynes, 2002). Une déformation du milieu externe se traduit ainsi par une
déformation du cytosquelette pergue a ’intérieur de la cellule. Chez les plantes, il a ét¢ émis
I’hypothése d’un réseau similaire, le continuum CPMCW (Cytoskeleton-Plasma Membrane-
Cell Wall) (Jaffe et al., 2002). 11 a été supposé ’existence de protéines intégrines-like capables
de reconnaitre les motifs RGD qui permettraient de relier les microtubules a la membrane

plasmique, ce qui faciliterait I’ouverture et la fermeture des canaux mécanosensibles (Jaffe et

al., 2002).
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Plusieurs études ont permis d’identifier des protéines de la famille des Receptor-Like Kinase
(RLK) qui pourraient étre ces integrin-like (Figure 21; Gouget, 2005; Bellande et al., 2017). Le
RLK FERONIA (FER) a été récemment identifié comme étant un acteur clé de la
mécanoperception dans la racine d’Arabidopsis (Shih et al., 2014). Les mutants fer2 et fer4
d’Arabidopsis présentent en effet une altération de la signalisation calcique et des réponses de
croissances a différentes stimulations mécaniques (Shih et al., 2014). La mutation abolit I’influx
cytosolique de Ca?* apres flexion de la racine d’Arabidopsis (Shih et al., 2014). De plus, chez
les mémes mutants, I’induction de I’expression de génes mécanosensibles connus est inhibée
de facon significative (Shih et al., 2014). En plus des réponses cellulaires, les racines fer
présentent une altération de leurs capacités de pénétration dans des couches de gel rigides et de
leur réorientation face a un obstacle rigide impénétrable (Shih et al., 2014). Toutes ces
observations suggerent fortement un réle du RLK FER dans la perception du signal mécanique
dans les racines d’Arabidopsis thaliana. Cependant, I’interaction entre FER et les canaux

mécanosensibles dans la perception du signal mécanique reste a déefinir.

IV.3. Role du calcium et des phytohormones dans la signalisation mécanique

L’¢étirement de la membrane plasmique des cellules de la racine entraine un influx de calcium
cytosolique tres rapide (des 1 secondes) et transitoire (Figure 21; Figure 22; Monshausen et al.,
2009). Cet influx n’a pas été observé du coté concave de la courbure ou de la flexion de la
racine (Monshausen et al., 2009). L’ augmentation de Ca®* dans le cytosol des cellules soumises
a une tension résulte principalement d’un influx a travers la membrane plasmique, a partir de
I’espace extracellulaire et ferait intervenir I’ouverture des canaux ioniques mécanosensibles et
notamment de MCAL (Figure 21; Figure 22; Monshausen and Haswell, 2013). Une
alcalinisation extracellulaire couplée a une acidification du cytoplasme est observée dans les 10
secondes aprés 1’étirement des cellules (Figure 22). Les modifications de pH suite a une
stimulation mécanique semblent dépendre de Dl’influx de calcium cytosolique. En effet,
I’inhibition de I’influx de calcium en réponse a un contact inhibe également 1’augmentation du
pH extracellulaire (Monshausen et al. 2009). Chez Arabidopsis, une hypothése a été émise selon
laquelle 1’alcalinisation extracellulaire induite par I’influx cytosolique de Ca®" pourrait étre
auxine-dépendante (Monshausen et al., 2011). En effet, le traitement avec de I’auxine exogéne
de synthese déclenche une hausse de calcium cytosolique dans les 7 a 14 secondes et
I’interaction auxine- Ca?* - pH a déja été mise en évidence lors de la réponse gravitropique
(Monshausen et al., 2011).
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Lors d’un contact de la racine avec un obstacle, 1’auxine pourrait intégrer les signaux générés
au sein de I’apex racinaire (Ca®*, pH, ROS) et modulerait ainsi la croissance racinaire. Une
interaction, ou coaction, entre I’auxine et 1I’éthyléne a également été mise en évidence dans la
réponse des racines aux contraintes mécaniques. En effet, le traitement de racines de tomates
avec un inhibiteur d’action de I’éthyléne inhibe la pénétration racinaire dans un sol compact
(Zacarias and Reid, 1992; Santisree et al., 2011). Or, un apport exogeéne d’auxine (NAA, 2, 4-
D ou IAA) sur les racines traitées avec 1’inhibiteur d’éthyléne stimule de fagon significative la
pénétration des racines, restaurant quasiment la pénétration des racines non traitées (Santisree
et al., 2011). Ces observations suggerent alors que 1’éthyléne jouerait soit sur le transport soit
sur la biosynthése de I’auxine en réponse a un stress mécanique. Par ailleurs, une équipe a mis
en evidence que les réponses des racines de peuplier (Populus nigra) a la flexion impliquait une
interaction entre diverses voies de signalisations, impliquant entre autres la réponse a 1’éthyleéne
et I’intervention des ROS (Trupiano et al., 2012). 1l est également apparu que la flexion de ces
racines entrainait I’accumulation de certaines hormones, dont 1’auxine, les cytokinines et
I’acide abcissique du c6té concave de la racine de peuplier (De Zio et al., 2018). L’acide
jasmonique serait lui aussi impliqué dans la réponse des plantes aux stimulations mécaniques.
Son implication a été mise en évidence dans la réponse des racines d’Oriza sativa a un contact
avec une barriére mécanique (Lourengo et al., 2015). Les racines de la lignée RNAi OsHOS1
n’exprimant pas 1’E3-ubiquitine ligase HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY
RESPONSIVE GENE1(OsHOS1) présentent une morphologie anormale en réponse a une
barriére physique par rapport aux racines sauvages du riz. Lourenco et al. (2015) ont montré
que le phénotype du mutant OsHOS1 pouvait étre restauré par un traitement exogéne d’acide

jasmonique.

En conclusion, un réle de 1’auxine mais aussi de I’éthyléne ou encore de I’acide jasmonique
dans la signalisation mécanique des racines a été mis en évidence dans différentes études.
Cependant, leur mode d’action ainsi que leurs mécanismes cibles permettant la mise en place
des réponses de croissance des racines aux contraintes meécaniques restent vague. Les multiples
systémes expérimentaux utilisés et la difféerence de fonctionnement racinaire entre les especes
vegétales étudiées compliquent la compréhension précise de la cascade de signalisation menant

de la perception du signal mécanique a la mise en place d’une réponse.
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Objectifs

De nombreuses études se sont intéressees a la réponse des racines aux variations de contraintes
mécaniques. Dans ces études, et selon leurs objectifs, différents systemes expérimentaux ont
été utilisés et des systémes racinaires issus d’espéces végétales variables ont été étudiés. Alors
que certains ce sont concentrés sur la progression des racines d’espéces végétales de grandes
cultures (mais, riz, blé) dans un sol compacté, d’autres ont tenté de comprendre la réponse des
racines de peuplier a un obstacle rigide, ou encore d’étudier la croissance des racines
d’Arabidopsis thaliana dans des hydrogels plus ou moins résistants. De plus, différentes
caractéristiques de la réponse des racines ont été observées, allant de I’architecture du systéme
racinaire, aux acteurs moléculaires impliqués dans la signalisation mécanique, en passant par
la division et 1’¢longation cellulaires. Le fonctionnement racinaire étant variable d’une espéce
a ’autre, et la nature aussi bien que I’intensité des contraintes mécaniques étant diverses d’une
¢étude a I’autre, il est difficile de mettre en commun les précédentes études pour avoir une vision

globale de la réponse des racines aux contraintes mécaniques.

Ainsi, la premiére étape de cette thése a été de mettre en place un systeme expérimental
dans le but d’étudier les réponses de la racine primaire d’Arabidopsis thaliana a des
variations de contraintes mécaniques imposées par son substrat. Nous avons choisi
d’étudier la progression des racines primaires d’Arabidopsis thaliana dans des milieux de
croissance de type hydrogels, dont les propriétés mécaniques étaient variables. L’utilisation de
la plante modéle Arabidopsis thaliana a 1’avantage de permettre un phénotypage de lignées
transgéniques ainsi que 1’observation de marqueurs fluorescents en microscopie. De plus, sur
la base de plusieurs études précédentes, nous avons émis 1’hypothése que les hydrogels, bien
qu’éloignés des conditions de culture naturelles des plantes, représentaient des modeles
simplifiés qui offraient une bonne visualisation des racines et qui permettaient de contréler les

contraintes mécaniques imposées aux racines (Yamamoto et al., 2008; Yan et al.,2017).

De par sa localisation a I’extrémité de la racine, la coiffe racinaire est considérée comme étant
le premier tissu a entrer en contact avec un changement des contraintes mécaniques axiales

lorsque la racine progresse dans le sol en direction du vecteur de gravité.
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Par ailleurs, I’importance de la coiffe dans la progression racinaire en réponse a des contraintes
mécaniques élevées a déja été suggérée (lijima and Kono, 1992; lijima et al., 2003b; Colombi
etal., 2017). Aussi, le deuxieme objectif de ma theése est de comprendre le role éventuel de
la coiffe dans la mise en place des réponses des racines d’Arabidopsis thaliana face a une
augmentation des contraintes mécaniques. Pour répondre a cet objectif, nous avons émis

deux hypothéses :

() La forme de la coiffe participe a la réponse des racines a une augmentation des
contraintes mécaniques. Selon les précédentes études (Ruiz et al., 2016; Colombi et
al., 2017), nous pouvons émettre 1’hypothése qu’une coiffe pointue permettrait une
capacité de pénétration plus importante des racines alors qu’une coiffe arrondie, en
ddme ou émoussee entrainerait une diminution des capacités de penétration racinaires.

(I La coiffe racinaire est le siege de la perception des contraintes mécaniques,
permettant de déclencher une cascade de signalisation menant a la mise en place des

réponses racinaires.

Pour explorer ces hypothéses, j’ai choisi de caractériser les réponses a une augmentation des
contraintes mécaniques de racines issues de lignées mutantes affectées dans 1’organisation et la
mise en place de la coiffe racinaire. Ce travail est basé sur I’utilisation des lignées mutantes fez-
2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 qui présentent des coiffes altérées, en termes de morphologie, mais
également de nombre de couches cellulaires, et dont le phénotype est restreint a la coiffe
racinaire (Figure 7; Willemsen et al., 2008; Bennett et al., 2010, 2014).

Dans la poursuite de ce travail, j’ai initié une étude visant in fine a identifier les processus
biologiques responsables de la mise en place des réponses de croissance des racines a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales. Si les mécanismes de perception et de
transduction du signal mécanique commencent a étre dévoilés au niveau de la tige, peu d’études
ont permis d’identifier les acteurs moléculaires impliqués dans la mécanoperception et la
mécanotransduction au niveau des racines. Pour débuter ce projet, je me suis intéressée a des
acteurs moléculaires dont I’implication dans la signalisation mécanique au niveau des racines a
déja éte suggérée. D’une part, j’ai étudie le role des canaux ioniques de la famille des MCAs
et des MSLs dans la réponse des racines a une augmentation des contraintes mécaniques

axiales.
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Pour se faire, j’ai caractérisé les réponses a une augmentation des contraintes mécaniques
axiales de racines issues des lignées mutantes mcal-null, n’exprimant pas le géne MCAL, et
mslA5, n’exprimant pas les 5 génes MSL4, MSL5, MSL6, MSL9 et MSL10 (Haswell et al., 2008;
lida et al., 2014). J’ai émis I’hypothése que, chez ces deux lignées mutantes, la mécano-
perception pourrait étre altérée, ce qui entrainerait une altération dans la mise en place des
réponses des racines aux contraintes mécaniques. D’autre part, j’ai commencé a étudier
Pimplication de I’auxine dans la mise en place des réponses des racines a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales. En adaptant le systéme expérimental a
une observation microscopique, et en utilisant des marqueurs fluorescents (lignées DR5 ::GFP
et DII-Venus), j’ai observé la cinétique de réponse a 1’auxine in vivo lors de la progression des
racines d’Arabidopsis thaliana en réponse a une augmentation des contraintes mécaniques

axiales.
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Reésultats
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Pour répondre aux objectifs de cette these, les résultats sont présentés dans 4 chapitres distincts.
Un premier chapitre est consacré a la caractérisation des propriétés mécaniques des hydrogels
utilisés pour la culture des plantules d’Arabidopsis thaliana. Les milieux que nous avons
développés visent a mimer d’une part une augmentation a long terme des contraintes
mécaniques réparties de facon homogeéne sur la circonférence de la racine (contraintes axiales,
radiales et frottements) et d’autre part une augmentation a court terme des contraintes
mécaniques axiales. La croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana dans les
milieux de culture de type hydrogels a été étudiée. Le deuxieme chapitre porte donc sur les
réponses de croissance des racines d’Arabidopsis a une augmentation a long terme ou a court
terme des contraintes mécaniques. Dans le troisieme chapitre, les réponses de croissance aux
augmentations des contraintes mécaniques de racines affectées au niveau de la coiffe sont
décrites. Cette troisiéme partie tend a déterminer 1’importance de la coiffe racinaire dans la mise
en place de la réponse mécanique. Le troisiéme chapitre fait I’objet d’un article soumis, nommé
“How do alterations in root cap structure and integrity impact root responses to an increase in
medium strength?”” Enfin, le quatriéme chapitre concerne des expérimentations préliminaires
réalisées les derniers mois de la thése, qui visent a identifier, a terme, des acteurs moléculaires
de la perception et de la transduction de I’augmentation des contraintes mécaniques axiales. Ce
chapitre présente des pistes de réflexions sur le role de mécanorécepteurs connus dans la
perception des contraintes mécaniques et de 1’auxine dans la transduction des contraintes

mécaniques.

La présentation des résultats est suivie d’une discussion générale et perspectives. Aprés avoir
discuté les points phares de la thése, un modéle hypothétique de la signalisation mécanique,
basé sur nos résultats ainsi que sur les résultats de précédentes études, est proposé dans la

discussion genérale.
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Chapitre 1 : Caractérisation des propriétés
mécaniques des milieux de culture a base de

Phytagel

Les milieux de culture de type hydrogel a base d’ Agar ou de Phytagel sont régulierement utilisés
dans la littérature en tant que sols-modeles pour la culture in vitro des plantes (Yamamoto et
al., 2008; Yan et al., 2017, 2018). Dans le cadre de la these, nous avons choisi de mimer des

variations de contraintes mécaniques en développant deux sols-modeles de type hydrogels.

Les milieux une-couche sont composés d’une couche unique de milieu de culture de
concentration en Phytagel homogene, qui est variable d’un milieu a I’autre (de 0,2 % a 1,2 %).
Ce dispositif a été utilisé dans le but d’étudier les réponses de croissance des racines a une

augmentation a long-terme des contraintes mecaniques axiales, radiales et des frottements.

Les milieux deux-couches consistent en la superposition de deux couches de milieu de culture
de concentration en Phytagel similaire ou distincte. Ce dispositif tend a étudier les réponses de
croissance des racines a une augmentation des contraintes mécaniques axiales lors de leur

contact la surface du milieu inférieur.

Afin d’estimer les variations de contraintes mécaniques relatives expérimentées par les racines
lorsqu’elles progressent dans les différents milieux une-couche et deux-couches, les propriétés

mécaniques de ces milieux ont été caractérisees selon deux approches expérimentales :

()] La rigidité des milieux une-couche a été évaluée en fonction de leur concentration
en Phytagel par des tests de compression, permettant le calcul du module d’Young
(Schiavi et al., 2016)

(I La résistance mécanique a la pénétration des milieux une-couche et des milieux

deux-couches a été estimée par la réalisation de tests de pénétrométrie.
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l. Protocole de préparation des milieux de culture une-couche et deux-couches

Pour I’ensemble de nos expérimentations, nous avons utilisé le Phytagel (Sigma, P8169) en tant
que gélifiant des milieux de culture. Le Phytagel présente de multiples avantages pour la culture
in vitro, a la fois de par sa plus grande stabilité a la tempeérature, sa plus forte résistance

mécanique et car il confére a I’hydrogel une meilleure clarté optique (Schiavi et al., 2016).

Pour I’¢élaboration des milieux une-couche et deux-couches, le milieu de culture Murashige et
Skoog (MS %), adapté a la culture des plantes d’Arabidopsis a été utilisé. Ce milieu contient
des macroéléments, microéléments, vitamines et saccharose ajoutés a une concentration précise
(Annexe 1). Une fois tous les éléments ajoutés, le milieu est ajusté a un pH 5,7, additionné de
Phytagel a la concentration souhaitée et autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Apres
autoclavage, le milieu de culture est maintenu a température ambiante environ 10 minutes, puis
versé en conditions stériles dans des boites de culture spécialement congues pour notre étude.
Les boites de culture sont formées de plaques de Polycarbonate assemblées de maniere a obtenir
une longueur de 100 mm, une largeur de 20 mm et une hauteur de 60 mm. Nos boites de culture
specifiques permettent de faire croitre les racines verticalement a I’intérieur du milieu de culture

et ainsi de les confiner sur toute leur longueur et leur circonférence.

Les milieux une-couche sont constitués de milieu de culture MS % contenant 0,2 % (p/v), 0,3
% (p/v), 0,4 % (p/v), 0,5 % (p/v), 0,8 % (p/v) ou 1,2 % (p/v) de Phytagel. Le milieu de culture
stérile est versé dans les boites de culture, elles aussi préalablement stérilisées, a raison de 80
mL par boite, correspondant a une hauteur de 40 mm. Les boites contenant le milieu de culture
sont ensuite fermées par un couvercle de Polycarbonate et maintenues a température ambiante

jusqu’a refroidissement complet et gélification du milieu de culture.

La préparation des milieux deux-couches consiste a couler 1’une apres ’autre, dans les cuves
de culture décrites ci-dessus, deux couches de milieux de concentration en Phytagel distincte.
Dans un premier temps, 60 mL de milieu MS/2 stérile contenant 0,2 % (p/v), 0,3 % (p/v) ou
0,5% (p/v) de Phytagel sont versés dans chaque boite de culture. Ces premiers 60 mL
constituent la couche inférieure de milieu, qui atteint une hauteur de 30 mm. Afin de limiter la
formation d’une crotte a la surface du milieu au cours du refroidissement, les boites de culture

sont directement scellées puis disposées dans la glace.
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Plague en
plexiglas

Cube de gel

Figure 23 : Représentation de ’appareil (Instron) utilisé pour la caractérisation de la rigidité du milieu de

culture en fonction de la concentration en Phytagel.

(A) L’Instron comprend un banc de translation, piloté par le logiciel dédié Bluehill 2, qui permet le déplacement
verticale millimétrique de la plateforme. Une cellule de force de précision 100 N est fixée sur la plateforme. L’ outil
nécessaire a la réalisation des essais mécaniques est ensuite attaché a la cellule de force. (B) Représentation d’un
cube de Phytagel placé entre deux plaques de plexiglas et soumis a une compression uniaxiale imposée par le
déplacement vertical de la plaque supérieure. La plaque supérieure est reliée a la cellule de force qui enregistre la

force de compression en fonction du déplacement de compression de la plaque.
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Apres une dizaine de minutes permettant la solidification du milieu, 20 mL de milieu stérile
MS/2 contenant 0,2 % (p/v) de Phytagel sont versés délicatement au-dessus de la couche
inférieure. Les 20 mL de milieu constituent la couche supérieure des milieux deux-couches,
superposée a la couche précédente sur une hauteur de 10 mm. Les boites sont refermées puis
maintenues a température ambiante jusqu’a refroidissement complet et gélification des deux

couches de milieu. Par ce procédé, nous avons élaboré trois milieux deux-couches différents :

- Un milieu nommé 0,2-0,2 pour lequel les deux couches contiennent 0,2 % (p/v) de
Phytagel.

- Unmilieu 0,2-0,3 composé d’une couche supérieure contenant 0,2 % (p/v) de Phytagel
et d’une couche inférieure contenant 0,3 % (p/v) de Phytagel.

- Unmilieu 0,2-0,5 composé d’une couche supérieure contenant 0,2 % (p/v) de Phytagel

et d’une couche inférieure contenant 0,5 % (p/v) de Phytagel
1. Propriétés mécaniques des milieux une-couche

11.1. Détermination de la rigidité des milieux en fonction de la concentration en Phytagel

I1.1.1. Méthode : réalisation des tests de compression et calcul du module d’Young

Les tests de compression ont été réalisés sur des cubes de gel (Figure 23). Dans un premier
temps, le milieu de culture MS % contenant du Phytagel a une concentration allant de 0,2 %, a
1,2 % a été prépare. Une fois autoclavé et legérement refroidi, le milieu de culture a été versé
en conditions stériles dans des boites de Petri rectangulaires sur une épaisseur de 10 mm. Apreés
refroidissement complet du milieu de culture, les boites de Petri ont été scellées avec du
parafilm et placées a 23°C. Apres 5 jours, des cubes de gel de 20 mm de c6té ont été découpés
dans les boites de Petri. La hauteur des cubes a été mesurée précisément a 1’aide d’un pied a

coulisse numérique de précision 102 mm.

Chaque cube de gel a été placé sur un appareil Instron (Tensile testing machine, Instron 5565),
constitué d’un banc de translation sur lequel une plaque en plexiglas reliée a une cellule de force
de précision 100 N est fixée (Figure 23). Le logiciel Console Bluehill 2 permet ensuite de
paramétrer le déplacement de la plaque (distance de déplacement et vitesse) et de collecter les
données enregistrées par la cellule de force. Au cours de nos essais, une compression uniaxiale
a été appliquée a la surface des cubes de gel par le déplacement vertical de la plague de plexiglas

a une vitesse constante de 0,5 mm.mint.
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Figure 24 : Courbes de contrainte-déformation obtenues a la suite des tests de compression réalisés sur des

cubes de gel de concentration croissante en Phytagel

(A) Courbe contrainte-déformation représentant le comportement d’un cube de gel contenant 0,2 % de Phytagel
soumis a une compression. La courbe présente trois phases, (I) une phase de contact entre la plaque de I’ Instron
et I’échantillon, (II) une phase de déformation élastique de I’échantillon et (III) une phase de déformation
plastique de I’échantillon.

(B) Courbes de contrainte-déformation obtenues aprés compression de cubes de gel contenant de 0,2 % a 1,2 %
de Phytagel. La pente des courbes, représentative du module d’Young du matériau contraint, augmente avec
la concentration en Phytagel.
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Lors du déplacement de la plaque, le logiciel enregistre en temps réel les données de force de
compression en fonction du déplacement de compression de la plaque. A partir de ces données,
la contrainte de compression ¢ associée a la déformation du cube de gel € a été calculée pour

chaque concentration en Phytagel, selon les relations suivantes :

o=, ®)
Al
&= E (9)

Ou F est la force de compression (N), A est ’aire de surface transversale de 1’échantillon sur
laquelle la force est appliquée (m?), lo est 1’épaisseur initiale de 1’échantillon (m) et Al est la

variation d’épaisseur de 1’échantillon, i.e. le déplacement de la plaque de plexiglas (m).

Le module d’¢lasticité E, ou module d’Young, a ensuite été calculé a partir du rapport entre la
variation de contrainte Ao et la variation de déformation Ae dans le domaine de déformation

¢lastique de 1’échantillon, selon la loi de Hooke :

_ Ac (10)

E =—
Ae
Les tests de compressions ont été réalisés sur trois échantillons pour chaque concentration en

Phytagel.

I1.1.2. La rigidité du milieu augmente avec la concentration en Phytagel
La figure 24 présente les courbes de contrainte-déformation obtenues & partir des tests de
compression. Pour ’ensemble des milieux une-couche et quelle que soit la concentration en

Phytagel, les courbes présentent trois phases distinctes (Figure 24) :

- Une phase I qui représente la déformation du cube de gel lors de la mise en contact entre
la plaque et la surface de 1’échantillon. La contrainte augmente de fagcon non linéaire
jusqu’a ce que la plaque soit parfaitement en contact avec I’ensemble de la surface de
1’échantillon.

- Une phase II qui s’illustre par I’augmentation proportionnelle de la contrainte en
fonction de la déformation de I’échantillon. Durant cette phase, la déformation de

I’échantillon est dite élastique et la pente de la courbe traduit le module d’élasticité E.
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Figure 25 : Module d’Young ou module élastique E en fonction de la concentration croissante en Phytagel

(A) Module élastique des cubes de gel contenant de 0,2 % a 1,2 % de Phytagel. Pour chaque concentration en

Phytagel, les points bleu clair indiquent les valeurs réelles et les carrés indiquent les valeurs moyennes, n=3. Les

lettres indiquent les valeurs moyennes significativement différentes (P<0.05, ANOVA suivie d’un test de Tukey).

(B) La relation E = f(Concentration en Phytagel) peut étre expliquée par la régression E = 118P¢?, avec E le module

élastique et Pc la concentration en Phytagel de 1’échantillon. Cette relation indique que la rigidité des cubes de gel

augmente avec leur concentration en Phytagel de facon non linéaire.

Figure 26 : Représentation d’un test de pénétrométrie
réalisé pour la caractérisation de la résistance
mécanique des milieux de culture une-couche et deux-

couche

(A) Représentation du déplacement vertical de 1’aiguille
utilisee comme pénétrométre dans un milieu deux-couches.
L’aiguille est reliée a la cellule de force qui enregistre la
force de compression au cours du déplacement de 1’aiguille
dans le milieu. (B) Gros plan de la pointe de 1’aiguille
utilisée pour tous les tests de pénétrométrie. Nous avons
choisi une aiguille dont la forme de la pointe était de

géométrie similaire a la pointe d’une racine.
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- Une phase III durant laquelle la contrainte n’augmente plus de maniere proportionnelle

a I’échantillon. Cette phase représente la déformation plastique de 1’échantillon.

Les tests de compression, réalises sur les cubes de gel de concentration en Phytagel croissante,
ont montré que la pente de la phase Il augmente avec la concentration en Phytagel (Figure 24B).
Le module d’élasticité E des échantillons atteint une valeur moyenne de 3,1 + 0,1 kPa pour le
milieu a 0,2 % de Phytagel, 32,0 + 3,8 kPa pour le milieu a 0,5 % de Phytagel, 70,1 + 2,1 kPa
pour le milieu a 0,8 % de Phytagel et 158,3 + 13,0 kPa pour le milieu & 1,2 % de Phytagel
(Figure 25A). Ainsi, le module d’élasticité augmente avec la concentration en Phytagel des
échantillons de maniére non-linéaire. La relation E en fonction de la concentration en Phytagel
peut étre expliquée par 1’équation de régression E = 118 Cp™* (R2 = 0,98), avec E le module
élastique et Cp la concentration en Phytagel (Figure 25B). Cette relation n’étant pas linéaire, il
sera plus approprié par la suite de mentionner la rigidité des milieux plutét que leur

concentration en Phytagel.

11.2. Estimation de la résistance mécanique en fonction de la concentration en Phytagel

IL.2.1. Méthode : Tests de pénétrométrie et calcul d’un travail

Les tests de pénétrométrie ont été réalises sur les milieux une-couche contenant 0,2 %, 0,3 %,
0,4 %, 0,5 %, 0,8 %, et 1,2 % de Phytagel (Figure 26). Les différents milieux testés ont été
préparés comme mentionné précédemment. Cing jours aprés leur préparation, les milieux de
cultures ont été placés sur I’appareil Instron, sur lequel a été fixée une aiguille de 2,5 mm de
diameétre reliée a la cellule de force de précision 100 N (Figure 26). L’aiguille, qui fait office
de pénétrometre, présente un angle a la pointe de 25° (Figure 26). Pour tous les tests réealises,
I’aiguille a été placée juste au-dessus de la surface du gel au début de I’expérimentation, avant
d’étre déplacée verticalement a une vitesse constante de 1 mm.min?, selon des modes

opératoires préétablis sur le logiciel Console Bluehill 2.

Un premier déplacement vertical de I’aiguille de 5 mm a été programmé, permettant la
pénétration de la pointe de 1’aiguille dans le gel. Quelle que soit la concentration en Phytagel

considérée, cette pénétration entraine dans un premier temps une augmentation importante et
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Figure 27 : Tests de pénétrométrie réalisés sur les milieux une-couche contenant de 0,2% a 1,2 % de

Phytagel

(A) Force de compression mesurée en fonction du déplacement vertical de I’aiguille dans les différents

milieux une-couche.

(B) Régressions linéaires (de 5 a 17mm) des courbes force-déplacement obtenues pour les milieux une-
couche contenant 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel. La pente des courbes augmente

avec la concentration en Phytagel des échantillons.

(C) Travail correspondant au déplacement de 1’aiguille sur Imm dans les milieux une-couche contenant

0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel. Les ronds indiquent les valeurs réelles et les
carrés indiquent les valeurs moyennes, n=3. Les lettres indiquent des moyennes significativement
différentes (P<0.05, ANOVA suivie d’un test de Tukey).
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rapide de la force de compression enregistrée par la cellule de force puis, dans un second temps,
une chute brutale de cette force (aprés 2-3 mm). Aprés 5 mm, le déplacement de 1’aiguille a été
arrété jusqu’a ce que la force de compression retourne a une valeur proche de 0 puis un nouveau
déplacement vertical de 1’aiguille a été programmé sur 20 mm. Les données de force de
compression en fonction du déplacement de 1’aiguille, récoltées au cours du second
déplacement, ont alors été utilisées pour calculer un travail W, traduisant les échanges d’énergie

qui s’ opérent lors du déplacement de 1’aiguille. Pour un déplacement rectiligne di, le travail W

de la force F se définit par :

W=JCF.d17 (12)

Soit,

W =F xu x cos(F,u) (12)

Dans notre cas, le déplacement étant paralléle a la force et orienté dans le méme sens, le
cos(F,u) est égale a 1. Les tests de pénétrométrie ont été conduits en triplicat sur les milieux

une-couche.

I1.2.2. La résistance mécanique a la pénétration des milieux de culture augmente avec
la concentration en Phytagel

Au début de I’expérimentation, le déplacement vertical de 1’aiguille du pénétrométre dans les
gels induit une force qui augmente trés rapidement pour atteindre une valeur « initiale » (Figure
27A). Cette augmentation rapide de la force de compression est visible pour le milieu une-
couche contenant 1,2 % de Phytagel (Figure 27A). Cette force initiale augmente avec la

concentration en Phytagel du milieu (Figure 27A).

Dans les milieux une-couche les moins concentrés en Phytagel (de 0,2 a 0,4 %), la breve
augmentation de la force de compression est suivie d’une augmentation plus progressive,
proportionnelle au déplacement de 1’aiguille (Figure 27A). Pour les milieux les plus concentres
en Phytagel (de 0,5% a 1,2 %), une relation linéaire entre la force de compression et le
déplacement de [’aiguille est ¢également visible, mais semble se mettre en place plus

tardivement, apres une phase de stabilisation de la force de compression (Figure 27A).
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Pour chaque concentration en Phytagel, la relation Force-déplacement a été approchée par une
régression linéaire a partir d’un déplacement de 5 mm (Figure 27B). La pente de cette
régression linéaire est de 5.10 pour le milieu a 0,2 % de Phytagel et 19.10* pour le milieu a
1,2 % de Phytagel et augmente donc avec la concentration en Phytagel (Figure 27B). Or, la
pente de cette portion linéaire de courbe traduit la force de frottements pour chaque millimétre
parcouru par 1’aiguille dans le gel. Ainsi, ces tests de pénétrométrie permettent d’illustrer que

la force de frottement augmente avec la concentration en Phytagel du milieu.

A partir des données obtenues, le travail li¢ au déplacement de 1’aiguille dans chaque gel a été
calculé. Le travail regroupe a la fois la force initiale et la force de frottements pour chaque gel.
Ce travail est de 273 £ 14 J (N.m) dans le milieu a 0,2 % de Phytagel, 474 + 28 J dans le milieu
0,5 %, 703 + 41 J dans le milieu & 0,8 % et 958 + 55 J dans le milieu 1,2 % (Figure 27C). Ainsi,
tout comme pour le module ¢lastique des gels, I’énergie générée lors de la progression verticale
de I’aiguille augmente de maniere significative avec la concentration en Phytagel. Les tests de
pénétrométrie sur milieux une-couche permettent de confirmer que 1’augmentation de la
concentration en Phytagel dans le milieu entraine 1’augmentation de la résistance a la

pénétration du milieu.

IIl. Résistance mécanique a la pénétration de I’interface dans les milieux deux-

couches

I11.1. Méthode : tests de penétrométrie sur les milieux deux-couches

Des tests de pénétrométrie ont également été realises sur les milieux deux-couches 0,2-0,2, 0,2-
0,3 et 0,2-0,5. Ces milieux ont été préparés comme énoncé précédemment et placés sur
I’appareil Instron. Les tests de pénétrométrie sur les milieux-deux couches ont été réalisés avec
le méme équipement que pour les milieux une-couche mais les déplacements verticaux de

I’aiguille dans le milieu ont suivi un programme distinct.

Un premier déplacement vertical de I’aiguille a été programmé sur 10 mm, conduisant la pointe
de I’aiguille juste au-dessus de la surface de la couche inférieure de milieu, que 1’on appellera
interface par la suite. Le déplacement de I’aiguille a été arrété jusqu’a ce que la force de
compression retourne a une valeur proche de 0 puis un nouveau déplacement vertical de

I’aiguille a été programmé, sur 5 mm.
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Figure 28 : Tests de pénétrométrie réalisés sur les milieux deux-couche contenant 0,2 % de Phytagel dans
la couche supérieure et 0,2 %, 0,3 % et 0,5 % de Phytagel dans la couche inférieure

(A) Force de compression mesurée en fonction du déplacement vertical de ’aiguille a partir du contact entre
la pointe de I’aiguille et la surface de la couche inférieure de gel (Omm).

(B) Force nécessaire pour générer la rupture de la surface de la couche inférieure de gel contenant 0,2 %,
0,3 % et 0,5 % de Phytagel. Les cercles indiquent les valeurs réelles et les carrés indiquent les valeurs
moyennes, n=4. Les lettres indiquent les valeurs moyennes significativement différentes (P<0,05,
ANOVA et test de Tukey)
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A partir des données de force de compression en fonction du déplacement de I’aiguille,
récoltées lors de ce second déplacement, la force maximale requise pour induire la rupture de
I’interface et la pénétration de I’aiguille dans la couche inférieure de gel a ét€¢ mesurée. Les tests
de pénétrométrie sur les milieux deux-couches ont été répétés sur 4 boites de culture pour

chaque condition.

II1.2. L’interface implique une augmentation de la résistance mécanique, qui dépend de

la concentration en Phytagel de la couche inférieure de milieu

Les courbes de force de compression en fonction du déplacement vertical de 1’aiguille a partir
du contact entre la pointe de 1’aiguille et I’interface sont présentées en Figure 28A. Pour
I’ensemble des milieux deux-couches et quelle que soit la concentration en Phytagel de la

couche inférieure, les courbes présentent trois phases :

0] La force augmente fortement et rapidement avec le déplacement de ’aiguille. Cette
phase correspond a la déformation de I’interface par le déplacement vertical de
I’aiguille.

(1) La force atteint un maximum apres lequel elle retourne a un niveau beaucoup plus
faible. La chute brutale de la force illustre la rupture de I’interface pour un certain
déplacement vertical de I’aiguille (3,1 mm en moyenne pour le milieu 0,2 %)

(1) La force augmente trés progressivement et linéairement (sauf pour le milieu 0,2-

0,2), de maniere similaire a ce qui est observé dans les milieux une-couche.

Les tests de pénétrométrie révelent que la pénétration dans la couche inférieure de milieu
survient apres une phase de déformation puis de rupture de I’interface et que cette rupture
nécessite 1’application d’une force beaucoup plus importante que la force requise pour la
progression de 1’aiguille dans la couche inférieure de gel (Figure 28A). La force necessaire a la
rupture de I’interface est de 0,032 + 0,004 N pour une couche de gel contenant 0,2 % de
Phytagel, 0,054 + 0,008 N pour une couche a 0,3 % de Phytagel et 0,107 + 0,009 N pour une
couche a 0,5 % de Phytagel (Figure 28A). Ainsi, la force nécessaire pour induire la rupture de
I’interface augmente avec la concentration en Phytagel (Figure 28A). La résistance mécanique
a la pénétration de l’interface peut étre estimée en divisant les valeurs de force par ’aire
transversale de la pointe de ’aiguille. Cette résistance est de 6,44 + 0,94 kPa pour I’interface
du milieu 0,2-0,2, de 11,04 + 1,98 kPa pour I’interface du milieu 0,2-0,3 et de 21,87 + 2,00 kPa
pour I’interface du milieu 0,2-0,5 (Figure 28B).
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Figure 29 : Contraintes mécaniques imposées aux racines lors de leur croissance dans les milieux une-

couche et dans les milieux deux-couches

Dans les milieux une-couche, 1’augmentation de la concentration en Phytagel entraine une augmentation de la
rigidité du milieu, de la force de frottements et de la résistance mécanique a la pénétration. Cela suggére que la
racine qui progresse dans un milieu de forte concentration en Phytagel est soumise & des contraintes mécaniques
axiales, radiales et a des frottements plus importants que la racine qui progresse dans un milieu de faible

concentration en Phytagel.

Dans les milieux deux-couches, la racine progresse dans une couche de milieu supérieure et rencontre la surface
de la couche inférieure, ou interface, qui présente une forte résistance mécanique a la pénétration par rapport aux
deux couches de milieu. Cela suggeére que le contact entre 1’apex racinaire et l’interface entrainera une
augmentation trés importante des contraintes mécaniques axiales. Cette augmentation sera d’autant plus

importante que la couche de milieu inférieure sera concentrée en Phytagel.
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Ces tests de pénétrométrie traduisent que I’augmentation de la concentration en Phytagel
entraine une augmentation de la résistance mécanique a la pénétration de la couche inférieure

de gel.

I\VV. Conclusion et Discussion

Les résultats obtenus a 1’issue des tests de compression et de pénétrométrie ont présenté une
bonne reproductibilité et une bonne homogénéité des mesures pour une concentration en
Phytagel donnée. Ces résultats suggerent une bonne stabilité des milieux utilisés et confirment
que les gels sont des modeles d’études simples appropriés a 1’étude du comportement des

racines dans un environnement controlé.

La réalisation de ces caractérisations mécaniques a démontré que la concentration en Phytagel
des milieux de croissance influencait fortement les propriétés mécaniques des gels. En effet,
I’augmentation de la concentration en Phytagel dans un milieu entraine a la fois I’augmentation
de la rigidité du milieu, de sa résistance mécanique a la pénétration et de celle de sa surface.
Ces résultats indiquent que les gels sont des milieux appropriés pour étudier la réponse des
racines aux variations des contraintes mécaniques du milieu (Yamamoto et al., 2008; Silverberg
etal., 2012; Yan et al., 2017). De plus, la caractérisation des propriétés mécaniques des milieux
une-couche et deux-couches en fonction de la concentration en Phytagel permet d’estimer le

niveau des variations de contraintes qui seront expérimentées par les racines.

Dans les milieux une-couche, les résultats obtenus illustrent une bonne homogénéité des
milieux et une forte corrélation de la rigidite en fonction de la concentration en Phytagel. De
plus, l’augmentation de la concentration en Phytagel dans ces milieux entraine une
augmentation correspondante de la force de frottements. Ainsi, ils confirment que les racines
progressant dans ces milieux une-couche seront soumises a des contraintes mécaniques
réparties de facon homogene sur I’ensemble de leur circonférence et dont I’intensité¢ sera

modulée par la concentration en Phytagel (Figure 29).

Dans les milieux deux-couches, les tests de pénétrométrie indiquent la présence d’une interface
de forte résistance mécanique a la pénétration entre les deux couches de milieux, et ce méme

dans le milieu 0,2-0,2.
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Cela confirme que, dans ces milieux, les racines seront soumises a une augmentation importante
des contraintes mécaniques axiales lorsqu’elles entreront en contact avec la couche inférieure
de gel (Figure 29). Cette augmentation sera dépendante de la concentration en Phytagel de la
couche de milieu inférieure. Le milieu 0,2-0,2 sera considéré par la suite comme le milieu
offrant la plus faible augmentation de résistance mécanique, le milieu 0,2-0,5 comme le milieu
offrant la plus forte augmentation de résistance mécanique et le milieu 0,2-0,3 comme un milieu

de résistance intermédiaire.
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Figure 30 : Problématiques du chapitre 2 et critéres d’études des racines primaires d’Arabidopsis thaliana

progressant dans les milieux une-couche et deux-couches
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Chapitre 2 : Réponses des racines primaires
d’Arabidopsis thaliana a une augmentation des

contraintes mécaniques

Si les réponses de croissance des racines aux contraintes mecaniques ont déja éte relativement
bien décrites par le passe, il s’avere que ces réponses dépendent grandement de I’espéce
vegétale étudiée et du modele expérimental choisi (sol réel, gels, milieux granulaires,
hydroponie, etc.). Pour approfondir 1’étude sur les racines primaires d’Arabidopsis thaliana, il
était essentiel de débuter mes travaux de thése par la caractérisation précise des réponses de
croissance des racines aux variations de contraintes mécaniques et ce, dans notre systéme

expérimental.

Dans les milieux une-couche de rigidité croissante, les racines primaires d’Arabidopsis thaliana
sont soumises a une augmentation a long terme des contraintes mécaniques axiales, radiales et
des frottements. Nous avons étudié la croissance racinaire en fonction de la rigidité du milieu
en termes de vitesse et d’orientation (Figure 30). Ces études ont permis de comparer les
réponses racinaires a 1’augmentation des contraintes mécaniques du sol et a celles du gel. Elles
permettent ainsi d’approfondir notre compréhension a la fois du comportement racinaire et du

comportement des hydrogels.

Dans les milieux deux-couches, les racines progressent dans la couche de milieu supérieure
avant d’entrer en contact avec I’interface de résistance mécanique a la pénétration plus élevée
que les deux couches de milieux. La présence de cette interface permet d’étudier les réponses
des racines a une augmentation a court terme des contraintes mécaniques axiales (Figure 30).
Dans un premier temps, les capacités de pénétration des racines dans la couche inférieure de
milieu ont été étudiées en fonction de la résistance mécanique de ’interface. Ensuite, la vitesse
de croissance des racines en reponse a une augmentation des contraintes mécaniques axiales a
été étudiée, a la fois pour les racines ayant et n’ayant pas pénétré dans la couche inférieure de
milieu. Enfin, la rectitude des racines et la mise en place de zones de courbure ont été

précisément analysées en réponse 1’augmentation des contraintes axiales.
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. Réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a une

augmentation de la rigidité du milieu

I.1. Méthodes : Analyse des réponses de croissance des racines dans les milieux une-

couche

L.1.1. Matériel végétal

Dans le cadre de ces expérimentations, les milieux une-couche contenant 0,2 % (p/v), 0,3 %
(p/v), 0,4 % (p/v), 0,5% (p/v), 0,8% (p/v) et 1,2% (p/v) de Phytagel ont été utilisés. Les milieux
de culture ont été préparés comme indiqué dans le matériel et méthodes du Chapitre 1 (Figure
31, étape 1). En paralléle, les graines d’Arabidopsis thaliana (écotype Columbia, Col-0) ont été
stérilisées par une incubation dans une solution contenant 30 % (v/v) d’hypochlorite de sodium
et 2 % (v/v) de Triton X-100. Aprés 10 minutes d’incubation, les graines ont été rincées cinq
fois avec de I’eau UP (Ultra Pure). Aprés 30 minutes de séchage en conditions stériles, les
graines d’Arabidopsis thaliana ont été déposées délicatement a la surface du gel des milieux
une-couche a I’aide d’un cure-dent stérile, et a raison de 10 graines par boite de culture. Les
boites de culture ont ensuite été scellées puis placées a 4°C pendant 2 jours. Les boites de
cultures ont ensuite été placées en chambre de culture sous une photopériode de 16h et a une
température de 23°C. L’éclairage de la chambre de culture présente un flux de photons constant

de 47 pmol.m2.s2,

1.1.2. Suivis de la croissance et de l'orientation des racines par analyse d'image

Aprés cing jours en chambre de culture, les boites ont été placées devant un appareil photo a
une distance de 250 mm environ, correspondant aprés mise au point a une échelle de 303
pixels. mm™. Nous avons choisi de ne pas effectuer la mise au point a distance minimale (qui
offre une échelle de 644 pixels. mm™) pour ne pas nuire a 1’éclairage des plantules
d’Arabidopsis thaliana. Les prises de vue des racines ont été réalisées a 1’aide de deux appareils
Nikon DSC D7100 équipés d’un objectif macro (NIKKOR 60 mm, ou TAMRON SP 60 mm)
et de 56 mm de bague allonge (Kenko) insérée entre le boitier et I’objectif (Figure 31, étape 2).
Les bagues allonges permettent de réduire la distance de mise au point minimale, et ainsi
d’augmenter le grandissement de 1’objet photographié. Les prises de vue ont été acquises
automatiquement avec le logiciel dédi¢ DigiCamControl (v2.1.0), a raison d’une photo toutes

les dix minutes pendant 12 heures pour les milieux une-couche.
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L’ensemble des images issues des prises de vue séquentielles sont prétraitées a 1’aide du logiciel
Rawtherapee (opensource, v4.2.1). Le prétraitement des images permet de minimiser le poids
des images tout en conservant la meilleure qualité possible, d’améliorer le contraste afin de
faire ressortir la racine, et de diminuer le bruit de fond, ces étapes ayant pour but de faciliter les
analyses de croissance par la suite (Figure 31, étape 3). Les images prétraitées ont ensuite été
analysées avec RootStemExtractor, un programme développé au sein du laboratoire et décrit
par Chauvet et al. (2016) (Figure 31, étape 4). Le programme permet I’extraction du squelette
topologique de chaque racine sur les prises de vue. Sur la premiére image de la série, une ligne
perpendiculaire a 1’axe de la racine est tracée de part et d’autre de la racine a environ 2,5 mm
de I’apex. Le programme identifie les deux bords extérieurs de la racine en analysant les
maximums de gradients sur les profils de niveaux de gris et le premier point du squelette de la
racine est défini comme le point médian entre les deux bords de la racine. La ligne
perpendiculaire a I’axe de la racine est ensuite transposée le long de la racine jusqu’a I’apex,
avec un pas de 0,3 pixel, afin d’estimer tous les points du squelette de la racine sur une image.
L’orientation de la ligne varie le long de la racine pour rester constamment perpendiculaire a
I’axe de la racine. Les coordonnées des points du squelette permettent alors d’évaluer la
longueur de la racine sur chaque image et son inclinaison locale en fonction de I’abscisse
curviligne (Figure 31, étape 4). L’analyse de ’ensemble des images d’une série via RootStem
Extractor permet d’obtenir différentes mesures caractéristiques de la croissance racinaire. Dans
un premier temps, RootStem Extractor fournit les valeurs de longueur de la racine et d’angle a
I’apex en fonction du temps (Figure 31, étape 4). Un ajustement linéaire de la longueur de la
racine en fonction du temps sur une durée de 12h permet d’obtenir la vitesse de croissance
moyenne des racines dans les milieux une-couche. Les valeurs de 1’angle de I’apex ont été
utilisées pour I’analyse de la déviation de la croissance racinaire par rapport a la verticale et des

oscillations de I’apex en fonction de la rigidité du milieu.

Par ailleurs, la dérivation de I’inclinaison locale donnée par le programme RootStem Extractor
permet d’obtenir le spatiotemporel de la courbure le long des racines (Figure 31, étape 4). Pour
chaque racine, le spatiotemporel de la courbure est représenté dans un graphique composé de
trois dimensions : I’axe des abscisses correspond au temps (h), I’axe des ordonnées correspond
a la longueur de la racine (mm) et les couleurs représentent I’intensité de la courbure (mm™).
La couleur verte illustre une absence de courbure alors qu’une couleur bleue ou rouge illustre
une courbure d’intensité indiquée par 1’échelle couleur a droite du graphique (Figure 31, étape

4).
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Figure 32 : Profils de longueur cellulaire, de vélocité et d’EER de I’apex des racines primaires d’Arabidopsis

thaliana

(A) Tlustration d’un plan longitudinal de ’apex d’une racine primaire d’Arabidopsis thaliana observée en
microscopie confocale a balayage laser, aprés coloration au PI. (B) Exemple d’un profil moyen de longueur
cellulaire. Pour chaque racine, les valeurs de longueur cellulaire sont interpolées tous les 20 um et tracées en
fonction de la distance au centre quiescent. Des ajustements non linéaires sont réalisés et la moyenne de ces
ajustements est représentée par la courbe bleue. (C) A partir des profils de longueur cellulaire, la vélocité locale le
long de la racine a été calculée, et sa dérivée permet d’obtenir le taux d’élongation élémentaire le long de la racine.
Le profil de vélocité indique un Vmax, correspondant a la vitesse de croissance moyenne des racines. Le profil
d’EER indique un EERmax illustrant la capacité d’allongement maximale des cellules. Les profils de vélocité et

d’EER permettent également de déterminer la longueur de la zone de croissance des racines.
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I.1.3. Analyse cinématique : des profils de longueur cellulaires aux taux d’élongation

élémentaire

=>» Obtention des profils de longueur cellulaire a 'apex racinaire

Les profils de longueurs cellulaires ont été réalisés sur des racines primaires d’Arabidopsis
thaliana cultivées dans des milieux une-couche contenant 0,2 % ou 1,2 % de Phytagel. La
préparation des milieux et le semis des graines ont éte réalisés comme énoncé précédemment.
Apres 5 jours en chambre de culture, les plantules d’Arabidopsis ont été délicatement extraites
du milieu de culture et ont été déposées sur une lame de microscope. Les racines d’Arabidopsis
ont été recouvertes d’une solution contenant 10 pg.ml? d’iodure de propidium (PI, P4170,
Sigma). Une lamelle en verre a été déposée immeédiatement sur les racines, sans rincage de la
solution PI. Les racines ont ensuite €té observées sous un microscope confocal a balayage laser
(Zeiss LSM 800, Carl Zeiss Microscopy), avec un objectif x20. La longueur d’onde d’excitation
des échantillons colorés au PI est de 488 nm et 1’émission de la fluorescence du Pl a été détectée
en utilisant un filtre de transmission a partir de 560 nm. Les plans longitudinaux des 3 premiers
mm de 1’apex racinaire ont été acquis successivement. Les images ont ét¢ assemblées de
maniere semi-automatique sur Image J (Pack Fiji, v1.52f), a I’aide du plugin MosaicJ

(Thévenaz and Unser, 2007), comme illustré sur la Figure 32A.

A partir des images microscopiques, la longueur des cellules de cortex, situées de part et d’autre
de la coupe longitudinale, a été mesurée a partir du centre quiescent en utilisant le logiciel Fiji.
Une fois les mesures réalisées, les valeurs de longueur de cellules en fonction de la distance au
centre quiescent L(x) ont été interpolées tous les 20 um pour chaque file cellulaire en utilisant
I’environnement de développement Python Spyder (Python 2.7, Spyder 3.3.1) (Figure 32B).
Des ajustements non linéaires ont été réalisés sur les profils de longueur cellulaire, afin de
transformer les données discontinues en un profil continu le long de la racine. Le profil de
longueur cellulaire a ainsi été réalisé pour 8 a 10 racines primaires d’Arabidopsis, cultivées

pour chaque concentration en Phytagel.
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=>» Obtention des profils de vélocité
A partir des profils de longueur cellulaire, la longueur moyenne des cellules matures a été
calculée pour chaque racine. Pour obtenir le taux de production de cellules (TPC) propre a
chaque racine, la vitesse de croissance moyenne des racines dans les milieux une-couche 0,2 %
et 1,2 %, obtenue précédemment par suivi de croissance et analyse d’image, a été divisée par la
longueur moyenne des cellules matures. Ce taux permet d’estimer le nombre de cellules
produites en une heure pour chaque racine. En régime permanent de croissance, il y a une
correspondance entre la longueur locale des cellules L(x) et la vitesse de déplacement locale
des cellules en fonction de leur distance au centre quiescent V(x) (Silk and Erickson, 1979;
Silk, 1992; Liu et al., 2013). Cette vitesse de déplacement locale, i.e. la vélocité a chaque
position le long de I’axe racinaire, peut étre calculée en multipliant la longueur locale des

cellules L(x) par le taux de production de cellules TPC pour chaque racine.

=>» Obtention des taux d’élongation élémentaire
Apres obtention et ajustement des profils de vélocité, le taux d’élongation élémentaire EER
(Elemental Elongation Rate), ou taux de changement de vitesse de déplacement des cellules,
peut étre calculé (Figure 32C). Ce taux indique la variation de longueur d’un segment de petite
taille par unité de longueur et de temps le long de 1’apex. Il refléte 1’¢longation relative des
cellules composant les différents segments. Le taux d’élongation élémentaire local EER(X) est
obtenu par dérivation de la vélocité locale V(x). Le profil d’EER en fonction de la distance au

centre quiescent est représenté par une courbe en cloche caractéristique (Figure 32C).

A partir des profils de vélocité et d’EER, plusieurs criteres de la croissance peuvent étre mesurés
(Figure 32C) :

- Vmax. Ce critére est défini comme I’asymptote du profil de Vélocité. Dans notre
expérimentation, la valeur de Vmax d’une racine correspond a la valeur de vitesse de
croissance moyenne obtenue par suivi de croissance et analyse d’image

- La longueur de la zone de croissance (ZC). Elle correspond a la distance entre le
centre quiescent et le point pour lequel la vélocité atteint 94 % de Vmax. La valeur de
94 % a été choisie sur la base des travaux de thése de Francois Bizet et semble étre un
bon compromis permettant de considérer la quasi-totalité de la croissance sans tendre

vers I’infini sur certains profils de courbe particuliers (Bizet, 2014).
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Figure 33 : Vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana progressant en fonction de la

rigidité des milieux une-couche

(A) Taille moyenne des racines primaires en fonction du temps dans les milieux contenant 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %,
0,8 % et 1,2 % de Phytagel. Les mesures ont été effectuées pendant 12h (720 min). La taille des racines au
début de la mesure a été ramenée a Omm.

(B) Vitesse de croissance moyenne des racines primaires progressant dans les milieux contenant 0,2 % (3 kPa),
0,3 % (8 kPa), 0,4 % (17 kPa), 0,5 % (32 kPa), 0,8 % (70 kPa) et 1,2 %(158 kPa) de Phytagel. Les ronds
indiquent les valeurs obtenues pour chaque racine et les carrés indiquent les valeurs moyennes, n=15. Les

lettres indiquent les moyennes significativement différentes (P<0,05, ANOVA | et test de Tukey).
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- Le taux d’élongation élémentaire maximal (EERmax). L’EERmax est défini comme
¢tant la valeur maximale du profil d’EER et traduit la capacité d’allongement des

cellules d’une racine (Figure 32C).

1.1.4. Analyses statistiques

Toutes les données issues des suivis de croissance, des profils de vélocité¢ et d’EER ont été
analysées de maniere statistique en utilisant le logiciel R (Rstudio, R.3.3.4, https://www.r-
project.org/). Dans un premier temps, un test de Shapiro-Wilk a été exécuté pour vérifier la
distribution normale des donnéeset un test de Bartlett a été exécuté pour Vvérifier
I’homoscédasticité. Ensuite, dans les cas ou seulement deux moyennes devaient étre comparées
(critéres de croissance), un test T de Student a été appliqué aux données. Dans tous les cas ou
plus de deux moyennes devaient étre comparées, une analyse de variances a un facteur
(ANOVA 1) a été appliquée aux données afin de déterminer si 1’effet du facteur (rigidité du
milieu) sur les variables (vitesse de croissance, déviation de 1’apex, ...) était significatif.
Lorsqu’un effet significatif a été observé, une analyse post-hoc a été realisée, basée sur le test
de Tukey. L’ensemble des analyses statistiques ont été réalisées en considérant un risque o de

0,05.

I.2. La rigidit¢ du milieu impacte la vitesse de croissance des racines primaires

d’Arabidopsis thaliana

La vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana ayant progressé dans les
milieux une-couche contenant de 0,2 % a 1,2 % de Phytagel a été étudiée et est présentée dans
la Figure 33. La taille des racines évolue de maniére linéaire au cours des 12h de prises de vue
et ce, pour I’ensemble des milieux de cultures, indiquant que la vitesse de croissance des racines
primaires d’Arabidopsis est constante dans les milieux de culture quelle que soit leur rigidité
(Figure 33A). Cette observation a permis e calculer la vitesse de croissance moyenne pendant
12 h en fonction de la rigidité du milieu. Lorsque les racines primaires d’Arabidopsis
progressent dans un milieu contenant 0,2 % de Phytagel, caractérisé par une rigidité de 3 kPa,
une vitesse de croissance moyenne de 3,19 + 0,22 um.min* est observée (Figure 33B). Dans
un milieu contenant 0,5% de Phytagel, caractérisé par une rigidité de 32 kPa, les racines
progressent a une vitesse moyenne de 2,1 + 0,15 um.min, qui est significativement plus faible
que la vitesse moyenne dans le milieu 0,2 % (Figure 33B).
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Figure 34 : Profils de longueur cellulaire de racines primaires d’Arabidopsis thaliana qui ont progressé dans

un milieu une-couche contenant 0,2 % ou 1,2 % de Phytagel.

(A) Profils de longueur cellulaire en fonction de la distance au centre quiescent réalisés sur des racines qui ont
progressé pendant 5 jours dans un milieu une couche contenant 0,2 % de Phytagel (courbe beige), et 5 jours dans
un milieu contenant 1,2 % de Phytagel (courbe grise). (B) Profils de vélocité en fonction de la distance au centre
quiescent réalisés sur les racines dans le milieu 0,2 % et le milieu 1,2 %. (C) Profils d’EER en fonction de la
distance au centre quiescent obtenus par dérivation des profils de vélocité. Pour les 3 graphiques, les moyennes +

I’écart type sont représentées, 8 <n < 10.
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Au-dela de cette rigidité, pour les milieux contenant 0,8% (E = 70 kPa) et 1,2% (E= 158 kPa)
de Phytagel, la vitesse de croissance moyenne des racines ne diminue pas de maniére
significative (Figure 33B). La relation entre la vitesse de croissance moyenne des racines et la
rigidité du milieu peut étre approchée par I’équation de régression V = 3.5 E%! (R2 = 0.96) avec
V la vitesse de croissance et E la rigidité du milieu (Figure 33B). Cette équation indique que la
vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis diminue en réponse a I’augmentation

de la rigidité des milieux une-couche et ce, de facon non lineaire.

J’ai poursuivi cette étude par une analyse cinématique qui me permettra de préciser I’impact de
la rigidité du milieu sur la zone de croissance des racines d’Arabidopsis (Figure 34). Tout
d’abord, des profils de longueur cellulaire ont été réalisés sur des racines ayant progresse dans
le milieu 0,2% de plus faible rigidité et le milieu 1,2% de plus forte rigidité (Figure 34A). Les
profils de longueur cellulaire se caractérisent par trois phases qui illustrent la distinction de trois
zones localisées a 1’apex racinaire : (I) Une zone caractérisee par la présence de cellules de
petite taille, localisée proche du centre quiescent, (I) une zone caractérisée par 1’allongement
progressif des cellules et (111) une zone caractérisée par des cellules de taille eélevée et stable,
localisée plus loin du centre quiescent (Figure 34A). Ces profils illustrent donc la zone de
division, la zone d’¢longation et le début de la zone de différenciation caractérisant ’apex des
racines (Figure 34A). Apres cing jours de croissance dans le milieu de plus faible rigidité (0,2%
de Phytagel), les cellules corticales de la zone mature des racines primaires d’Arabdiopsis
atteignent une longueur moyenne de 145 + 5 um (Figure 34A). En revanche, dans le milieu le
plus rigide (1,2% de Phytagel), les cellules corticales de la zone mature présentent une longueur
de 80 £ 2 um, soit une diminution significative de 45 % par rapport au milieu le moins rigide
(Figure 34A). Sur les profils de vélocité réalisés a partir des profils de longueur cellulaire, une
différence significative de la vélocité maximale Vmax est observée entre les racines ayant
progressé dans le milieu 0,2 % (197,9 + 4,5 um.h?) et celles ayant progressé dans le milieu
1,2 % (103,9 + 1,5 um.h') (Figure 34B). Les profils de vélocité et d’EER ont permis d’estimer
que la longueur de la zone de croissance était de 917 + 49 um en moyenne chez les racines qui
ont progressé dans un milieu 0,2 % et de 664 £ 56 um en moyenne chez les racines qui ont
progressé dans un milieu 1,2 %, ces longueurs moyennes étant significativement différentes
(Figure 34B, C, Annexe 2). La diminution de la longueur de la zone de croissance en réponse a
I’augmentation de la rigidité du milieu semble étre due a un raccourcissement a la fois de la

zone de division et de la zone d’élongation (phases I et II plus courtes ; Figure 34B, C).
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Figure 35 : Angle de I’apex des racines primaires d’Arabidopsis thaliana au cours de leur croissance dans

les milieux une-couche

L’angle de I’apex des racines primaires d’Arabidopsis thaliana agées de 5 jours a été suivi durant 400 minutes lors
de leur croissance dans des milieux une-couche contenant 0,2 % (A), 0,5% (B), 0,8 % (C) et 1,2 % (D) de

Phytagel. Les valeurs présentées correspondent a la moyenne de ’angle de ’apex + 1’écart type.
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Figure 36 : Amplitude des oscillations et déviation de I’apex par
rapport a la verticale chez les racines primaires d’Arabidopsis
thaliana dans les milieux une-couche en fonction de la rigidité du

milieu

(A) Amplitude moyenne des oscillations de I’apex suivies sur une
durée de 420 minutes dans les milieux une-couche de rigidité
croissante. Les ronds indiquent les valeurs individuelles et les carrés
indiquent les valeurs moyennes, n=15. (B) Déviation de I’apex par
rapport a la verticale en fonction de la rigidité du milieu. Les ronds
indiquent les valeurs individuelles et les carrés indiquent les valeurs
moyennes, n=15. Les lettres indiquent les moyennes
significativement différentes (P<0,05, ANOVA | et test de Tukey).
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En revanche, I’EERmax, de 0,52 + 0,05 h'! chez les racines qui ont progressé dans le milieu
0,2 % et de 0,39 + 0,06 h'! chez les racines qui ont progressé dans le milieu 1,2 %, n’apparait
pas significativement différent entre les deux conditions de croissance racinaire (Figure 34C).
L’ensemble de ces résultats suggére donc que I’augmentation de la rigidité du milieu affecte la
vitesse de croissance des racines ainsi que la longueur de la zone de croissance sans affecter la

capacité des cellules a s’allonger.

I.3. La rigidité du milieu impacte la rectitude des racines primaires d’Arabidopsis thaliana
Afin de caractériser précisément la réponse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis
face a l’augmentation de la rigidité des milieux une-couche, nous avons étudié deux

parameétres liés a la rectitude de la croissance racinaire :

L’angle de I’apex racinaire au cours du temps lors de la croissance des racines dans les milieux

une-couche contenant 0,2 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel (Figure 35, Figure 36)

La tortuosité des racines, i.e. I’intensité des zones de courbures le long de la racine, au cours de
leur croissance dans les milieux une-couche contenant 0,2 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel
(Figure 37).

Le suivi de I’angle de 1’apex au cours du temps a mis en évidence une succession d’oscillations
de I’apex racinaire au cours de la croissance racinaire (Figure 35). Ces oscillations présentent
une période courte, de I’ordre de quelques minutes (Figure 35). L’apex racinaire oscille avec
une amplitude moyenne de 0,9 = 0,1 ° dans le milieu de plus faible rigidité et de 1,7 + 0,3 °
dans le milieu le plus rigide, correspondant a une augmentation de pres de 89 % entre les deux
milieux (Figure 36A). Les valeurs d’amplitude étant faibles et les erreurs standards importantes,
I’augmentation d’amplitude en réponse a I’augmentation de rigidité du milieu n’est cependant
pas significative. En plus de I’amplitude des oscillations, la déviation de 1’apex par rapport a la
verticale a éte extraite du suivi de croissance des racines dans les milieux une-couche (Figure
36B). L’angle de 1’axe racinaire est d’environ 10 + 2 © (par rapport a 0°, la verticale) dans le
milieu de plus faible rigidité et de 5 + 1 ° dans le milieu le plus rigide (Figure 36B). Ainsi,
I’orientation de la croissance des racines est significativement plus verticale dans le milieu le
plus rigide, suggérant qu’une forte rigidité de milieu confine la racine et réduit la capacité de

déviation de I’apex racinaire.

139



Longueur de la racine (mm)

o
N
N

Temps(h) Temps (h) Temps (h) Temps (h)

Figure 37 : Suivi spatiotemporel des zones de courbure des racines primaires d’Arabidopsis thaliana
progressant dans des milieux une-couche de rigidité croissante

La longueur de la racine et I’intensité des zones de courbure le long de ’apex racinaire au cours du temps sont
représentées sur une racine représentative progressant dans un milieu une-couche contenant 0,2 % (A), 0,5 % (B),
0,8 % (C) et 1,2 % (D) de Phytagel.
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L’intensité des zones de courbures le long des racines a ét¢ analysée au cours de leur croissance
dans les milieux contenant 0,2 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel (Figure 37). Le long de la
racine progressant dans le milieu de plus faible rigidité, de nombreuses zones de courbure,
d’une intensité allant de 0,15 4 0,35 mm™, sont observées (Figure 37A). Ces zones de courbures
sont représentées sur la figure 37A par une alternance de bandes horizontales de couleurs rouge
et bleue. Les zones de courbure sont formées a environ 500 um de I’apex racinaire
correspondant a la zone de croissance (Figure 37A). Ces zones de courbures alternées (dans un
sens et dans 1’autre) illustrent une 1égere ondulation de la racine. Une autre zone de courbure
est formée trés proche de 1’apex racinaire, a une dizaine de um de I’extrémité (Figure 37).
Contrairement aux premiéres, cette zone de courbure est maintenue a une distance constante de
I’apex racinaire au cours de la croissance racinaire (Figure 37A). Le long de la racine ayant
progressé dans un milieu contenant 0,5 % de Phytagel, des zones de courbure similaires a la
racine présentée en A, bien que moins réguliéres, sont visibles (Figure 37B). En revanche, les
zones de courbures perpendiculaires a I’axe de la croissance sont de moindre intensité, autour
de 0,1 mm lorsque les racines progressent dans les milieux les plus rigides (contenant 0,8% et
1,2% de Phytagel) (Figure 37C, D).

Ainsi, plus la rigidité du milieu est importante, moins les zones de courbure sont réguliéres et
visibles. Ces observations suggérent que 1’augmentation de la rigidité du milieu entraine une

augmentation de la rectitude des racines primaires d’Arabidopsis thaliana.

1. Réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a une

augmentation des contraintes mecaniques axiales

I1.1. Méthodes : Analyse des réponses de croissance des racines dans les milieux deux-
couches

Les milieux deux couches 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5 ont été préparés comme indiqué dans le
Chapitre 1. Six boites de culture ont été préparées pour chaque milieu deux-couches. Les
graines d’Arabidopsis thaliana ont été sterilisees et déposées a la surface de la couche
supérieure de milieu. Apres 5 jours en chambre de culture, les boites de culture ont été placees
devant les appareils photos Nikon et les prises de vue ont été automatisées toutes les 5 minutes
pendant une durée de 24 heures. Les prises de vue séquentielles ont ensuite été prétraitées par
Rawtherapee puis traitées par RootStem Extractor. Plusieurs mesures ont été réalisées a partir
des prises de vue séquentielles dans chaque milieu deux-couches étudié : la force critique de

rupture de I’interface en fonction de la concentration en Phytagel, la force
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Figure 38 : Etapes conduisant a ’estimation de la force critique de rupture de ’interface et de la force de

croissance axiale critique des racines primaires d’Arabidopsis thaliana

Les images choisies pour illustrer la méthodologie concernent une racine primaire qui n’a pas pénétré la couche
inférieure du milieu 0,2-0,3. Cette série d’image a donc été utilisée pour 1’estimation de la force de croissance
axiale critique des racines. Pour estimer la force critique de rupture de I’interface, les images illustrant des racines
qui ont pénétré la couche inférieure de milieu ont été utilisées. Apres sélection des images, le processus suivi pour

I’estimation des deux forces est le méme.
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critique de croissance axiale des racines, la vitesse de croissance et le spatiotemporel de la

courbure.

A la suite de I’acquisition des images, les boites de culture ont été conservées 5 jours
supplémentaires en chambre de culture, apres quoi le nombre de racines primaires ayant pénétré
la couche inférieure de milieu dans chaque boite a été décompté. Pour chaque boite, le taux de
pénétration en pourcent a été calculé. La moyenne et I’erreur standard de 1’ensemble des taux

de pénétration obtenues pour un milieu deux-couches ont été calculées.

I1.1.1. Mesure de la force exercée sur l'interface par la croissance axiale des racines

primaires d’Arabidopsis thaliana

Dans les milieux deux-couches, les prises de vue séquentielles permettent d’observer le
déplacement de I’interface induit par la croissance racinaire (Figure 38). La force F nécessaire
a I’apex racinaire pour induire ce déplacement a été estimée, en appliquant la théorie du contact

entre une sphére élastique et un demi-espace élastique (Hanaor et al., 2015), selon la relation :

(13)

Ou

—= + (14)

Et R est le rayon de la racine a I’apex, d est la profondeur de déplacement de ’interface a un
temps donné, E1, E2 les modules élastiques de la couche inférieure de milieu et de la racine,
respectivement, et v1, v2 les coefficients de Poisson de la couche inférieure de milieu et de la
racine, respectivement (Figure 38). Tel quel, nous n’avons pas les données suffisantes pour
calculer la formule (14). Je me suis donc appuyee sur la litterature pour simplifier le calcul de
E*. Il a été montré que les coefficients de poisson des hydrogels et ceux des racines étaient tous
deux proches de 0,5 (Ahearne et al., 2005). De plus, le module d’¢lasticité des racines a été
mesuré sur diverses especes et semble se situer entre 10 et 100 MPa (Whiteley and Dexter,
1981; Loades et al., 2013).
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Or, nous avons mesuré un module d’élasticité entre 3 et 32 kPa pour des milieux de culture
ayant une concentration en Phytagel située entre 0,2 % et 0,5 %. La relation (14) peut étre

modifiée de la fagon suivante :

| B - +E (- EIA-vD) +g -] -

E* E, E, E, E,

E
| AV g a-v)
E* E,

(16)

Or, si E7est tres petit devant Ez, alors ? est trés inférieur a 1 et % (1 — v2) peut étre négligé,
2 2

donnant :

(17)

En utilisant les relations (13) et (17), nous avons calculé deux types de force :

- La force critique de rupture de P’interface en fonction de la concentration en
Phytagel. Cette force, correspondant a la force que doit exercer la racine pour induire la
rupture de I'interface, peut étre calculée a partir des prises de vue séquentielles des
racines ayant pénétré la couche inférieure dans les milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3.

- La force de croissance axiale critique des racines, correspondant a la force axiale
maximale que les racines sont capables d’exercer sur I’interface avant de se courber.
Cette force peut étre calculée a partir des prises de vue représentant les racines se

réorientant apres contact avec 1’interface dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

Pour estimer les deux types de forces, nous avons sélectionné pour chaque racine une image
avant le contact entre 1’apex et I’interface et la derniére image avant rupture de 1’interface
ou avant initiation d’une zone de courbure dans la racine (Figure 38). Sur chaque image, les
coordonnées en X et Y de I’interface ont été extraites sur Fiji puis interpolées afin de
représenter graphiquement la forme de I’interface apres contact par rapport a sa forme avant

contact (Figure 38).
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Figure 39: Croissance des racines primaires
d’Arabidopsis thaliana dans les milieux deux-couches 0,2-
0,2 (A), 0,2-0,3(B), 0,2-0,5 (C)

Les images ont été acquises 8 jours apres germination sur
une cuve de culture représentative de chaque milieu deux-
couches. Le taux de pénétration dans chaque condition *
I’erreur standard sont indiqués en bas a gauche de 1’image.
Les taux de pénétration indiqués sont des moyennes de
pourcentage de racines qui ont pénétré dans le milieu
inférieur dans chaque cuve de culture. Six cuves de culture
ont été utilisées par conditions, avec 10 a 12 racines

primaires par cuve.



La profondeur maximale de déplacement de I’interface par rapport a sa position initiale
dmax a été calculée pour chaque racine (Figure 38). Ensuite, sur les images apres contact
(juste avant rupture de I’interface ou avant courbure de la racine), I’apex racinaire a été
ajusté par un cercle dont le rayon R a été mesuré. Les forces critiques de rupture de
I’interface ou de croissance axiale de la racine ont finalement été calculées en appliquant R

et dmax aux relations ci-dessus.

I1.1.2. Suivi de la croissance et de l'orientation des racines par analyse d'image

Dans les milieux deux-couches, la vitesse de croissance moyenne des racines a été calculée
toutes les 5 minutes sur une durée allant de 300 minutes avant le contact de ’apex avec
I’interface jusqu’a 600 minutes apres le contact. Dans les cas ou les racines pénétrent la couche
inférieure, une moyenne de la vitesse de croissance est calculée pour chaque racine
individuellement sur les 300 minutes avant contact, puis sur la période allant du contact a la
rupture de I’interface et sur la période allant de la rupture de ’interface jusqu’a 600 minutes
apreés contact. Si il y a réorientation de la racine, une moyenne de la vitesse de croissance est
calculée sur les 300 minutes avant contact, puis sur la période allant du contact jusqu’a la mise
en place complete des zones de courbures et enfin sur la période allant de la réorientation a 600
minutes aprés le contact. Dans le cadre de 1’analyse statistique des données, une ANOVA Il a
été exécutee sur les vitesses de croissance obtenues en fonction du temps considére (avant
contact, aprés contact,...) et du milieu considéré (0,2-0,2, 0,2-0,3 ou 0,2-0,5). L’ANOVA Il a
été réalisée apres vérification de la distribution normale et de ’homoscedasticité des données.
Dans le cas ou I’ANOVA 1I a donné une Pvalue inférieure a 0,05, un test Post Hoc, basé sur le

test de Tukey a été réalisé.

Enfin, le spatiotemporel de la courbure des racines ayant pénétré la couche de milieu inférieure
et des racines ayant réorienté leur croissance apres contact avec ’interface a été analysé dans

les différents milieux deux-couches.

I1.2. Les capacités de pénétration des racines primaires d’Arabidopsis thaliana sont

impactées par la résistance mécanique de I’interface

Face a la plus faible augmentation de résistance mécanique (milieu 0,2-0,2), toutes les racines
pénétrent dans le milieu inférieur (Figure 39A). En revanche, 60 % des racines pénétrent dans
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Figure 40 : Comparaison des forces critiques de rupture de I’interface et de croissance axiale des racines

primaires d’Arabidopsis thaliana

(A) Représentation du déplacement maximal de I’interface des milieux deux-couches 0,2-0,2 et 0,2-0,3, avant

rupture de I’interface et pénétration des racines dans la couche inférieure. (B) Représentation du déplacement

maximal de I’interface des milieux deux-couches 0,2-0,3 et 0,2-0,5, avant initiation d’une zone de courbure chez

les racines primaires d’Arabidopsis thaliana. Les valeurs moyennes + ’écart type sont représentées, 6 <n <10.

(C) Déplacement maximal de I’interface induit par la croissance racinaire avant pénétration dans les milieux 0,2-

0,2 et 0,2-0,3 et avant réorientation dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5. (D) Force critique de rupture de I’interface

dans les milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 et force axiale critique des racines primaires dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

Les ronds indiquent les valeurs individuelles et les carrés indiquent les valeurs moyennes, 6<n <10. Les lettres

indiquent des moyennes significativement différentes avec P < 0.05 (ANOVA et test de Tukey).
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le milieu présentant une augmentation intermédiaire de la résistance mécanique (milieu 0,2-
0,3), et aucune ne parvient a pénétrer dans le milieu présentant la plus forte augmentation de
résistance mécanique (milieu 0,2-0,5) (Figure 39B, C). Ainsi, comme attendu le taux de
pénétration des racines dans la couche inférieure diminue significativement en réponse a
I’augmentation de la résistance mécanique de ’interface. Pour caractériser les capacités de
pénétration des racines dans mes conditions expérimentales, j’ai estimé la force critique
nécessaire a la racine pour induire la rupture de I’interface en fonction de la concentration en
Phytagel. Cette force a ensuite été comparée a la force axiale critique que les racines étaient

capables de générer avant d’initier une zone de courbure.

=>» Force critique de rupture de l'interface

Dans le milieu 0,2-0,2, la rupture de la surface de la couche inférieure contenant 0,2 % de
Phytagel intervient apres un déplacement de 1’interface sur une profondeur moyenne de 0,56 +
0,02 mm (Figure 40A, C). Dans le milieu 0,2-0,3, la rupture de la surface de la couche 0,3 %
intervient apres un déplacement sur une profondeur significativement plus faible de 0,42 + 0,04
mm (Figure 40A, C). Ceci corrobore les caractérisations mécaniques des milieux deux-couches
et suggere que la surface de la couche 0,2 % est plus élastique que la surface de la couche 0,3 %.
D’apres mes estimations, ces déplacements maximaux de I’interface correspondent a une force
critique de rupture de 0,79 + 0,04 103N pour le milieu 0,2-0,2, et une force critique de rupture
de 1,35 + 0,25 10 N pour le milieu 0,2-0,3 (Figure 40D). Ainsi, la force que les racines
primaires d’Arabidopsis thaliana doivent exercer pour induire la rupture de I’interface n’est pas
significativement différente lorsque la couche inférieure contient 0,3 % de Phytagel que
lorsqu’elle contient 0,2 % de Phytagel.

=» Force critique de croissance axiale de la racine
Dans le milieu 0,2-0,3, les racines qui ne pénéetrent pas dans la couche inférieure déplacent
I’interface d’une profondeur maximale de 0,38 + 0,03 mm (Figure 40B, C). D’aprés mes
estimations, ce déplacement est permis par I’application d’une force équivalente a 1,12 + 0,14
10 N (Figure 40D). Ainsi, la force requise pour la rupture de la surface de la couche inférieure
contenant 0,3 % de Phytagel n’est pas significativement différente de la force de croissance
axiale critique des racines primaires d’Arabidopsis thaliana (Figure 40D) Cette proximité et la
variabilité intrinseque de forces de croissance des racines au sein d’un méme génotype
permettent d’expliquer que certaines racines pénétrent la couche inférieure 0,3 % et d’autres

non.
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Figure 41 : Caractérisation spatiotemporelle des zones de courbure formées chez les racines primaires
d’Arabidopsis thaliana au cours de leur pénétration dans la couche inférieure des milieux deux-couches 0,2-
0,2 (A) et 0,2-0,3 (B).

(A1, B1) Squelettes d’une racine représentative au cours de sa pénétration dans la couche inférieure du milieu 0,2-
0,2 (Al) ou 0,2-0,3 (B1). Une ligne représente le squelette de la racine a un temps donné. Les squelettes de la
racine obtenus toutes les 5 minutes sur une durée totale de 13h ont été assemblés. (A2, B2) Suivis spatiotemporels
des zones de courbures formées a I’apex d’une racine représentative au cours de sa pénétration dans la couche
inférieure du milieu 0,2-0,2 (A2) ou 0,2-0,3 (B2). La ligne en pointillés indique le contact entre la pointe racinaire

et ’interface, qui a lieu 4 heures aprés le début de la prise de vue.
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En comparaison, dans le milieu 0,2-0,5, les racines déplacent I’interface sur une profondeur
maximale de 0,19 + 0,01 mm (Figure 40B, C). Ce déplacement correspond a une force exercée
par les racines de 1,56 + 0,14 10° N (Figure 40D). Les valeurs de force axiale critique des
racines ne sont pas significativement différentes entre les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5. Or, les tests
de pénétrometrie ont révélé que la résistance mécanique de la couche inférieure contenant 0,5 %
de Phytagel était significativement plus élevée que celle de la couche contenant 0,3 % de
Phytagel. Etant donné que la force axiale critique des racines est la méme dans les milieux 0,2-
0,3 et 0,2-0,5, ceci explique qu’aucune racine ne parvienne a pénétrer la couche inférieure

contenant 0,5 % de Phytagel.

11.3. Pénétration et Réorientation : la résistance mécanique de l’interface impacte la

rectitude des racines primaires d’Arabidopsis thaliana

La rectitude des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a été analysée lors de leur progression
dans les milieux deux couches, avant et apres contact avec ’interface, chez les racines ayant
pénétré la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 (Figure 41) et chez les racines n’ayant

pas penétre la couche inférieure des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5 (Figure 42

L’analyse pour le milieu 0,2-0,2 a montré que, pour la plupart des racines, aucune zone
de courbure n’était initiée, et I’apex n’était pas ou peu dévié lors de la pénétration dans la couche
inférieure de milieu (Figure 41A). Le graphique illustrant le spatiotemporel de la courbure
présente des bandes de couleur jaune et bleu clair, indiquant de faibles zones de courbures
initiées de fagon plus ou moins réguliere au cours de la croissance racinaire (Figure 41A). Ces
zones de courbure illustrent les oscillations de croissance classiques des racines et ne semblent

que peu impactees par la pénétration dans la couche inférieure de gel.

Dans le milieu 0,2-0,3, le suivi de la mise en place des zones de courbure chez les racines
ayant pénétré la couche inférieure a montré que certaines de ces racines ne pénetrent pas
directement (Figure 41B). Pour la racine représentée en Figure 41B, la zone de courbure est
initiée dans les 3 heures suivant le contact, a 500 pm de 1’apex racinaire (Bande jaune/rouge).
Cette courbure atteint une intensité maximale de 2 mm dans 1’heure suivant sa formation. Une
seconde zone de courbure est ensuite initiée 6 heures aprés le contact (Figure 41, bande bleue)
toujours a 500 um de I’apex. Cette seconde courbure présente une intensité maximale de 1,5
mm. En analysant de fagon paralléle les vidéos et le graphe spatiotemporel, j’ai observé que

les zones de courbures étaient initiées au cours du déplacement de ’interface.
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Figure 42 : Réorientation de I’apex de racines primaires d’Arabidopsis thaliana dans les milieux deux-
couches 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

(A-B) Cinétique de réorientation de 1’apex d’une racine représentative ne pénétrant pas la couche inférieure du
milieu 0,2-0,3 (A) ou 0,2-0,5 (B). La barre d’échelle correspond a 500um. (C1, D1) Squelettes d’une racine ne
pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,3 (C1) ou 0,2-0,5 (D1). (C2, D2) Suivis spatiotemporels des
zones de courbures formées a I’apex d’une racine au cours de sa réorientation a I’interface du milieu 0,2-0,3 (C2)
ou 0,2-0,5 (D2). La ligne en pointillés indique le contact entre la pointe racinaire et I’interface, qui a lieu 4 heures

apres le début de la prise de vue.
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Une fois que la croissance racinaire a entrainé la rupture de ’interface, les zones de
courbure sont maintenues pendant toute la période de progression de la racine dans la couche

inférieure de milieu (Figure 41B).

Dans le méme milieu 0,2-0,3, les racines qui ne parviennent pas a pénétrer la couche inférieure
de milieu forment une boucle aprés contact avec 1’interface (Figure 42). La cinétique de mise
en place de cette boucle a été analysée en détail et un exemple d’une racine représentative est
présenté (Figure 42A). Aprés contact entre 1’apex racinaire et I’interface, une zone de courbure
se met en place dans les 2 a 4 heures (Figure 42A, C). Cette zone de courbure est initiée a 515
+ 98 um en moyenne de I’apex racinaire et atteint une intensité maximale de 5,0 + 1,4 mm™.
Alors que la zone de courbure s’intensifie, I’apex racinaire n’est pas ou peu dévié, et la racine
continue de croitre plus ou moins a la verticale contre la surface de la couche inférieure de gel.
Apres quatre heures de croissance, soit 4-8 heures aprés I’initiation de la premiére zone de
courbure, une seconde zone de courbure apparait (Figure 39A, C). Cette seconde zone se forme
également a 280 + 40 um de I’apex racinaire et atteint une intensité maximale (3,0 £+ 0,5 mm™)
non significativement différente de celle de la premiére courbure (Annexe 2). Alors que les
deux zones de courbure sont formées, I’apex n’est toujours pas dévié et la croissance verticale
de la racine entraine la formation d’une boucle (Figure 42A, 15h). Dans I’exemple représentatif
présenté en Figure 39A, 3 zones de courbures sont initiées avant déviation de I’apex. Une fois
que ’apex est dévié, la croissance de la racine est réorientée de fagon a longer ’interface du

milieu.

Dans le milieu 0,2-0,5, la cinétique et le mode de réorientation de 1’apex racinaire en réponse
au contact avec I’interface sont distincts de ceux décrits précédemment (Figure 42B). La forme
finale observée, ressemblant a une marche, est due a la mise en place de deux courbures (Figure
42B, D) :

- Lapremiere zone de courbure présente des caractéristiques de mise en place proches de
celles de la premiére zone initiée dans le milieu 0,2-0,3, a la fois en termes d’intensité
maximale, de distance par rapport a I’apex et de longueur finale (Annexe 2, Figure 42D).
Contrairement au milieu 0,2-0,3, I’initiation de cette premiere zone de courbure entraine
une déviation de I’apex le long de I’interface. L ’apex racinaire est ainsi réorienté de
fagon paralléle a I’interface (Figure 42D). De maniére intéressante, la premiére courbure

reste localisée et est maintenue dans une méme zone de la racine.
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Figure 43 : Vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana pénétrant dans la couche
inférieure des milieux deux-couches 0,2-0,2 (A) et 0,2-0,3 (B)

(A, B) Les mesures ont été réalisées toutes les 5 min de -300 min a +600 min apreés le contact entre 1’apex racinaire
et I’interface. Les points indiquent les valeurs individuelles et les lignes indiquent les valeurs moyennes, n=6. Le
tableau indique les vitesses de croissance moyennes + ’erreur standard calculées avant le contact de 1’apex
racinaire avec I’interface (de -300 a 0 min), au cours du déplacement de I’interface par la croissance racinaire
(aprés contact) et apres la pénétration de la racine dans la couche inférieure dans les milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3. Les

lettres indiquent les moyennes significativement différentes (P<0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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- Aprés déviation de I’apex racinaire, une seconde zone de courbure est initiée
rapidement, soit 2-3 heures aprés ’initiation de la premiere zone de courbure. Cette
seconde zone, dans un sens inverse a la premiére, atteint une intensité maximale de 3,36
+ 0,4 mm™ qui n’est pas significativement différente de celle atteinte par la premiére
zone de courbure (Figure 42D). La seconde zone de courbure se forme en moyenne a
une distance de 276 + 23 um de I’extrémité racinaire et est maintenue constamment a
cette distance au cours de la croissance (Figure 42D). Par ailleurs, la zone verte, i.e. la
zone non courbée de la racine entre les deux zones de courbures s’allonge au cours du
temps, indiquant que la zone de croissance racinaire se situe entre les deux zones de

courbure.

11.4. Les contraintes mécaniques axiales induisent une réduction de la vitesse de croissance

des racines primaires d’Arabidopsis thaliana

La vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana en réponse a
I’augmentation des contraintes mécaniques axiales a été étudiée dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-
0,3 et 0,2-0,5. Dans le milieu 0,2-0,2, la vitesse de croissance moyenne des racines progressant
dans la couche supérieure est de 2,99 + 0,27 pum.min, et donc équivalente a la vitesse de
croissance moyenne des racines progressant dans un milieu une-couche contenant 0,2 % de
Phytagel (Figure 43A).

Au cours de la phase de déplacement de I’interface, les racines présentent une vitesse de
croissance moyenne de 2,21 + 0,18 pum.min qui n’apparait pas significativement différente de
la vitesse de croissance avant le contact (Figure 43A). La vitesse moyenne apres la rupture de
I’interface et au cours de la progression dans la couche inférieure contenant 0,2 % de Phytagel
est finalement de 2,71 + 0,37 um.min* (Figure 43A). Ces résultats indiquent que la vitesse de
croissance des racines n’est pas affectée de fagon significative par la pénétration de la couche

supérieure a la couche inférieure contenant toutes deux 0,2 % de Phytagel.

Dans le milieu 0,2-0,3, les racines présentent une vitesse de croissance moyenne de I’ordre de
2,5 um.min lors de leur progression dans la couche supérieure de milieu (Figure 43B, Figure
44A).
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Figure 44 : Vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana ne pénétrant pas la couche
inférieure des milieux deux-couche 0,2-0,3 (A) et 0,2-0,5 (B).

(A, B) Les mesures ont été réalisées toutes les 5 min de -300 min a +600 min apreés le contact entre 1’apex racinaire
et I'interface. Les points indiquent les valeurs individuelles et les lignes indiquent les valeurs moyennes, 8<n <12.
Le tableau indique les vitesses de croissance moyennes + I’erreur standard calculées avant le contact de ’apex
racinaire avec ’interface (de -300 & 0 min), au cours de la réorientation et une fois la réorientation achevée dans
les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5. Dans le milieu 0,2-0,3, les prises de vue 2D ne permettent pas de suivre la croissance
durant toute la durée ainsi qu’a la suite de la réorientation. Les lettres indiquent les moyennes significativement
différentes (P<0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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Cette vitesse de croissance n’apparait pas significativement différente entre les racines qui
pénétrent la couche inférieure de milieu (2,54 + 0,23 um.min) et celles qui réorientent leur
croissance aprés contact avec 1’interface (2,57 * 0,42 um.min) (Figure 43B, Figure 44A).
Apres le contact avec ’interface, les racines qui pénétrent dans la couche inférieure présentent
une vitesse de croissance moyenne de 1,00 + 0,20 um.min, correspondant a une diminution
significative de 61 % par rapport a la vitesse de croissance avant contact (Figure 43B). Cette
diminution est observée dans les minutes suivant le contact entre 1’apex racinaire et 1’interface.
Aprés rupture de l’interface et pénétration des racines dans la couche inférieure, un
recouvrement complet de la vitesse de croissance initiale est observé (Figure 43B). Pour les
racines qui ne pénetrent pas la couche inférieure, le contact avec I’interface entraine ¢galement
une diminution significative de 58 % de la vitesse de croissance moyenne (Figure 44A). Ainsi,
dans le milieu 0,2-0,3, I’augmentation des contraintes mécaniques axiales entraine une
diminution significative de la vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis
thaliana et ce, de fagon similaire pour les racines qui pénetrent et celles qui ne pénetrent pas la

couche inférieure de milieu.

Dans le milieu 0,2-0,5, face a la plus forte augmentation de résistance mécanique, la vitesse de
croissance, de 2,95 + 0,21 um.mintau cours des 300 minutes avant contact, atteint une valeur
moyenne de 1,85 + 0,25 um.min" aprés contact avec ’interface et au cours de la réorientation
de I’apex, soit une diminution significative de 37 % (Figure 44B). Une fois la réorientation de
I’apex racinaire achevée, i.e. aprés mise en place compléte des deux zones de courbure, la
vitesse de croissance atteint une valeur moyenne de 1,78 + 0,20 pm.min! (Figure 44B). Ainsi,
la vitesse de croissance des racines ne retrouve pas son niveau initial et ce, méme 600 minutes

apres le contact avec I’interface (Figure 44B).

En conclusion, ces résultats montrent que I’augmentation des contraintes mécaniques axiales
dans les milieux deux-couches induit une diminution de la vitesse de croissance des racines
primaires d’Arabidopsis thaliana et que cette diminution dépend de la résistance mécanique de
I’interface. Les observations faites dans le milieu 0,2-0,2 suggerent I’existence d’un seuil

d’augmentation des contraintes mécaniques a partir duquel une réponse est observée.

Dans les milieux deux couches, des réponses de croissance distinctes sont observées en fonction
de I’augmentation de la résistance mécanique de I’interface. Face a une faible augmentation de
la résistance mécanique, les racines sont capables de générer une force suffisante pour induire

la rupture de I’interface et pénétrer dans la couche de milieu inférieure.
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Cette pénétration n’affecte pas de manicre significative la croissance et la rectitude des racines.
Face a une augmentation intermédiaire de la résistance mécanique de I’interface, certaines
racines générent une force suffisante pour pénétrer et celles qui ne pénétrent pas subissent des
courbures entrainant la formation de boucles. Enfin, face a la plus forte augmentation de la
résistance de I’interface, les racines ne parviennent pas a générer une force suffisante pour
rompre I’interface et réorientent leur croissance via la mise en place de deux zones de courbures,

conduisant a une croissance le long de I’interface.

1. Discussion

[1I1.1. L’augmentation de la rigidité du milieu impacte la croissance racinaire et

I’orientation des racines

Dans les milieux une-couche, nous avons observé une nette diminution de la vitesse de
croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana en réponse & une augmentation de la
rigidité du milieu. De plus, nous avons montré que la longueur de la zone de croissance des
racines diminuait en réponse au stress mécanique. Les diminutions de la croissance racinaire et
de longueur de zone de croissance sont des réponses communes a 1’augmentation de la
résistance mécanique d’un sol, décrites auparavant chez Zea mays (lijima and Kono, 1991;
Kondpka et al., 2009), chez Lupinus angustifolius (Chen et al., 2014), chez Triticum aestivum
(Colombi et al., 2017) ou encore chez Pisum sativum (Croser et al., 2000), pour ne citer que
quelques études. Ces observations n’avaient cependant pas encore été faites sur des racines

d’Arabidopsis thaliana progressant dans des hydrogels de rigidité croissante.

La croissance axiale des racines implique a la fois la prolifération des cellules dans la zone de
division et leur expansion anisotropique dans la zone d’élongation. Il a été suggéré que
I’inhibition de la croissance racinaire en réponse a une augmentation des contraintes
mécaniques pouvait étre attribuée a une diminution du taux de production de cellules et/ou a
une expansion longitudinale des cellules plus faible (Bengough et al., 1997; Croser et al., 1999,
2000). En réponse a I’augmentation de la rigidité du milieu de culture, nous avons observé que
la longueur de la zone de croissance et notamment de la zone de division semblait étre impactée

négativement.
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Figure 45 : Taux d’élongation racinaire en fonction de la résistance mécanique du substrat chez plusieurs

especes végétales (d'aprés Bengough et al., 2011).
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Par ailleurs, nous avons observé que la capacité des cellules a s’allonger (EERmax) n’était pas
affectée de maniere significative par I’augmentation de la rigidité du milieu. L’absence de lien
entre la vitesse de croissance racinaire et ’EERmax a déja été mentionnée par Bizet (2014) qui
avait observé que des racines de peuplier avec un EERmax similaire pouvaient avoir des vitesses
de croissance trés variables. Bien qu’il soit préférable de confirmer ces résultats par une analyse
cinématique in vivo, nos observations suggérent que 1’inhibition de la croissance en réponse a
I’augmentation des contraintes mécaniques dans les gels serait attribuable a une diminution de
la production des cellules plutot qu’a une diminution de leur élongation. Par ailleurs, il a trés
récemment été démontré que le taux de production de cellules était le principal moteur de la
croissance, alors que le taux d’élongation élémentaire promouvait les ajustements a court terme

de la croissance racinaire (Youssef et al., 2018).

Notre étude a montré que la relation entre la vitesse de croissance racinaire et la rigidité du
milieu était non linéaire. Des relations non linéaires entre le taux d’élongation racinaire et la
résistance mécanique a la pénétration du sol ont été observées dans d’autres études, portant sur
la cacahuete, le coton ou encore le mais (Figure 45; Bengough et al., 2011). Cette relation non
linéaire pourrait étre expliquée par deux hypotheses.

m Une hypothése a déja été énoncée selon laquelle I’apex racinaire modifierait sa
forme sous une contrainte trés importante, libérant les contraintes mécaniques
expérimentées a 1’apex de la racine et diminuant de fait la perception de ces
contraintes par la racine. La diminution de la perception des contraintes a 1I’apex de
la racine permettrait le maintien de 1’élongation racinaire en réponse a des
contraintes mécaniques élevées (Jin et al., 2013). Cette hypothése n’a pas encore été

réellement confirmée.

(I Nos résultats du Chapitre 1 montrent que les milieux rigides sont aussi les plus
fragiles. Sous I’action d’une contrainte, il est plus facile d’initier des fissures et de
les propager dans le milieu contenant 1,2 % de Phytagel que dans le milieu
contenant 0,2 % de Phytagel. Dans les milieux les plus rigides, la racine initierait
donc une fissure plus facilement pour progresser tout en allégeant les contraintes
mécaniques expérimentées. Ainsi, cela expliquerait que la vitesse de croissance ne

soit plus impactée significativement a partir d’une certaine rigidité du milieu.
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Figure 46 : Croissance hélicoidale des racines primaires d’Arabidopsis thaliana dans des milieux une-

couche de concentration en Agar croissante (d'apreés Yan et al., 2018).

La croissance hélicoidale des racines primaires d’Arabidopsis thaliana, importante dans les milieux contenant

0,5% ou 0,6 % d’Agar, et inhibée en réponse a 1’augmentation de la concentration en Agar
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En réponse a une augmentation des contraintes mécaniques homogenes, nous avons observé,
en plus de la diminution de la croissance racinaire, une diminution de la déviation de la
croissance racinaire et une diminution de la tortuosité. Ces résultats sont contraires aux études
précédentes portant sur le sol, qui avaient mis en évidence 1I’augmentation a la fois des
oscillations de croissance et de la tortuosité en réponse a une forte résistance mécanique du sol
(Buer et al., 2000; Popova et al., 2016). En revanche, ils concordent avec une étude portant sur
la croissance hélicoidale des racines d’Arabidopsis thaliana dans des hydrogels de
concentration en Agar croissante (Yan et al., 2018). Cette étude a en effet démontré que
I’augmentation de la concentration en Agar dans des gels une-couche favorisait la rectitude
racinaire (Figure 46; Yan et al., 2018). Les différences de réponses observées selon le modele
expérimental utilisé pourraient s’expliquer par la grande différence de comportement
mécanique entre un sol (matériau granulaire) et un hydrogel (milieu continu). La diminution de
la tortuosité en réponse a I’augmentation de la rigidité du milieu encourage notre seconde
hypothese énoncée précédemment. En effet, dans les milieux rigides, si la racine progresse dans
des fissures, son déplacement latéral serait plus limité et la racine longerait simplement la
fissure, du fait du rapport contraintes radiales / contraintes axiales plus élevé que dans les

milieux les moins rigides.

I11.2. Les milieux deux-couches permettent une caractérisation mécanique partielle des

racines primaires d’Arabidopsis thaliana

Dans les milieux deux-couches, les racines progressent dans une couche supérieure de faible
résistance mécanique avant d’entrer en contact avec la surface de la couche inférieure,
impliquant une augmentation de la résistance mécanique a la pénétration. De la concentration
en Phytagel de la couche inférieure dépend 1’augmentation de la résistance a la pénétration et
ainsi la force que les racines doivent générer pour induire la rupture de I’interface et pénétrer la
couche inférieure. Nous avons estimé que la force de croissance maximale que les racines
étaient capables de générer était de 1’ordre de 103 N. Cette force est du méme ordre de grandeur
que la force critiqgue mesurée chez les racines adventives de peuplier cultivées en hydroponie
(Bizet et al., 2016). Bizet et al. (2016) ont démontré une corrélation fortement linéaire (de
rapport 1:1) entre la force de croissance axiale critique et la force critique de flambement des
racines. Selon la loi d’Euler, la force critique de flambement d’une racine qui s’apparente a une
poutre élancée, dépend du diamétre, de la longueur de flambement et de la rigidité de la racine
(Box 4.1).
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Box 4.1 : Flambement d’une poutre élancée

Lorsqu’une poutre €lancée est sollicitée en compression dans N e
le sens de sa plus grande longueur, elle peut se retrouver dans ‘
un état d’instabilité et passer de ['état mécanique de
compression normale a un état de flexion. En pratique, une
treés légere déviation de I'effort de compression ou un léger
défaut dans la géométrie de la poutre engendrent un petit
moment de flexion qui, par géometrie, va s amplifier et
générer de grands déplacements. La théorie de résistance des
matériaux (RDM) permet de prédire la force critique F, a y
partir de laquelle cette instabilité se produit.

Equations : & >
y
_EIyH'H' — CyH'
—Ely" = Ly H
F,
y'=-_y=-w’y 2)
y = A+ B coswx + C sinwx (3)

Avec E'le module d’Young de la poutre et /le moment de flexion qui dépend de la géométrie
de la poutre. Pour une poutre cylindrique de diametre d, /se définit par :

md?
= H

Les conditions limites imposent :

y(0)=0 A=B=0 (5)

. 2EI
y(L) =0 =C sinwlL = oL = knF. = k? an (6)
On obtient alors I’équation de premier ordre :
2
m
F.=Kk*EI 1z (7)
Pour une poutre articulée-articulée (exemple), k=1
Pour une poutre encastrée-articulée, k= 2
2EI
pour k = 1 alors F, = an (8)
Pour calculer la rigidité E'de la poutre a partir de la force critique F :
L2
E = Fc m (9)
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Cette affirmation est vraie pour une poutre qui n’est pas contrainte latéralement. Grace a cette
loi, Bizet et al. (2016) ont estimé la rigidité des racines de peuplier a 32 MPa a partir de la force
de croissance critique qu’ils avaient mesuré. Si 1’on applique cette relation (Box 4.1, équation
9) aux racines d’Arabidopsis que nous avons étudiées, en estimant que le diametre racinaire est
de 130 um en moyenne et que la longueur totale de la racine est de 10 mm environ (la hauteur
de la couche supérieure de milieu), nous obtenons une rigidité de 1’ordre de 400 MPa. D’aprés
ces estimations, la rigidité des racines d’Arabidopsis serait trés importante par rapport a celle
des racines de peuplier, mais aussi par rapport a celles de 1’orge, de la luzerne, du soja, du
tournesol, du blé, du mais qui ont toutes présenté une rigidité située entre 10 et 100 MPa
(Whiteley and Dexter, 1981; Loades et al., 2013).

Les précédentes mesures de rigidité des racines ont été menées soit in vivo sur des racines en
hydroponie, soit via des tests de traction réalisés sur des apex racinaires excisés (Whiteley and
Dexter, 1981; Bizet et al., 2016). Dans nos conditions expérimentales, les racines progressent
dans une couche supérieure de milieu qui offre un support aux poils absorbant pour ancrer la
racine dans son milieu environnant. Cet ancrage implique une diminution de la longueur de la
racine Lr a prendre en compte dans le calcul. Nous pouvons estimer que la longueur a prendre
en compte, i.e. la longueur de la portion non ancrée de la racine, est équivalente a la distance
séparant 1’extrémité de la coiffe de la fin de la zone d’¢élongation. En réalisant les profils de
vélocité et d’EER sur des racines ayant progressé dans un milieu une-couche contenant 0,2 %
de Phytagel, nous avons estimé que la zone de croissance mesurait en moyenne 920 um a partir
du centre quiescent. En ajoutant la longueur du centre quiescent a I’extrémité de la coiffe, la
longueur de la portion non ancrée des racines peut étre estimée a environ 1 mm. En prenant en
compte cette longueur dans le calcul précédent, la valeur de la rigidité des racines d’Arabidopsis
approche des 10 MPa, ce qui est plus cohérent avec les précédentes études. Enfin, dans notre
systeme expérimental, la couche de milieu supérieure confine la racine sur toute sa
circonférence. Ce milieu impose des forces latérales qui s’opposent au flambement de la racine
et qui s’apparentent a des forces de rappel. La force de rappel locale imposée a la racine est
proportionnelle au déplacement latéral de la racine et a la rigidité de la couche supérieure de
milieu (Box4.2). En agrémentant la relation précédente de la force critique de flambement
(Box4.1) avec les forces de rappel latérales, nous pouvons en déduire que la force critique de
flambement de la racine qui progresse dans un milieu deux-couches est dépendante non
seulement de la rigidite, de la longueur et du diametre de la racine mais également de la rigidité

de la couche supérieure de milieu et de la surface de contact entre ce milieu et la
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Box 4.2 : Flambement d’une poutre élancée plongée dans un milieu élastique

St la poutre est plongée dans un milieu élastique, tout
déplacement latéral de la poutre se traduit par 1’ajout d’une
force linéique latérale de rappel qui va tendre a ramener la
poutre a son €tat vertical initial. Le milieu agit donc localement L
comme des petits ressorts de rappel. La force de rappel locale

est donc proportionnelle au déplacement latéral de la poutre.

Elle est aussi proportionnelle a la rigidité du milieu et donc au
module d’Young du milieu environnent. La solution de ce
probleme de mécanique a été proposée par Landau et Lifshitz
(Landau L.D et Lifshitz EM., Theory of elasticity, vol. 7,
Pergamon Press)

L’équation (1) devient alors

—EIV"" = Ey" + ay (10)

Avec ay la force latérale de rappel lin€ique exercée par le milieu en tout point de la poutre. Or, on
peut calculer cette force de rappel en fonction de la rigidité du matériau environnant :

dF =ods=0cPdl= yE, Pdl

avec Pla longueur caractéristique de la surface de contact ot s’applique la force de rappel du milieu
sur la poutre, £, le module d’Young du milieu élastique environnant, o la pression de rappel
exercée par le sol sur la poutre et dS 1’élément de surface de la poutre sur laquelle s’exerce la force
de rappel.

Reporté dans I’équation 10, on peut donc écrire :

—Ely"" =Ey" +E,Py (11)

La résolution de cette équation par Landau indique que la condition sur la force critique nécessaire
au flambage de la poutre s’écrit :

n?El (, 9 = EgnPL*
Fo=—; (k +—k2”4m) (12)

En développant I’équation, on peut aussi la lire comme ceci :
m2El = EgPL?

Fo="12 4+ (13)
Le calcul de la rigidité de la poutre a partir de la force critique s’€crit donc :
E = (F — EmPLZ)—Lz 14
- - 2 2| (14)
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racine (Box4.2, équation 12). Ainsi, la force critique de flambement augmente avec la rigidité
du milieu (Box4.2) Cette déduction a été observée expérimentalement par Bizet et al. (2016),
qui ont estimé que les racines de peuplier généraient une force jusqu’a 15 fois supérieure
lorsqu’elles progressaient dans une aiguille qui les contraignait latéralement. La prise en compte
de la rigidité de la couche supérieure de milieu implique une diminution de notre précédente
estimation de la rigidité des racines primaires d’Arabidopsis thaliana (Box3.2, équation 14).
Pour aller plus loin, il serait intéressant de mesurer expérimentalement la rigidité et le

coefficient de poisson des racines primaires d’Arabidopsis thaliana.

III.3. La réponse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales implique a la fois des mécanismes

passifs et actifs

=> La vitesse de croissance est affectée a plus ou moins long terme en réponse a
I'augmentation des contraintes axiales

Dans les milieux deux-couches, aprés avoir progressé dans la couche de milieu supérieur, les
racines entrent en contact avec ’interface et la déplacent tout en croissant en direction du
vecteur de gravité. Quelle que soit I’augmentation de la résistance mécanique du milieu imposee
par I’interface, une diminution de la vitesse de croissance des racines a été observée lors de
cette phase de déformation de I’interface. Cette diminution de vitesse de croissance est non
significative dans les milieux présentant la plus faible augmentation de résistance (0,2-0,2) alors
qu’elle est importante dans les milieux présentant une plus forte augmentation de la résistance
mécanique (0,2-0,3 et 0,2-0,5). Ces observations suggérent que la déformation de I’interface
entraine une accumulation des contraintes mécanique axiales a I’apex racinaire, qui dépend de
la concentration en Phytagel de la couche inférieure. Pour les racines qui parviennent a induire
la rupture de I’interface, un recouvrement de la vitesse de croissance initiale a été observé dans
I’heure suivant la pénétration dans la couche inférieure de milieu. La rupture de I’interface,
permettant la pénétration, entraine le relachement partiel des contraintes imposées a 1’apex
racinaire, comme il a pu étre observé lors des tests de pénétrométrie. La rapidité de
recouvrement de la vitesse de croissance en réponse a la diminution des contraintes mécaniques
axiales suggére que la diminution de vitesse de croissance était au moins en partie due a une
contraction longitudinale des cellules. En revanche, les racines qui ne pénétrent pas la couche

inférieure de milieu ne semblent pas retrouver leur vitesse de croissance initiale.
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Apres avoir atteint leur force axiale critique, une zone de courbure est initiée chez ces racines
et I’apex est plus ou moins dévié, suggérant une transition partielle des contraintes mécaniques
axiales vers des contraintes radiales asymétriques. L’absence de recouvrement de la vitesse de
croissance apres relachement partiel des contraintes mécaniques axiales apres déviation de
I’apex des racines suggere une perception de ces contraintes qui permettrait la mise en place

d’une réponse de croissance.

Ainsi, I’inhibition de la croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana en réponse a
I’augmentation des contraintes mécaniques axiales pourrait impliquer a la fois une contraction
des cellules d’origine mécanique et la régulation active des mécanismes de croissance. Bizet et
al. (2016) ont également observé une diminution voir un arrét de la croissance chez les racines
adventives de peuplier confrontées a un obstacle flexible. En accord avec notre hypothése, leur
étude a permis d’observer que la diminution de vitesse de croissance était accompagnée d’une
diminution de 30 % de la longueur de la zone de croissance et d’une contraction des cellules au

début de la zone mature, suggérant le couplage de processus actifs et passifs (Bizet et al., 2016).

=>» La réorientation de I'apex racinaire serait déclenchée par un flambement qui

serait ou non suivi d’'une réponse active

Lorsque les racines ne pénétrent pas la couche inférieure de milieu, que ce soit dans le milieu
0,2-0,3 ou 0,2-0,5, une premiere zone de courbure est mise en place une fois que la racine a
atteint une force de croissance axiale « seuil » pour déplacer I’interface. Pour comprendre si
cette premiére zone de courbure, point de départ de la réorientation de la croissance racinaire,
est le résultat d’un processus actif ou simplement d’un flambement, sa cinétique de mise en
place peut étre comparée a celle de la courbure gravitropique résultant d’une élongation
différentielle des cellules de part et d’autre de la racine. Aprés une inclinaison a 90° des racines
primaires d’Arabidopsis thaliana, la courbure gravitropique est initiée a partir d’une demi-heure
apres stimulus mais sa mise en place progressive est achevée aprés plus de 4 heures (Baldwin
et al., 2013). Dans notre cas, la premiere zone de courbure est initiée plus d’une heure apres
contact avec I’interface mais le délai pour atteindre sa forme finale est court, de I’ordre de
I’heure. Par ailleurs, ce type de courbure a déja été observé chez les racines de Medicago
truncatula progressant dans des milieux deux-couches de concentration en Agar croissante
(Silverberg et al., 2012).
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Dans cette étude, les auteurs ont modélisé le flambement d’une poutre fine en appliquant la
théorie des poutres et ont comparé les modes de flambement obtenus par modélisation aux
courbures observes chez les racines de Medicago truncatula. Selon leur étude, la formation des
zones de courbure serait expliquée par une combinaison entre un flambement hélicoidal et une
torsion simultanée de 1’apex racinaire (Silverberg et al., 2012). Ces arguments suggerent que la
mise en place de la premiere zone de courbure serait au moins en partie déclenchée par un

flambement.

A la suite de I’initiation de la premiere zone de courbure, selon 1’augmentation de résistance
mécanique considérée, une déviation de 1’apex peut étre observée. Face a une augmentation
intermédiaire de la résistance mécanique, I’apex n’est pas dévié et la croissance axiale de I’apex
racinaire se poursuit, induisant I’initiation de nouvelles zones de courbures. L’initiation
successive de ces zones de courbures entraine la formation de boucles. Face a la plus forte
augmentation de la résistance mécanique, la déviation de 1’apex est suivie de la mise en place
d’une deuxiéme zone de courbure dont les caractéristiques sont distinctes de celles de la
premiere zone de courbure et qui donne a la racine une forme de marche. Ainsi, il semblerait
que la déviation de 1’apex conditionne la suite de la réorientation de la racine. Or, le fait que
I’apex soit dévié ou non semble étre déterminé par la résistance mécanique a la pénétration de
I’interface. Une interface de résistance mécanique intermédiaire permet a 1’apex racinaire de
déplacer I’interface de fagon conséquente. Ainsi, I’apex se retrouve contraint axialement et
latéralement par 1’interface, ce qui prévient sa déviation aprés courbure de la racine. En
revanche, une interface de résistance mécanique plus élevée est peu déformée par 1’apex

racinaire qui est alors libre de dévier a la suite de la premiére courbure.

Lorsque I’apex est dévié, la mise en place de la deuxieme zone de courbure permet a 1’apex
racinaire de se réorienter en direction du vecteur de gravité. La forme finale de la racine en
marche, grace a la formation des deux zones de courbures, a deja été observée chez les racines
d’Arabidopsis thaliana confrontées a un obstacle rigide et a été décrite comme le résultat de
I’interaction entre la réponse gravitropique et la réponse au contact (Massa and Gilroy, 2003).
En effet, il a été mis en évidence chez des racines agravitropiques que la seconde zone de
courbure était moins intense (Massa and Gilroy, 2003). De plus, nous avons observé que,
contrairement a la précédente, cette seconde zone de courbure se déplacgait avec 1’apex racinaire

lors de la croissance le long de I’interface.
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L’ensemble de ces observations suggerent que la seconde zone de courbure est établie de fagon
active, vraisemblablement via une croissance différentielle de part et d’autre de la racine, et

qu’elle est au moins en partie attribuée a la réponse gravitropique de I’apex racinaire.
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Chapitre 3 : Implication de la coiffe racinaire dans la
mise en place des réponses a une augmentation des

contraintes mécaniques

Le deuxieéme objectif de cette theése est d’étudier le role de la coiffe racinaire dans la mise en
place des réponses des racines a une augmentation des contraintes mecaniques. Plusieurs études
illustrent une participation importante de la coiffe dans la progression de la racine dans un sol
(lijima and Kono, 1992; Bengough and Mckenzie, 1997; lijima et al., 2003b; Potocka et al.,
2011). Tout d’abord, il a été mis en évidence que la production et la sécrétion de mucilage par
les cellules de la coiffe permet de diminuer les frottements entre la racine et le milieu
environnant, facilitant ainsi la progression racinaire dans un sol compacté ou résistant (lijima
et al., 2003a,b). Ensuite, de par sa position a I’extrémité de la racine, la coiffe contribue trés
largement a la forme de I’apex racinaire. Or, la forme de I’apex racinaire influence la
distribution des contraintes mécaniques axiales imposées a 1’apex racinaire (Ruiz et al., 2016;
Colombi et al., 2017). Il a été montré chez les racines de blé que la géométrie de I’apex racinaire
était corrélée au taux d’élongation de ces racines dans un sol compact, les racines avec un apex
pointu progressant plus vite que celles avec un apex en déme ou émoussé (lijima et al., 2003a,b;
Colombi et al., 2017). Il est aussi important de noter que la coiffe présente une homéostasie

dans sa taille, sa forme et son nombre de cellules (Barlow, 2003).

Sur la base des précédentes études, nous avons émis I’hypothése que la coiffe racinaire, de par
sa taille et sa forme, influence la progression racinaire face a une forte résistance mécanique.
Pour tester cette hypothése, nous avons étudié les réponses a une augmentation des contraintes
mécaniques de racines issues des lignées transgéniques d’Arabidopsis thaliana fez-2, smb-3, et
brnl-1 brn2-1. Les génes FEZ, SMB, BRN1 et BRN2 codent des facteurs de transcription
impliqués dans la régulation de la division, de la différenciation et de la desquamation des
cellules de la coiffe racinaire. Leur mutation respective entraine des altérations de la forme et
du nombre de cellules de la coiffe racinaire, sans toutefois présenter de phénotype en dehors de

la coiffe.
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Apres avoir caractérisé la morphologie et la géométrie de I’apex des racines de chacune des
lignées transgéniques, nous avons analysé d’une part la réponse gravitropique et d’autre part la
croissance et 1’orientation de 1’apex des racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans les milieux
une-couche et deux-couches. La comparaison des réponses des racines transgéniques avec
celles des racines sauvages (Col-0) nous a permis de mieux comprendre la nature du role de la
coiffe dans la réponse des racines a une augmentation a court terme ou a long terme des

contraintes mécaniques.

l. Caractérisations morphologiques de I’apex des racines primaires des

lignées d’Arabidopsis thaliana fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1

I.1. Méthodes : caractérisation du diametre, de la longueur et de la géométrie de la coiffe

racinaire

Les graines des lignées de perte d’expression fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 nous ont été fournies
par 1’équipe de B.Scheres (Willemsen et al., 2008; Bennett et al., 2010, 2014). Les lignées
mutantes ont été obtenues par des insertions T-DNA (Lignées Salk). L’insertion fez-2
(SALK_025663) est localisée dans le second intron du gene FEZ, et résulte en un alléle nul
(Willemsen et al., 2008). L’insertion smb-3 (SALK _143526) est localisée juste apres le premier
exon du géne SMB, produisant également un allele nul (Willemsen et al., 2008). Enfin, pour le
double mutant brn1-1 brn2-1, une insertion (SALK 151986) est localisée dans le troisiéme
exon du géne BRNL1 et la deuxieme insertion (SALK _151604) est localisée dans le premier exon
du gene BRN2. Comme les précédentes, ces insertions entraine la formation d’un codon stop et

rendent les alleles brn1-1 et brn2-1 nuls (Bennett et al., 2010).

Les racines issues des lignées fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 ont été étudiées au travers de
différentes caractérisations phénotypiques : des mesures de diameétre, une caractérisation de la
taille et de la géométrie de la coiffe racinaire. Pour ces caractérisations, du milieu de culture
MS % contenant 0,5 % (p/v) de Phytagel a été préparé puis coulé en conditions stériles dans des
boites de Petri. Les graines issues des lignées Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 ont éte

stérilisées et déposées a la surface du milieu de culture.
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Figure 47 : Etapes illustrant la caractérisation morphologique de I’apex des racines Col-0, fez-2, smb-3 et
brni-1 brn2-1.

(A) Plan médian longitudinal de I’apex d’une racine primaire d’Arabidopsis thaliana Col-0, aprés coloration avec
la technique mPS-PI et observation au microscope confocal a balayage laser. Le diamétre des racines est mesuré
au niveau du centre quiescent (QC), indiqué par une étoile jaune, et & 500 um de I’apex, au niveau de la zone
d’¢longation (EZ). (B) Région issue du plan médian longitudinal de 1’apex racinaire conservée pour I’analyse de
la géométrie de 1’apex. (C) Image seuillée qui permet de délimiter les contours de 1’apex racinaire. Le diamétre au
niveau du centre quiescent Dret la longueur de la coiffe Lg sont mesurés sur chaque racine. (D) Aire de ’apex

racinaire Ag considérée pour le calcul de I’inverse Sharpness Index (iSl).
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Apres cing jours en chambre de culture, les racines ont été prélevées et traitées selon une
technique nommée « modified Pseudo-Schiff Propidium lodide » (mPS-PI) et décrite par
Truernit et al. (2008). Les racines ont tout d’abord été incubées a 4 °C pendant au minimum 12
h dans une solution contenant 50 % (v/v) de méthanol et 10 % (v/v) d’acide acétique glacial.
Apres cette étape de fixation, les racines ont été incubées une premiére fois dans une solution
d’acide périodique a 1 % (v/v) pendant 40 minutes a température ambiante et une seconde fois
dans du réactif de Schiff pendant 1 a 2 h. Le réactif de Schiff contient 100 mL de sodium
métabisulfite, 0,15N de HCI et 100 pg.mL™ de PI (lodure de Propidium). Aprés coloration, les
racines ont été déposées sur une lame de microscopie et recouvertes d’une solution de chloral
hydrate contenant 4 g de chloral hydrate, 1 mL de glycérol et 2 mL d’eau. Les lames ont été
conservées la nuit & température ambiante dans un environnement humide apres quoi, 1’exces
de chloral hydrate a été supprimé. Quelques gouttes d’une solution de Hoyer, contenant 30 g
de gomme arabique, 200 g de chloral hydrate, 20 g de glycérol et 50 mL d’eau, ont été déposées

sur les racines qui ont ensuite été recouvertes d’une lamelle e verre.

Apres trois jours, les racines ont été observées avec un microscope confocal a balayage laser
(Zeiss LSM 800) avec un objectif x20. A partir du plan longitudinal médian de chacune des
racines, la zone de la racine localisée entre le centre quiescent et la pointe de la racine a été
sélectionnee (Figure 47A, B). En utilisant le logiciel d’analyse d’image Fiji, un seuillage de
I’image a été réalisé pour obtenir une image binaire contenant uniquement des pixels blancs ou
noirs (Figure 47C). Le seuillage permet au logiciel de repérer les limites de 1’apex racinaire et
ainsi d’extraire des images différents parametres tels que 1’aire de la zone considérée (zone
blanche), son périmeétre, sa plus grande longueur et sa plus grande largeur. La plus grande
longueur correspond a I’axe vertical Lr allant du centre quiescent jusqu’a I’extrémité de la coiffe
et la plus grande largeur correspond au diamétre Dr de la racine au niveau du centre quiescent
(Figure 47C). A partir de ces mesures, un indice d’acuité de 1’apex racinaire, que 1’on appellera
inverse Sharpness Index (iSI) a été calculé selon la formule suivante :
Agr — (Lg *Dg)/2

o= Lr *Dgp — (Lg * Dg)/2 (18)
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Figure 48 : Caractérisation de I’apex des racines de la lignée sauvage Col-0 et des lignées transgéniques fez-
2, smb-3 et brn1-1 brn2-1.

(A-D) Plan médian longitudinal issu de 1’observation en microscopie confocale a balayage laser des racines Col-
0 (A), fez-2 (B), smb-3 (C) et brnl-1 brn2-1 (D). Les barres blanches correspondent & 100um. (E-I) Paramétres

extraits de I’analyse des images des apex racinaires issus des 4 lignées. (E) Diamétre au niveau de la zone

d’¢élongation, a 500um de I’apex. (F) Diamétre au niveau du centre quiescent. (G) Aire de 1’apex racinaire du

centre quiescent a I’extrémité de I’apex. (H) Longueur Lgr du centre quiescent a I’extrémité de la coiffe. (I) Indice

iSI de géométrie de I’apex. Les ronds indiquent les valeurs individuelles, les carrés indiquent les valeurs moyennes,

n=20. Les lettres indiquent des moyennes significativement différentes (P<0,05, ANOVA | et test de Tukey).
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Ou Ar est I’aire de 1’apex racinaire du centre quiescent jusqu’a I’extrémité de la coiffe (Figure
47D). Comme son nom I’indique, un faible iSI indique un apex de géomeétrie pointue et un fort
iSI indique un apex de géométrie plus rectangulaire. L’iSI a été calculé pour 20 racines de
chacune des quatre lignées étudiées. Les images microscopiques ont également été utilisées
pour mesurer le diametre des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 au niveau du centre
quiescent (noté¢ QC) et a une distance de 500 um de I’extrémité racinaire, au niveau de la zone

d’¢longation (noté EZ).

1.2. La taille et la géométrie de la coiffe sont altérées chez les racines fez-2, et smb-3 mais
pas chez les racines brnl-1 brn2-1

La fonction des génes FEZ, SMB, BRN1 et BRN2 ainsi que les conséquences de leur mutation
sur I’organisation de la coiffe racinaire d’Arabidopsis thaliana ont été précisément décrites par
I’équipe de B.Scheres (Willemsen et al., 2008; Bennett et al., 2010, 2014). La mutation du géne
FEZ conduit a la formation chez les racines fez-2 d’une coiffe caractérisée par un nombre
restreint d’assises cellulaires (Figure 48B) par rapport a la coiffe de la lignée sauvage
d’Arabidopsis (Figure 48A). En effet, la coiffe des racines fez-2 comporte généralement une
seule couche cellulaire de coiffe latérale (3 couches chez les racines Col-0) et une couche
cellulaire de columelle en moins par rapport aux racines sauvages. A 1’opposé, la mutation de
SMB entraine une accumulation ectopique de cellules indifférenciées de la columelle et de
cellules de coiffe latérale sur la couche la plus externe de la coiffe (Figure 48C). La coiffe du
mutant smb-3 comporte une couche cellulaire additionnelle de cellules indifférenciées de la
columelle et la couche de coiffe latérale la plus externe remonte jusqu’a la fin de la zone
d’élongation. Enfin, le double-mutant brnl-1 brn2-1 se caractérise par une accumulation
importante de cellules matures de la columelle qui ont la particularité de ne pas étre
desquamees. La double mutation n’a en revanche pas d’effet sur I’organisation et la formation
des cellules de la coiffe latérale. Mise a part I’accumulation des cellules matures, la coiffe du

double mutant est donc organisée de fagon similaire a celle des racines sauvages.

A partir des images des coupes longitudinales médianes de I’apex racinaire, j’ai mesuré le
diamétre des racines au niveau de la zone d’élongation. Le diamétre moyen des racines obtenu
est de I’ordre de 130 um et n’est pas significativement différent entre les lignées Col-0, fez-2,
smb-3 et brnl-1 brn2-1, suggérant que les mutations n’altérent pas 1’organisation radiale de la

racine (Figure 48E).
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En revanche, le diamétre moyen au niveau du centre quiescent (Dr) correspond a 91 £ 1 um
pour les racines Col-0, 79 £ 1 um pour les racines fez-2, 113 = 2 um pour les racines smb-3 et
91 + 2 um pour les racines brnl-1 brnl-2 (Figure 48F). Ainsi, comparés aux racines sauvages,
I’apex des racines fez-2 est significativement plus étroit alors que 1’apex des racines sSmb-3 est
significativement plus large. En revanche, aucune différence de diametre n’est observée chez
les racines brnl1-1 brn2-1. Dans le méme sens, 1’aire transversale de 1’apex ainsi que la longueur
du centre quiescent jusqu’a I’extrémité de la coiffe (Lr) sont significativement plus faibles chez
les racines fez-2 et significativement plus importantes chez les racines smb-3 par rapport aux

racines sauvages et aux racines brn1-1 brn2-1 (Figure 48G, H).

La géométrie de I’apex racinaire, et plus précisément son acuité a été analysée par la
détermination de I’inverse Sharpness Index (iSI). L’iSI moyenne obtenu est de 0,41 = 0,01 a
I’apex des racines sauvages, indiquant que 1’apex de ces racines a une forme légérement plus
proche du triangle que du rectangle (Figure 481). Chez les racines brnl-1 brn2-1, 1’iSI moyen
est de 0,40 + 0,02 et n’est pas significativement différent de celui des racines sauvages (Figure
481). L’apex des racines fez-2 est caractérisé par un iSI moyen de 0,31 £ 0,01, significativement
plus faible que celui obtenu pour les racines sauvages, illustrant une géométrie plus proche d’un
triangle (Figure 481). Au contraire, I’apex des racines Smb-3 présentent un iSI de 0,51 £ 0,03,
significativement plus important que celui obtenu pour les racines sauvages et illustrant une

géométrie plus rectangulaire (Figure 481).

Ainsi, contrairement a la double mutation brn1-1 brn2-1, les mutations de FEZ et SMB
conduisent a une modification de la taille et de la géométrie de I’apex des racines. Nous
disposons donc d’une lignée mutante fez-2, caractérisée par un apex de taille réduite et de
forme pointue. A I’opposé, les racines du mutant smb-3 présentent une coiffe de plus
grande taille et de forme rectangulaire. Les coiffes des racines de la lignée mutante, brnl-

1 brnl-2, possedent des caractéristiques proches de celles de la lignée sauvage Col-0.

183



184



1. Réponse gravitropique des racines primaires des lignées fez-2, smb-3 et
brnl-1brn2-1

11.1. Méthode : Analyse de la réponse gravitropique

Pour observer la réponse gravitropique des racines issues des lignées Col-0, fez-2, smb-3 et
brnl1-1brn2-1, du milieu MS % contenant 0,5 % de Phytagel a été prépareé et coulé en conditions
stériles dans des boites de Petri rectangulaires. Les graines ont été stérilisées puis déposées a la
surface du milieu de culture sur deux rangées, a raison de 8 graines par rangée. Trois boites de
Petri ont ainsi été préparées par génotype. Aprés cing jours dans la chambre de culture, les
boites de Petri placées préalablement a la verticale ont été retournées a -90° et placées devant
les appareils photos présentés dans le Chapitre 2. Pour cette expérimentation, les bagues
allonges entre 1’objectif et le boitier ont été retirées et les appareils photos ont été placés a 37
cm des boftes de Petri, résultant en une échelle aprés mise au point de 70,3 pixels. mm™. Les
prises de vue ont été automatisées toutes les 5 min pendant 500 min. Les prises de vue
séquentielles ont ensuite ét¢ prétraitées a I’aide de Rawtherapee et traitées a 1’aide de RootStem
Extractor comme nous I’avons décrit dans le Chapitre 2. La longueur des racines et I’angle de
I’apex ont été extraits sur chacune des images. L’extraction de la longueur des racines au cour
du temps a permis de calculer la vitesse de croissance des racines au cours de la réponse
gravitropique. L’extraction de 1’angle de I’apex racinaire au cours du temps m’a permis de
calculer la vitesse de réorientation de 1’apex pour chacune des lignées. A partir de ces données,
la réponse gravitropique A des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 a été estimée, en se
basant sur le modéle proposé par 1I’équipe MECA et validé sur les tiges de coléoptiles (Chauvet

et al., 2016). Ce modele se définit par le rapport suivant :

_'dt (19)
Ou Rez est le rayon de la racine dans la zone de courbure, i.e. dans la zone d’élongation, Gapex
est I’angle de 1’apex, et L est la longueur de la racine. Dans cette relation, dBapex/dt correspond

a la vitesse de réorientation des racines (en rad.min) et dL/dt correspond a la vitesse de

croissance des racines (en pm.min?). La réponse gravitropigque A est sans dimension.
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Figure 49 : Réponse gravitropique des racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues des lignées Col-0, fez-
2, et smb-3 et brnl-1 brn2-1

(A-B) Taille des racines (A) et angle de ’apex (B) en fonction du temps aprés gravistimulation & 90° des racines

primaires issues des lignées Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1. Les valeurs moyennes + I’erreur standard sont

présentées.

(C) Réponse gravitropique des racines primaires, calculée a partir du rayon des racines dans la zone de courbure,

de la vitesse de réorientation de 1’apex racinaire et de la vitesse de croissance. Les ronds indiquent les valeurs

individuelles et les carrés indiquent les valeurs moyennes, n = 8.
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11.2. Les altérations de la coiffe des racines primaires d’Arabidopsis thaliana fez-2, smb-3

et brnl-1 brn2-1n’entrainent pas d’altération de la réponse gravitropique

La réorientation de I’apex des racines issues de la lignée sauvage Col-0 et des lignées mutantes
fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1, placées a -90° par rapport a la verticale, peut étre décomposée
en plusieurs phases (Figure 49B). Au cours des trente premieres minutes suivant la
gravistimulation, 1’angle de 1’apex des racines évolue peu (Figure 49B). Aprés ce court temps
de latence, I’angle de I’apex des racines augmente progressivement avec une vitesse de
réorientation plus ou moins linéaire (Figure 49B). Enfin, dans les 200 a 300 minutes suivant la
gravistimulation, I’angle de I’apex des racines atteint une valeur finale et se stabilise entre -22

et -27° pour I’ensemble des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 (Figure 49B).

Au cours de la réorientation de I’apex des racines gravistimulées, la vitesse de croissance
moyenne est de 4,2 + 0,6 m.min"! pour les racines Col-0, de 4,0 + 0,3 pm.min pour les racines
fez-2, de 2,9 + 0,1 um.min* pour les racines smb-3 et de 3,3 + 0,3 um.min pour les racines
brnl-1 brn2-1 (Figure 49A). La croissance des racines est stable et non significativement
différente pour ’ensemble des lignées. La vitesse de réorientation de 1’apex, quant a elle, est de
0,32 + 0,07 °.min! pour les racines Col-0, de 0,32 + 0,05 °.min! pour les racines fez-2, de 0,26
+ 0,03 °.min! pour les racines smb-3 et de 0,024 + 0,01 °.min! pour les racines brn1-1 brn2-1.
En appliquant la relation (11) aux valeurs de vitesse de réorientation et de vitesse de croissance
pour ’ensemble des racines, la réponse gravitropique est estimée a 0,19 + 0,04 pour les racines
Col-0, 0,21 + 0,03 pour les racines fez-2, 0,25 £ 0,02 pour les racines smb-3 et 0,16 + 0,02 pour
les racines brnl-1 brn2-1 (Figure 49C). Les valeurs de réponse gravitropique ne sont pas

significativement différentes sur la base d’'une ANOVA entre les différentes lignées.

Ainsi, ces résultats suggerent que la réponse gravitropique n’est pas altérée chez les

racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 par rapport aux racines sauvages.
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Figure 50 : Vitesse de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues des lignées Col-0, fez-

2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 en fonction de la rigidité du milieu

La vitesse de croissance des racines Col-0 (A), fez-2 (B) smb-3 (C) et brn1-1 brn2-1 (D) progressant dans des
milieux une-couche contenant 0,2 % (E = 3kPa), 0,5 % (E= 32 kPa), 0,8 % (E = 70 kPa) et 1,2 % (E = 158 kPa)
de Phytagel a été mesurée pendant 12 heures. Les ronds représentent la vitesse de croissance moyenne pour une
racine et les carrés représentent la vitesse de croissance moyenne pour 15 racines. Les courbes noires représentent
la régression non linéaire de la vitesse de croissance en fonction de la rigidité du milieu pour chaque lignée. Les
lettres indiquent les moyennes significativement différentes en fonction du génotype et de la rigidité du milieu
(P<0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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I11.  Impact des altérations de la coiffe sur les réponses de croissance des racines

a une augmentation de la rigidité du milieu

La croissance des racines fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 dans les milieux une-couche contenant
0,2 %, 0,5 %, 0,8 % et 1,2 % de Phytagel a été étudiée selon le méme mode opératoire que celui
décrit dans le Chapitre 2. Tout d’abord, les vitesses de croissance moyennes des racines
mutantes en fonction de la rigidité du milieu ont été extraites des prises de vue séquentielles
réalisées sur une durée de 12 heures (Figure 50). Les données de vitesse de croissance ont été
comparees statistiquement en fonction du génotype et de la rigidité du milieu sur la base d’une
ANOVA I suivie d’un test de Tukey. Pour rappel, la rigidité du milieu est de 3 kPa pour une
concentration en Phytagel de 0,2 %, de 32 kPa pour 0,5 % de Phytagel, de 70 kPa pour 0,8 %
de Phytagel et de 158 kPa pour 1,2 % de Phytagel. La vitesse de croissance des racines fez-2 et
brnl-1 brn2-1 n’est pas significativement différente de celle des racines Col-0 lorsqu’elles
progressent dans un milieu de faible rigidité (a 0,2 %) (Figure 50). En revanche, la vitesse de
croissance racinaire de la lignée smb-3 est prés de deux fois plus faible (1,7 £ 0,1 um.min?)
que celle des racines sauvages dans le milieu une-couche contenant 0,2 % de Phytagel (Figure
50C). Comme décrit dans le chapitre précédent, la vitesse de croissance des racines sauvages
diminue significativement entre un milieu de rigidité 3 kPa et un milieu de rigidité 32 kPa
(Figure 50A). Au-dela de cette rigidité, la vitesse de croissance n’est pas significativement
affectée par I’augmentation de la rigidité du milieu (Figure 50A). Une diminution de vitesse de
croissance est également observée pour les racines fez-2 dont la vitesse moyenne est de 3,0 +
0,2 um.min face a une rigidité de 3 kPa, de 1,5 + 0,1 um.min* face a une rigidité de 32 kPa,
etde 1,2 + 0,1 um.min face a des rigidités de 70 kPa et 158 kPa (Figure 50B). Comparée aux
racines sauvages, la vitesse de croissance des racines fez-2 est significativement plus affectée
par I’augmentation de 3 kPa a 32 kPa de la rigidité du milieu (Figure 50A, B). En revanche, la
vitesse de croissance des racines smb-3 n’est pas significativement différente en fonction de la
rigidité du milieu, indiquant que la croissance des racines smb-3 est peu affectée par
1’augmentation de la rigidite du milieu (Figure 50C). Concernant les racines brnl-1 brn2-1, la
vitesse de croissance moyenne est de 2,8 + 0,2 um.min* face a une rigidité de 3 kPa, de 2,1 +
0,2 um.min face a une rigidité de 32 kPa, de 2,0 + 0,2 pm.min! face a une rigidité de 70 kPa
et de 1,6 + 0,1 um.min face a une rigidité de 158 kPa (Figure 50D).
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Figure 51 : Profils de vélocité et d’EER obtenus pour les racines Col-0 (A-B), fez-2 (C-D), smb-3 (E-F) et

brnl-1 brn2-1 (G-H) dans les milieux une couche contenant 0,2% de Phytagel ou 1,2% de Phytagel.
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Figure 52 : Longueur de la zone de croissance (ZC, A) et EERmax (B) des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-
1 brn2-1 dans les milieux un-couche contenant 0,2% ou 1,2% de Phytagel.

Les moyennes + I’erreur standard sont présentées, n=8. Des tests T de Fisher ont été réalisés pour comparer les
moyennes entre les deux milieux, pour chaque génotype. Les étoiles indiquent des moyennes significativement
différentes (0¢=0,05; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

significativement différentes.

Ns indique les moyennes qui ne sont pas
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La croissance des racines brnl-1 brn2-1 est donc affectée par I’augmentation de la rigidité du

milieu de maniére identique a celle des racines sauvages.

Pour comprendre ces fluctuations de vitesse de croissance, des profils de longueur cellulaire
ont été établis pour I’apex des racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 qui ont progressé dans le
milieu le moins rigide (0,2 % de Phytagel, E = 3 kPa) et dans le milieu le plus rigide (1,2 % de
Phytagel, E = 158 kPa). A partir de ces profils de longueur cellulaire et des vitesses de
croissance obtenues précédemment, des profils de vélocité et d’EER ont pu étre réalisés (Figure
51). Tout d’abord, ces profils m’ont permis de déterminer la taille de la zone de croissance et
la capacité d’allongement des cellules des racines mutantes et de les comparer avec celles
obtenues précédemment chez les racines sauvages. Dans le milieu 0,2 %, la zone de croissance
mesure en moyenne 846 + 84 um chez les racines fez-2, 898 + 72 um chez les racines smb-3 et
997 £ 67 pm chez les racines brnl-1 brn2-1 (Figure 52A). Pour rappel, la longueur de la zone
de croissance chez les racines sauvages dans le milieu 0,2% de Phytagel a été estimee a 917 +
49 um. L’analyse statistique des données, basée sur une ANOVA II et un test de Tukey (Annexe
3), indique qu’il n’y a pas de différence significative de longueur de la zone de croissance entre
les quatre lignées. Ces résultats suggerent donc que les mutations fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-
1 n’entrainent pas de modification de la zone de croissance a 1’apex des racines. Lorsque les
racines progressent dans un milieu contenant 1,2 % de Phytagel, une diminution significative
de la longueur de la zone de croissance est observée pour les racines brnl-1 brn2-1 et pour les
racines sauvages, alors que la zone de croissance des racines fez-2 et smb-3 est caractérisée par

une longueur équivalente dans les milieux de plus faible et de plus forte rigidité (Figure 52A).

Dans le milieu contenant 0,2% de Phytagel, I’EERmax est estimé a une valeur moyenne de 0,42
+ 0,05 h! chez les racines fez-2, 0,24 + 0,02 h' chez les racines smb-3 et 0,31 + 0,03 h! chez
les racines brnl-1 brn2-1 (Figure 52B). L’analyse statistique basée sur une ANOVA II suivie
d’un test de Tukey indique que I’EERmax des racines fez-2 n’est pas significativement différent
de celui des racines sauvages (0,52 + 0,05 h™1), alors que celui des racines smb-3 et brn1-1 brn2-
1 apparait significativement plus faible (Annexe 3). Dans le milieu le plus rigide contenant
1,2% de Phytagel, une diminution significative de I’EERmax est observée uniquement pour les

racines fez-2 (Figure 52B).

Ces résultats indiquent que 1’augmentation de la rigidité du milieu affecte la vitesse de

croissance des racines sauvages et des racines brnl-1 brn2-1 en diminuant la longueur de la
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Figure 53 : Taux de pénétration des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans les milieux deux-

couches, en fonction de la résistance mécanique de I’interface

Les taux de pénétration sont présentés en fonction de la force de rupture de I’interface mesurée en pénétrométrie
dans les milieux 0,2-0,2 (0,026 N), 0,2-0,3 (0,054 N) et 0,2-0,5 (0,11 N). Les taux de pénétration calculés pour
chaque lignée correspondent au pourcentage de racines qui ont pénétré la couche inférieure de milieu. Les
symboles légérement transparents correspondent au taux de pénétration obtenu pour chaque bofte de culture et les
symboles pleins correspondent a la moyenne des taux de pénétration obtenus sur 6 boftes de culture. Dans le
tableau, les moyennes de pourcentage + I’erreur standard sont présentées. Les lettres indiquent des moyennes

significativement différentes (Test non paramétrique de Scheirer-Ray-Hare).

192



zone de croissance mais sans avoir d’impact sur la capacité d’allongement des cellules. Cela
suggere que, chez ces deux lignées, le taux de production des cellules est régulé en réponse a
I’augmentation a long terme des contraintes mecaniques. Chez les racines fez-2, I’augmentation
de la rigidité du milieu entraine une diminution de la capacité d’allongement des cellules, sans
affecter la longueur de la zone de croissance. Cela suggeére une régulation de 1’¢longation
cellulaire chez les racines fez-2 en réponse a ’augmentation des contraintes mécaniques, et que
cette régulation entrainerait une forte diminution de la vitesse de croissance. Enfin, pour les
racines smb-3, I’augmentation de la rigidité du milieu n’a d’impact significatif ni sur la longueur
de la zone de croissance, ni sur le taux d’¢longation des cellules, expliquant la faible diminution
de la vitesse de croissance de ces racines en réponse a 1’augmentation a long terme des

contraintes mécaniques.

V. Impact des altérations de la coiffe sur les réponses de croissance des racines

a une augmentation des contraintes mécaniques axiales

Les réponses de croissance des racines fez-2, smb-3 et brnl1-1 brn2-1 a une augmentation des
contraintes mécaniques axiales ont été étudiées dans les milieux deux couches 0,2-0,2, 0,2-0,3
et 0,2-0,5 qui présentent des augmentations croissantes de résistance mécanique du milieu. Les
capacités de pénétration des racines mutantes dans les milieux deux-couches ont été étudiees,
via le calcul du taux de pénétration et de la force critique de croissance axiale des racines. La
réponse des racines mutantes a I’augmentation des contraintes mécaniques axiales, en termes
de courbure et de vitesse de croissance ont éte caractérisées. Les différentes données obtenues
ont faits I’objet d’analyses statistiques, basées sur une ANOVA a deux facteurs suivie d’un test

de Tukey. Les résultats précis issus des analyses statistiques sont présentés en Annexe.

IV.1. Les capacités de pénétration des racines primaires d’Arabidopsis thaliana sont

altérées chez les lignées fez-2 et smb-3

Dans le milieu deux-couches 0,2-0,2, seulement 80 % des racines mutantes fez-2 parviennent a
pénétrer la couche inférieure alors que I’ensemble des racines sauvages, et des racines mutantes

smb-3 et brnl-1 brn2-1 sont capables d’induire la rupture de I’interface permettant
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Figure 54 : Force critique de croissance axiale des racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues des lignées
Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 dans le milieu deux-couche 0,2-0,3

(A-B) Représentation du déplacement maximal de I’interface du milieu 0,2-0,3, avant initiation d’une zone de
courbure chez les racines primaires des lignées Col-0 (A), fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 (B). Les valeurs moyennes

+ Perreur standard sont représentées, 9 <n <11

(C) Déplacement maximal de I’interface induit par la croissance racinaire avant initiation d’une zone de courbure

chez les racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans le milieu 0,2-0,3. (D) Force axiale critique des racines
Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans le milieu 0,2-0,3. Les ronds indiquent les valeurs individuelles et les
carrés indiquent les valeurs moyennes, 9 <n<11. Les lettres indiquent des moyennes significativement différentes
avec P<0,05 (ANOVA | et Test de Tukey).
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la pénétration dans la couche inférieure (Figure 53). Dans le milieu 0,2-0,3, une pénétration
dans la couche inférieure contenant 0,3 % de Phytagel est observée pour 60 % des racines
sauvages, 28 % des racines fez-2, 80 % des racines smb-3 et 65 % des racines brnl-1 brn2-1
(Figure 53). Enfin, dans le milieu 0,2-0,5 qui offre la plus grande augmentation de résistance
mécanique, aucune des racines sauvages, brnl-1 brn2-1 et fez-2 ne pénetrent la couche
inférieure alors que 20 % des racines smb-3 sont capables d’induire la rupture de I’interface
(Figure 53). Ainsi, les racines fez-2, caractérisees par un apex de geométrie pointue,
présentent un taux de pénétration significativement plus faible que les racines sauvages.
En revanche, les racines smb-3, caractérisées par un apex de géométrie rectangulaire,
présentent un taux de pénétration significativement plus élevé. Les racines brnl-1 brn2-1

présentent quant a elles un taux de pénétration identique a celui des racines sauvages.

J’ai analysé si ces variations de taux de pénétration racinaire entre les lignées mutantes et la
lignée sauvage pouvaient s’expliquer par des variations de force critique de croissance axiale.
L’estimation de la force critique axiale des racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 a été réalisée
selon la méthode décrite dans le Chapitre 2. Pour cela, le déplacement maximal de I’interface a
été mesuré dans le milieu 0,2-0,3 pour les racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 ne parvenant
pas a pénétrer la couche de milieu inférieure (Figure 54A, C). J’ai choisi de n’effectuer les
mesures que sur le milieu 0,2-0,3, qui présente la plus grande disparité de taux de pénétration
entre les quatre lignées. Dans le milieu 0,2-0,3, les racines fez-2 qui ne pénétrent pas la couche
inférieure déplacent I’interface d’une profondeur maximale moyenne de 0,27 + 0,01 mm avant
de subir I’initiation d’une zone de courbure (0,37 + 0,03 mm pour les racines Col-0) (Figure
54A, C). Ce déplacement correspond a une force critique de 0,66 + 0,07 103 N,
significativement plus faible que celle des racines sauvages (1,12 + 0,04 10 N) (Figure 54C,
D). Les racines smb-3 déplacent quant a elles I’interface d’une profondeur maximale moyenne
de 0,49 + 0,03 mm, correspondant a une force critique de 1,77 + 0,18 10 N, significativement

plus importante que celle des racines sauvages (Figure 54C, D).

Enfin, les racines brnl-1 brn2-1 déplacent I’interface d’une profondeur maximale de 0,42 +
0,02 mm avant de courber, correspondant a une force critique de flambement de 1,22 + 0,09 10°
° N, équivalente a celle des racines sauvages (Figure 54C, D). Ainsi, la force critique que les
racines sont capables d’exercée sur I’interface du milieu 0,2-0,3 est significativement plus faible
chez les racines fez-2 et significativement plus élevée chez les racines smb-3 par rapport aux
racines sauvages. En revanche, la force critique, et donc la capacité de pénétration des racines

brnl-1 brn2-1 n’est pas altérée.
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Figure 55 : Pénétration des racines fez-2 dans les milieux deux-couches 0,2-0,2 (A) et 0,2-0,3 (B). Cinétique

de pénétration d’une racine issue de la lignée fez-2 dans la couche inférieure de milieu, & 0 h et 7 h apres le contact

entre 1’apex racinaire et I’interface.
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Figure 56 : Réorientation de I’apex des racines primaires issues de la lignée fez-2 dans les milieux deux-
couches 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

(A, C, E) Squelettes d’une racine ne pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,2 (A), 0,2-0,3 (C) ou 0,2-

0,5 (E). Les apex des racines fez-2 se réorientent en boucles dans le milieu 0,2-0,2 et en marche dans les milieux

0,2-0,3 et 0,2-0,5.(B, D, F) Suivis spatiotemporels des zones de courbures formées a 1’apex d’une racine au cours

de sa réorientation a I’interface du milieu 0,2-0,2 (B), 0,2-0,3 (D) ou 0,2-0,5 (F). La ligne en pointillés indique le

contact entre la pointe racinaire et I’interface, qui a lieu 4 heures aprés le début de la prise de vue.

196



Ces résultats suggérent que I’altération (positive ou négative) des forces critiques axiales
chez les lignées transgéniques est responsable de I’altération correspondante (positive ou
negative) du taux de pénétration racinaire. De plus, les disparités de capacités de
pénétration suggerent que les mutations fez-2 et smb-3 ont un impact sur la force critique

générée par la croissance axiale de I’apex racinaire.

IV.2. La mise en place des zones de courbure des racines en réponse a une augmentation

des contraintes mécaniques axiales differe chez les lignées fez-2 et smb-3

= Racines fez-2
Nous avons observé que 80 % des racines fez-2 pénétraient la couche inférieure du milieu 0,2-
0,2 et 28 % pénétraient la couche inférieure du milieu 0,2-0,3. Pour I’ensemble de ces racines,
aucune zone de courbure n’est initiée apres le contact entre 1’apex et 1’interface et ce, quelle
que soit la résistance mécanique de I’interface (Figure 55). En revanche, nous avions observé
que certaines racines sauvages qui pénétraient la couche inférieure du milieu 0,2-0,3 initiaient
une zone de courbure avant de finalement induire la rupture de I’interface et pénétrer la couche

inférieure.

Dans le milieu 0,2-0,2, les 20% de racines fez-2 qui ne pénetrent pas la couche inférieure
développent une boucle a la suite du contact avec I’interface. La mise en place de la boucle
semble proche de celle observée chez les racines sauvages qui ne pénétrent pas la couche
inférieure du milieu 0,2-0,3 (Figure 56A). Une premiere zone de courbure est initiée a 500 pm

de I’apex et atteint une intensité maximale de 4 mm* (Figure 56B).

Les racines fez-2 qui ne pénetrent pas la couche inférieure dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5
présentent quant a elles un mode de réorientation de 1’apex en forme de marche, permis par la
mise en place de deux zones de courbure (Figure 56C, E). Dans ces deux milieux, une premiére
zone de courbure est initiée entre 1 & 3 h apres le contact entre I’apex racinaire et I’interface
(Figure 56D, F). Cette zone de courbure survient a une distance de 603 + 33 um de I’apex
racinaire dans le milieu 0,2-0,3 et 664 + 64 um dans le milieu 0,2-0,5 (Figure 56D, F). La
courbure atteint une intensité maximale de 3,4 = 0,7 mm™ dans le milieu 0,2-0,3 et de 2,3+ 0,5
mm* dans le milieu 0,2-0,5 (Figure 56D, F). La premiére courbure formée chez les racines fez-
2 dans le milieu 0,2-0,5 est significativement moins intense que la premiere courbure formée

chez les racines sauvages dans le méme milieu (4,7 = 0,5 mm™) (Annexe 5).
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Milieu 0,2-0,3

Figure 57 : Pénétration des racines smb-3 dans les milieux deux-couches 0,2-0,2 (A) et 0,2-0,3 (B). Cinétique

de pénétration d’une racine issue de la lignée smb-3 dans la couche inférieure de milieu, 0 h, 7h et 10 h aprés le

contact entre I’apex racinaire et I’interface.
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Figure 58 : Réorientation de I’apex des racines primaires issues de la lignée smb-3 dans les milieux deux-

couches 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

(A, C, E) Squelettes d’une racine ne pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,3 (A) ou 0,2-0,5 (C-E). Les

apex des racines smb-3 se réorientent en boucles dans le milieu 0,2-0,3 (A). (B, D, F) Suivis spatiotemporels des

zones de courbures formées a I’apex d’une racine au cours de sa réorientation en boucles dans le milieu 0,2-0,3

(B), en vague dans le milieu 0,2-0,5 (D) et en marche dans le milieu 0,2-0,5 (E). La ligne en pointillés indique le

contact entre la pointe racinaire et I’interface, qui a lieu 4 heures apreés le début de la prise de vue.
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Enfin, la premiere courbure formée chez les racines fez-2 concerne une zone totale de 977 + 58
pm de longueur dans le milieu 0,2-0,3 et de 946 + 140 um de longueur dans le milieu 0,2-0,5,
ce qui est significativement plus important que chez les racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5
(540 = 50 um) (Figure 56D, F, Annexe 5). Dans I’heure suivant la mise en place de la premiére
zone de courbure, une deuxiéme zone de courbure est mise en place chez les racines fez-2 ne
pénétrant pas la couche inférieure des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5 (Figure 56D, E). Les
caractéristiques de mise en place de la deuxieme zone de courbure ne sont pas significativement
différentes entre les racines fez-2 dans le milieu 0,2-0,3 et les racines sauvages dans le milieu
0,2-0,5 (Annexe 5). En revanche, pour les racines fez-2 dans le milieu 0,2-0,5, I’intensité de la
deuxieme zone de courbure est significativement plus faible que celle observée chez les racines

sauvages dans le méme milieu (Figure 56F, Annexe 5).

Ainsi, la réorientation de I’apex des racines fez-2 en réponse a la plus forte augmentation
des contraintes mécaniques axiales (milieu 0,2-0,5) présente des caracteristiques distinctes
de celle des racines sauvages : la premiére courbure survient plus loin de I’apex, concerne

une zone plus étendue et les deux courbures mises en place sont de plus faible intensité.

= Racines smb-3
Dans les milieux deux-couches, les racines smb-3 ont présenté de meilleures capacités de
pénétration dans la couche inférieure que les racines sauvages. Cependant, le suivi
spatiotemporel de la rectitude des racines au cours de leur penétration dans les milieux deux-
couches a révélé gque plusieurs racines smb-3 initiaient une zone de courbure avant la rupture
de I’interface, de fagon similaire aux racines sauvages dans le milieu 0,2-0,3, et ce méme dans
le milieu 0,2-0,2 (Figure 57). Tout comme pour les racines sauvages, les zones de courbure
formées au cours de la phase de déplacement de 1’interface par I’apex des racines smb-3 sont

maintenues apres rupture de I’interface et pénétration dans la couche inférieure de milieu.

Les racines smb-3 qui n’ont pas pénétré la couche inférieure du milieu 0,2-0,3 développent une
boucle, similaire a celle formée chez les racines sauvages dans le méme milieu (Figure 58A).
L’analyse spatio-temporelle nous indique qu’une premiére zone de courbure est initiée a 398 +
53 um de I’apex dans les 6 heures suivant le contact de 1’apex racinaire avec 1’interface (Figure
58B). Ce temps important peut étre justifié par le fait que la vitesse de croissance des racines
smb-3 est environ deux fois plus faible que celle des racines sauvages dans un milieu contenant
0,2 % de Phytagel.
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Figure 59 : Réorientation de I’apex des racines primaires issues de la lignée brnl-1 brn2-1 dans les milieux
deux-couches 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

(A, C) Squelettes d’une racine ne pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,3 (A) ou 0,2-0,5 (C). Les apex
des racines brnl1-1 brn2-1 se réorientent en boucles dans le milieu 0,2-0,3 (A) et en marche dans le milieu 0,2-0,5

(©).

(B, D) Suivis spatiotemporels des zones de courbures formées a I’apex d’une racine au cours de sa réorientation
en boucles dans le milieu 0,2-0,3 (B), et en marche dans le milieu 0,2-0,5 (D). La ligne en pointillés indique le

contact entre la pointe racinaire et I’interface, qui a lieu 4 heures apres le début de la prise de vue.
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La premiére zone de courbure atteint une intensité maximale moyenne de 4,5 mm™ (Figure
58B). La seconde zone de courbure formée atteint quant a elle une intensité de 7,4 um™ en
moyenne, qui est significativement plus importante que celle des racines sauvages (Figure 58B,

Annexe 4).

Dans le milieu 0,2-0,5, les racines smb-3 qui ne pénétrent pas la couche inférieure présentent
plusieurs modes de réorientation. Certaines racines forment une boucle, de fagon similaire au
milieu 0,2-0,3, d’autres présentent plusieurs zones de courbures survenant successivement et
entrainant la formation de vagues (Figure 58C) et quelques racines présentent un mode de
réorientation en marche proche de celui des racines sauvages dans les mémes conditions (Figure
58E). Dans le cas de la réorientation en vague, des zones de courbures sont initiées
réguliérement a une distance de 300 pm de I’apex racinaire et atteignent une intensité maximale
d’environ 6 mm™ (Figure 58D). De la méme fagon que pour la réorientation en boucles, les
zones de courbures sont initiées successivement jusqu’a déviation de I’apex racinaire le long
de l’interface. La réorientation en marche de ’apex des racines smb-3 résulte de la mise en
place d’une premicre zone de courbure dans les 5 premieres heures suivant le contact avec
I’interface, a une distance de 407 = 32 um de I’apex racinaire qui est suivie d’une deuxiéme
zone de courbure initiée a 368 + 44 um de I’apex racinaire (Figure 58F). Les deux courbures
atteignent une intensité maximale d’environ 5 mm™ qui n’apparait pas significativement
différente par rapport a I’intensité des courbures des racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5

(Figure 58F, Annexe 5).

Cette analyse a montré que la réorientation de I’apex des racines smb-3 en réponse a

I’augmentation des contraintes mécaniques axiales différait de celle des racines sauvages.

= Racines brn1-1 brn2-1
Nous avons observé que les capacités de pénétration des racines brnl1-1 brn2-1 dans les milieux
deux-couches étaient similaires a celles des racines sauvages. De plus, les racines brnl1-1 brn2-
1 qui pénétrent la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 présentent des réponses
similaires a celles des racines sauvages. Aucune racines brnl-1 brn2-1 dans le milieu 0,2-0,2
et seulement certaines dans le milieu 0,2-0,3 développent une zone de courbure au cours de la
phase de déplacement de 1’interface, avant rupture de I’interface et pénétration dans la couche

inférieure.
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Figure 60 : Boucles formées au cours de la progression de trois racines primaires distinctes issues de la

lignée brn1-1 brn2-1 dans la couche supérieure du milieu 0,2-0,5
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Dans le milieu 0,2-0,3, les racines brnl-1 brn2-1 qui ne pénétrent pas dans la couche inférieure
développent une boucle, similaire a celle des racines sauvages dans les mémes conditions
(Figure 59A). Les caractéristiques de mise en place des zones de courbure menant a la formation
de la boucle sont trés similaires entre les racines brnl-1 brn2-1 et les racines sauvages (Figure
59B, Annexe 4).

Dans le milieu 0,2-0,5, les racines brnl-1 brn2-1 présentent toutes un mode de réorientation en
marche (Figure 59C). La premiere zone de courbure est initiée dans les 2 h suivant le contact a
une distance de 518 = 48 um de I’apex. Une fois mise en place, la zone de courbure s’étend sur
une distance de 698 + 52 um et atteint une intensité maximale de 3,4 + 0,5 mm™ (Figure 59D).
La seconde zone de courbure est initiée environ deux heures apres la premiére, a 334 + 32 um
de I’apex. Cette seconde zone de courbure atteint une intensité maximale de 3,0 + 0,5 mm™ qui
n’est pas significativement différente de celle des racines sauvages (Figure 59D, Annexe 5).
Dans I’ensemble des milieux deux-couches, nous avons observé que certaines racines brnl-1
brn2-1, avant méme d’entrer en contact avec l’interface des deux couches de milieux,
développent des courbures successives menant a la formation de boucles (Figure 60). Dans tous
les cas observés, plusieurs boucles sont formées puis I’apex racinaire retrouve sa croissance
verticale en direction de I’interface. Ce comportement a été observé a différentes distances de

I’interface, allant jusqu’a 5 mm.
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Figure 61 : Vitesse de croissance des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 pénétrant dans la couche
inférieure dans les milieux deux couches 0,2-0,2 (A-D) et 0,2-0,3 (E-H).

Les mesures ont été réalisées toutes les 5 min de -300 min a +600 min aprés contact entre 1’apex racinaire et
I’interface, pour les racines qui ont pénétré dans les milieux 0,2-0,2 (A-D) et 0,2-0,3 (E-H). Les lignes indiquent
les valeurs moyennes et les points indiquent les valeurs individuelles, 6 <n < 10. La ligne en pointillés indique le

moment du contact entre I’apex racinaire et ’interface.
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IV.3. La vitesse de croissance des racines fez-2 n’est pas affectée par une augmentation
des contraintes mécaniques axiales

La vitesse de croissance moyenne des racines fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 a été calculée d’une
part pour les racines ayant pénétré dans la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 et

d’autre part pour les racines ayant réorienté leur croissance dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5.

Dans le milieu 0,2-0,2, les racines fez-2 présentent une vitesse de croissance initiale de 3,32 +
0,36 um.min* dans la couche supérieure (Figure 61B). Au cours de la phase de déplacement
de ’interface, la vitesse de croissance moyenne des racines fez-2 est de 3,06 + 0,26 pm.min,
ce qui n’est pas significativement différent de la vitesse dans la couche supérieure (Figure 61).
La croissance des racines fez-2 est ensuite maintenue apres rupture de I’interface et pénétration
des racines dans la couche inférieure (Figure 61, Annexe 6). De la méme fagon que pour les
racines fez-2, la vitesse de croissance des racines smb-3 et brnl-1 brn2-1 au cours de la
pénétration dans la couche inférieure du milieu 0,2-0,2 ne varie pas de maniere significative
(Figure 61C-D, Annexe 6).

Dans le milieu 0,2-0,3, la vitesse de croissance des racines fez-2 pénétrant la couche inférieure
passe d’une valeur moyenne de 3,22 + 0,16 um.min"! avant contact a 2,57 + 0,21 pm.min
durant la période de contact, et a une valeur de 2,86 + 0,21 pm.min* aprés pénétration, soit une
diminution non significative de 20 % (60 % chez Col-0) (Figure 61F). Ainsi, la vitesse de
croissance des racines fez-2 n’est pas affectée par la pénétration dans la couche contenant 0,3 %
de Phytagel. Concernant les racines smb-3, la pénétration dans la couche inférieure 0,3 %
entraine une diminution de la vitesse de croissance qui passe de 1,65 * 0,18 um.min avant
contact & 0,99 + 0,06 um.min! pendant le déplacement de I’interface et a 0,95 + 0,18 um.min-
1 aprés pénétration, soit une diminution de 42 % (Figure 61G). La vitesse de croissance des
racines brnl-1 brn2-1 passe quant a elle d’une valeur moyenne de 3,18 + 0,43 um.min* avant
contact & 2,90 + 0,59 pm.min! aprés contact puis a 2,52 + 0,49 um.min* aprés pénétration, ce
qui représente une diminution de 20 %, la encore non significative (Figure 61H, Annexe 6).

Dans le milieu 0,2-0,3, les racines fez-2 qui ne pénétrent pas la couche inférieure de milieu, tout
comme celles qui pénétrent, ne présentent pas de diminution significative de la vitesse de

croissance (Figure 62B, Annexe 7).
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Figure 62 : Vitesse de croissance des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 se réorientant apres contact
avec ’interface dans les milieux 0.2-0.3 (A-D) et 0.2-0.5 (E-H).

Les mesures ont été réalisées toutes les 5 min de -300 min a +600 min aprées contact entre 1’apex racinaire et

Iinterface, pour les racines qui n’ont pas pénétré dans la couche inférieure dans les milieux 0,2-0,3 (A-D) et 0,2-

0,5 (E-H). Les lignes indiquent les valeurs moyennes et les points indiquent les valeurs individuelles, 8< n< 12.

La ligne en pointillés indique le moment du contact entre I’apex racinaire et I’interface.
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En revanche, pour les racines smb-3 ne pénétrant pas la couche inférieure, le contact avec
I’interface est suivi d’une diminution significative de 54% de la vitesse de croissance, passant
d’une valeur moyenne de 1,36 + 0,33 um.min* a une valeur moyenne de 0,63 + 0,12 um.min!
(Figure 62C, Annexe 7). Une diminution significative de la vitesse de croissance des racines
brnl-1 brn2-1 ne pénétrant pas la couche inférieure est également observée rapidement apres
contact avec I’interface, passant de 3,16 + 0,24 pm.min*a 1,40 £ 0,20 um.min* (56 %) (Figure
62, Annexe 7).

Dans le milieu 0,2-0,5, le contact entre les racines fez-2 se réorientant et ’interface n’entraine
pas de variation significative de la vitesse de croissance (Figure 62, Annexe 7). En revanche,
une diminution significative de la vitesse de croissance, de 44 % pour les racines smb-3 et de
42 % pour les racines brnl-1 brn2-1, est observée aprées le contact avec 1’interface (Figure 62,
Annexe 7). Ces diminutions sont équivalentes & la diminution de vitesse de croissance observée
chez les racines sauvages aprés contact avec I’interface du milieu 0,2-0,5 (-37%, Figure 62E).
Pour les lignées smb-3 et brn1-1 brn2-1, tout comme pour la lignée sauvage, un recouvrement
partiel de la vitesse de croissance est observé une fois la réorientation finalisée, c’est-a-dire que
la vitesse de croissance ne retrouve pas son niveau initial méme 600 minutes apres le contact

avec I’interface (Figure 62, Annexe 7).

En réponse a une augmentation des contraintes mécaniques axiales, ni la pénétration ni la
réorientation de I’apex des racines fez-2 ne sont accompagnées d’une diminution de la vitesse
de croissance, et ceci contrairement a ce qui a été observé chez les racines sauvages. Chez les
racines smb-3 et brnl1-1 brn2-1, I’augmentation des contraintes mécaniques axiales entraine une

diminution de la vitesse de croissance similaire a celle observée chez les racines sauvages.

En conclusion, les expérimentations menées dans les milieux une-couche et les milieux deux-
couches ont révélé des phénotypes bien distincts entre les lignées mutantes fez-2, smb-3 et brn1-
1 brn2-1. Les principales observations que nous avons faites sont présentées dans les Tableaux
1, 2 et 3. De facon intéressante, les racines fez-2 et smb-3, dont la coiffe est altérée en termes
de géométrie, de taille et de nombre de couches cellulaires, présentent des réponses de
croissance a une augmentation des contraintes mécanigues notoirement différentes de celles des
racines sauvages. De plus, a la fois les altérations morphologiques de la coiffe et les altérations
des réponses des racines dans les milieux une-couche et deux-couches sont opposées entre les

racines fez-2 et smb-3.
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Col-0 fez-2 smb-3 brnl-1 brn2-1

inverse Sharpness Index 041 0,31 0,51 0,40
Acuité de I’apex ' Acuité + Acuité - Acuité =
Vitesse de croissance 0,2 %-1,2 % -45% -59 % -36 % -43 %

Longueur de la zone de croissance

0,2 %-1,2 % "28% +9% (ns) - 18 % (ns) -29 %
] 0', 0

EERmax 0,2 %-1,2 % - 25 % (ns) -62 % - 25 % (ns) +6 % (ns)

Tableau 1. Géomeétrie de la coiffe et principales réponses des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 a
une augmentation de la rigidité du milieu. Pour I’iSI, les valeurs moyennes pour chaque génotype sont rappelées.
Les pourcentages indiqués représentent le pourcentage du taux de diminution de vitesse de croissance, de longueur
de zone de croissance ou d’EERmax entre les milieux contenant 1,2% et 0,2% de Phytagel. Les cases vertes et
rouges indiquent une valeur significativement plus faible ou plus important, respectivement, que la valeur obtenue
pour les racines sauvages. Les indications « ns » précisent que la diminution observée entre les deux conditions

pour un méme génotype n’est pas significative. Les mémes codes sont utilisés pour les tableaux suivants.

Col-0 fez-2 smb-3 brn1-1 brn2-1
Force critique
1,12 0,66 1,77 1,22
(10°N)
Vitesse pénétration 0,2-0,3
. -60 % -20 % (ns) -42 % -20 % (ns)
Avant/Apres contact
Réorientation 0,2-0,2 X Boucle X X
Réorientation 0,2-0,3 Boucle Marche Boucle Boucle
Boucle Marche
Réorientation 0,2-0,5 Marche Marche Vague (Boucles avant
Marche contact)

Tableau 2. Réponses principales des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 & une augmentation des

contraintes mécaniques axiales
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Ces resultats suggérent donc un lien entre la morphologie de la coiffe racinaire et la mise En
revanche, les racines brnl-1 brn2-1, dont aucun phénotype particulier a I’apex n’a pu étre mis
en évidence au cours de nos expérimentations, ne présentent pas de modifications dans leurs
réponses de croissance a 1’augmentation a long terme ou a court terme des contraintes

mécaniques.
V. Discussion

V.1. La géométrie de la coiffe ne semble pas étre le facteur principal modulant les réponses

des racines aux contraintes mécaniques.

Sur la base des études précédentes, nous avons émis I’hypothése que la coiffe jouait un
role dans les réponses des racines a une augmentation des contraintes mécaniques, en controlant
la forme de I’apex racinaire et ainsi en modulant la distribution des contraintes mécaniques
axiales autour de 1’apex. Colombi et al. (2017) ont récemment montré chez le blé qu’un apex
racinaire pointu augmentait la concentration des contraintes mecaniques axiales a I’extrémité
de I’apex tandis qu’un apex en déme permettait une distribution homogene des contraintes
axiales sur toute la circonférence de 1’apex (Colombi et al., 2017). Du fait de cette distribution
des contraintes axiales, un apex racinaire pointu favoriserait 1’initiation et la propagation de
fissures et diminuerait la résistance mécanique expérimentée par la racine. Ces mémes auteurs
ont d’ailleurs mis en évidence que la géométrie de 1’apex racinaire était corrélée a la vitesse de
croissance des racines dans un sol avec une densité apparente élevée (Colombi et al., 2017).
Les racines de blé dont I’apex est pointu progressent plus vite dans un sol dense que les racines

dont I’apex est arrondi ou émoussé (Colombi et al., 2017).

Pour valider notre hypothése, nous avons étudié les réponses a une augmentation des contraintes
mécaniques des racines fez-2 et smb-3, dont la formation et 1’organisation de la coiffe sont
modifiées. Nous avons montré que 1’altération de la formation de la coiffe chez les lignées
mutantes conduisait & une modification de la taille et de la géométrie de ’apex des racines :
I’apex racinaire de fez-2 est plus pointu et a 1’opposé, 1’apex des racines smb-3 est plus
rectangulaire que celui des racines sauvages. En réponse a une augmentation a long terme et
simultanée des contraintes mécaniques radiales, axiales et de frottements, nous avons observé
que la croissance des racines fez-2 était plus affectée que celle des racines sauvages. en place

des réponses des racines a une augmentation des contraintes mécaniques.
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Col-0 fez-2 smb-3 brnil-1 brn2-1

Position/ apex

540 664 407 518
‘ (Hm)
1¢"® zone de
Etendue
courbure 602 946 512 698
(Hm)
(flambement)
Intensité
L 4,7 2,3 4.8 34
(Hm™)
Position/ apex
(um) 276 335 245 334
. pum
2°™M zone de
Etendue
courbure 350 503 368 471
. (um)
(active) _
Intensité
. 34 1,7 5,2 3,0
(Hm™)
Vitesse de croissance -43 % -20 % (ns) -44 % -43 %

Tableau 3. Caractéristiques de mise en place de la réorientation en marche dans le milieu 0,2-0,5 pour les
racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1
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Le taux d’¢élongation €¢lémentaire de ces racines, et non la longueur de la zone de croissance,
diminue significativement en réponse a 1’augmentation de la rigidité du milieu. Au contraire, la
croissance des racines smb-3 n’est pas affectée significativement par 1’augmentation a long
terme des contraintes mécaniques, pas plus au niveau de la longueur de la zone de croissance,
qu’au niveau du taux d’élongation élémentaire. Dans les milieux deux-couches, face a une forte
augmentation a court terme des contraintes mécaniques axiales, les racines fez-2 présentent de
faibles capacités de pénétration par rapport aux racines sauvages tandis que les racines smb-3
présentent de plus fortes capacités de pénétration. Ainsi, les résultats obtenus dans les milieux
une-couche et deux-couches sont opposés a ce qui était attendu. Dans 1’étude de Colombi et al.
(2017), la croissance des racines de plusieurs variétés de blé, caractérisées par des apex de
géométries distinctes, ont été comparées en réeponse a une augmentation de la densité apparente
du sol. Contrairement & cette étude, notre expérimentation est basée sur 1’utilisation de plantes
dont la fonction d’un géne a été¢ mutée et dont le nombre de cellules de la coiffe est modifié.
Dans notre étude, 1’effet de la géométrie de la coiffe sur la réponse aux contraintes mécaniques
pourrait étre compensé par ’effet d’une autre altération due aux mutations des genes FEZ et
SMB. Nos résultats suggérent donc que la geométrie de la coiffe ne serait pas le facteur principal

modulant la mise en place des réponses des racines aux contraintes mécaniques.

Pour confirmer cela, des expérimentations plus approfondies doivent étre menées,
notamment pour étudier la rigidité de la coiffe des racines sauvages et des racines mutantes. La
perte et ’accumulation de couches cellulaires de coiffe chez les racines fez-2 et smb-3,
respectivement, pourraient altérer sa rigidité. Or, un matériau mou, peu rigide, se déforme de
fagon plus importante sous la contrainte qu’un matériau rigide. Dans notre systéme
expérimental, une coiffe moins rigide se déformerait donc plus au contact de I’interface entre

les deux milieux qu’une coiffe plus rigide.

Dans notre systeme expérimental deux-couches, nous avons montré que les racines mutantes
qui étaient altérées dans leur capacité de pénétration presentaient également une force critique
distincte de celle des racines sauvages. Les racines fez-2, présentant un taux de pénétration plus
faible, subissent un flambement a partir d’une force axiale plus faible que les racines sauvages.
Au contraire, les racines smb-3, qui pénetrent en plus grand nombre la couche inférieure,

supportent une force axiale plus importante que les racines sauvages avant de flamber.
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Dans le chapitre 2, nous avons expliqué que la force critique de flambement des racines
dépendait principalement de quatre critéres : la longueur de la zone susceptible de flamber, le
diametre et la rigidité de la racine dans la zone ou survient le flambement et le confinement
latéral de la racine. La géométrie de la coiffe ou la rigidité de la coiffe ne sont pas a priori des
critéres influencant la valeur de la force critique de flambement des racines. Ainsi, la différence
de force critique que nous avons estimé entre les racines sauvages et les racines mutantes
renforcent I’idée que la géométrie de la coiffe n’est pas un facteur principal modulant les

réponses des racines aux contraintes mécaniques.

V.2. Les cellules de la coiffe racinaire seraient impliquées dans la mise en place des

réponses des racines primaires d’Arabidopsis thaliana aux contraintes mécaniques

Chez les racines mutantes, si la geométrie de la coiffe ne semble pas étre responsable des
altérations de réponses racinaires aux contraintes mécaniques que nous avons observées par
rapport aux racines sauvages, il serait envisageable que le nombre ectopique de couches
cellulaires de coiffe soit en cause. Nous allons dans cette partie de la discussion développer des

arguments en faveur de cette hypothése.

La caractérisation morphologique des racines fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans un milieu peu
contraignant a révélé qu’il n’y avait pas de différences significatives de la longueur de la zone
de croissance ou du diamétre au niveau de la zone d’élongation des racines mutantes par rapport
aux racines sauvages. De plus, dans les milieux deux-couches, le confinement latéral est
identique pour toutes les racines, étant donné qu’elles progressent dans une couche supérieure
contenant 0,2 % de Phytagel, quel que soit le milieu et le génotype. Le seul parametre que nous
n’étions pas en mesure de mesurer expérimentalement est la rigidité des racines. Ainsi, mis a
part la rigidité des racines, les caracteristiques morphologiques ne nous permettent pas
d’expliquer avec certitude les altérations de capacités de pénétration chez les racines fez-2 et
smb-3. 1l est crucial de noter que ces caractéristiques ont été mesurées a un temps donné sur des
racines extraites de leur milieu de culture. In vivo, il serait envisageable que les racines
modulent de facon dynamique leur diamétre, leur zone de croissance ou méme leur rigidité a la
suite du contact avec I’interface. Il a ét¢ montré par le passé que la présence d’un obstacle ou
la compaction d’un sol entrainait des modifications rapides telles que 1’initiation de racines

latérales, le raccourcissement de la zone de croissance, 1’augmentation
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du diameétre racinaire (Croser et al., 1999; Verlag et al., 2001; Richter et al., 2009; Bizet et al.,
2016). Bizet et al. (2016) ont observé une diminution importante de I’EERmax chez les racines
de peuplier dans les heures suivant le contact avec un obstacle rigide (maximum 4 h). Dans la
zone d’¢élongation, il a également été suggéré qu’une forte contrainte mécanique pouvait induire
la réorientation des microtubules corticaux et, par extension, des microfibrilles de cellulose
présentes dans les parois cellulaires, ce qui restreindrait I’expansion axiale des cellules et
favorisait leur gonflement latéral (Bengough et al., 2011). Une étude a également mis en lien
la diminution de la zone de croissance en réponse a une compaction du sol avec la rigidification
des parois des cellules en expansion (Croser et al., 1999). L’origine de cette rigidification n’a a
ce jour pas été explorée mais plusieurs hypothéses ont vu le jour, suggérant par exemple
I’induction de la biosynthése d’auxine ou d’éthylene, ou encore des modulations
transcriptionnelles ou post-transcriptionnelles des enzymes de la paroi comme les XTH ou les
EXPANSINS (Kimbrough et al., 2004; Yamamoto et al., 2008; Lourenco et al., 2015).

Dans notre systéme expérimental de milieux deux-couches, le déclenchement de telles voies de
signalisation en réponse a I’augmentation des contraintes mécaniques axiales conduirait a
I’augmentation de la résistance au flambement des racines, en diminuant la longueur de la zone
racinaire sujette au flambement, ou en augmentant la rigidité de la racine. Cela favoriserait
indirectement la pénétration des racines dans la couche inférieure de milieu. Chez les racines
fez-2, qui présentent de faibles capacités de pénétration, il serait envisageable que ce type de
mécanismes soit affecté par le nombre restreint de couches cellulaire de coiffe latéral et de
columelle. Cette hypothése peut étre appuyée par les diverses caractéristiques des réponses aux
contraintes mécaniques que nous avons observé chez les racines fez-2. Dans un premier temps,
nous avons observé que les longueurs de la zone de croissance et des cellules matures n’étaient
pas affectées de maniére significative par I’augmentation des contraintes mécaniques. De plus,
en réponse a une augmentation a court terme des contraintes mécaniques axiales, nous avons
observé que le flambement des racines fez-2 survenait dans une zone plus éloignée de I’apex
que chez les racines sauvages. Mis en commun avec I’absence de modulation de la vitesse de
croissance apres contact avec ’interface, ces résultats suggerent une absence de régulation de
la zone de croissance en réponse a un stress mecanique chez les racines fez-2. Autre fait
intéressant, lors de la réorientation en marche de ces mémes racines face a la plus forte
augmentation de contraintes axiales, nous avons observé que la seconde zone de courbure était

quasiment inexistante.
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Massa et Gilroy (2003) ont attribué cette deuxieme zone de courbure en partie a la réponse
gravitopique de la racine. Or, selon nos expérimentations, la réponse gravitropique ne semble
pas étre altérée chez les racines fez-2. Ces observations suggérent d’une part que la mise en
place de la deuxiéme zone de courbure illustre une réponse a 1’augmentation des contraintes
mécaniques axiales plutot qu'une réponse a la gravité et d’autre part, que les couches cellulaires
de la coiffe participeraient a la mise en place de cette deuxiéme zone de courbure. Ainsi, les
différents résultats obtenus sur les racines fez-2 suggérent qu’il y a un lien entre les cellules de
la coiffe et la mise en place des réponses de croissance aux contraintes mécaniques. Pour les
racines smb-3, qui présentent, au contraire des racines fez-2, des couches de coiffe
additionnelles, leurs importantes capacités de pénétration laissent a penser que les couches de
coiffe supplémentaires pourraient impliquer des régulations rapides de la zone de croissance

favorisant ainsi la pénétration des racines dans la couche de milieu inférieur.

Le cas des racines brnl-1 brn2-lest plus difficile a interpréter. Chez le double mutant, les
cellules matures COL ne sont pas desquamées et restent ainsi attachées au reste de la coiffe.
L’impact de la mutation sur le fonctionnement de la coiffe et notamment sur des mécanismes
tel que la production et la sécrétion de mucilage n’est pas clair. Il est actuellement difficile de
déterminer si 1’absence de desquamation des cellules matures COL chez les racines brnl-1
brn2-1 permet de réduire ou d’augmenter les frottements entre les racines et leur substrat. En
revanche, il a été observé que le reste de la coiffe n’apparaissait pas désorganisé et que les
cellules de la coiffe latérale n’était aucunement impactées par la double mutation (Bennett et
al., 2010). D’aprés nos expérimentations, il semblerait que les racines brnl-1 brn2-1 ne
présentent pas d’altérations significatives des réponses aux contraintes mécaniques par rapport
aux racines sauvages, que ce soit dans les milieux une-couche et deux couches. Le fait que les
racines brn1-1 brn2-1, qui sont affectées uniquement au niveau des cellules de la columelle, ne
présentent aucun phénotype dans nos conditions expérimentales, suggere que les cellules de la
coiffe latérale seraient particulierement importantes dans la perception et/ou la transduction du

signal mécanique.
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Chapitre 4 : Vers la compréhension des mecanismes
Impliqués dans la réorientation des racines en
réponse a une augmentation des contraintes

mécaniques axiales

Les études décrites dans les chapitres précédents nous ont permis de décrire précisément la
cinétique de réponse des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a une augmentation a court
terme des contraintes mécaniques axiales. Bien que la réorientation puisse étre déclenchée par
une instabilité mécanique, une réponse active de la racine ne peut étre exclue. Aussi, nous
proposons dans ce dernier chapitre d’explorer la part active de la réponse des racines a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales. En prenant en compte les données de la
littérature, nous avons initié cette étude en se basant sur I’implication de certains acteurs
moléculaires, auparavant identifiés comme étant impliqués dans la mise en place des réponses
des racines aux variations de contraintes mécaniques.

En réponse a une courbure de la racine d’Arabidopsis thaliana, il a été observé que 1’étirement
des membranes plasmiques des cellules du cété convexe de la racine entrainait un influx de
calcium cytosolique rapide et transitoire, une production de ROS, une acidification
intracellulaire ainsi qu’une alcalinisation extracellulaire (Monshausen et al., 2009). Il a été
suggéré que ces réponses seraient induites par 1’activation de canaux ioniques mécanosensibles

localisés dans la membrane plasmique.

Le canal ionique MCAL est une protéine localisée dans la membrane plasmique des cellules de
I’apex racinaire et dont 1’activité dans I’influx de calcium cytosolique en réponse a un choc
osmotique ou un étirement de la membrane plasmique a été démontré chez Arabidopsis
thaliana, Oriza sativa et Nicotiana tabacum (Nakagawa et al., 2007; Furuichi et al., 2012;
Kurusu et al., 2012a,b). De plus, chez le mutant de perte d’expression (Knockout, KO) mcal-
null, les racines ont présenté des difficultés de pénétration dans une couche de gel de forte
concentration en Agar (Nakagawa et al., 2007). Dans la continuité de ces travaux, et en
partenariat avec I’équipe de H. lida (Département de Biologie appliquée, Université de Science

de Tokyo, Japon), nous avons choisi d’étudier le role de MCA1 dans la réponse a une
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augmentation des contraintes mécaniques axiales, par I’analyse des réponses de croissance des

racines mcal-null dans les milieux deux-couches.

Les canaux ioniques de la famille des MSL de classe Il sont des protéines transmembranaires,
dont les geénes codants sont exprimés dans de nombreux tissus dont I’apex racinaire
d’Arabidopsis thaliana (Haswell et al., 2008). Parmi les 7 protéines MSL de classe Il, les
membres MSL4, MSLS5, MSL6, MSL9 et MSL10 sont activés par 1’étirement des membranes
plasmiques, et ont donc une activité mécano-dépendante (Haswell, 2007). Malgré cela, leur rdle
dans la perception des variations de contraintes mécaniques et dans la mise en place des
réponses dans la plante a été peu étudié. Par ailleurs, les racines du quintuple mutant msl4-1
msl5-2 msl6-1 msl9-1 msl10-1 ne semblent pas étre affectées dans leur croissance en réponse a
des stress salin, osmotique ou encore mécanique (Haswell et al., 2008). A titre d’exemple, les
réponses des racines du quintuple mutant face a un obstacle rigide (lamelle en verre) n’ont pu
étre distinguées des réponses des racines sauvages (Haswell et al., 2008). Pour aller plus loin,
nous avons tenté d’étudier la réponse des racines du quintuple mutant, que nous appellerons

mslA5, & une augmentation des contraintes mecaniques axiales dans les milieux deux-couches.

Apres la perception, s’il en est, de ’augmentation des contraintes mécaniques axiales, nous
émettons 1’hypothése qu’une mécanotransduction vers la zone de croissance racinaire
permettrait la mise en place des réponses de croissance observées dans le Chapitre 2, et
notamment de la réorientation de 1’apex racinaire. Parmi les acteurs putatifs de la
mécanotransduction, I’auxine pourrait étre impliquée dans la mise en place des réponses aux
contraintes mécaniques (Santisree et al., 2011; Yan et al., 2017). L’auxine est une
phytohormone primordiale a la croissance et au développement racinaire, intervenant dans la
division et 1’élongation cellulaire, I’organogénése, la réponse gravitropique, ... (Pacifici et al.,
2015). Pour étudier le role de 1’auxine dans la mécanotransduction, nous avons analysé la
réponse a ’auxine au cours de la réorientation de 1’apex racinaire dans les milieux deux-

couches, un utilisant les lignées d’Arabidopsis thaliana DR5::GFP et DII-Venus.
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Figure 63 : Taux de pénétration des racines mcal-null et msiA5 dans les milieux deux-couche 0,2-0,2, 0,2-

0,3 et 0,2-0,5, en fonction de la résistance mécanique du milieu

Les taux de pénétration sont présentés en fonction de la force de rupture de I’interface mesurée en pénétrometrie
dans les milieux 0,2-0,2 (0,026 N), 0,2-0,3 (0,054 N) et 0,2-0,5 (0,11 N). Les taux de pénétration calculés pour
chaque lignée correspondent au pourcentage de racines qui ont pénétré la couche inférieure de milieu. Les
symboles légerement transparents correspondent au taux de pénétration obtenu pour chaque boite de culture et les
symboles pleins correspondent a la moyenne des taux de pénétration obtenus sur 6 boites de culture. Dans le
tableau, les moyennes de pourcentage = 1’erreur standard sont présentées. Les lettres indiquent des moyennes

significativement différentes (Test non paramétrique de Scheirer-Ray-Hare).
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. Réponses de croissance des racines primaires issues des lignées mcal-null et

msl45 a une augmentation des contraintes mécaniques axiales

Les graines d’Arabidopsis issues de la lignée transgénique mcal-null ont été fournies par
I’équipe de H. Iida (Département de Biologie appliquée, Université de Science de Tokyo,
Japon). La mutation mcal-null a été obtenue par I’insertion d’un T-DNA 28 paires de base en
amont du quatrieme exon du géne MCAL (Nakagawa et al., 2007). L’insertion méne a I’absence
d’ARNm de MCAL1 dans la plantule d’Arabidopsis.

Les graines issues de la lignée transgéniques msl45 nous ont été fournies par 1’équipe de J-M.
Frachisse (Institut de Biologie Intégrative de la Cellule, CNRS, Gif sur Yvette-Paris-Saclay
campus, France). Les mutations ont également été obtenues par 1’insertion de séquences T-

DNA dans les genes codants correspondants (Haswell et al., 2008).

Les réponses de croissance des racines mcal-null et msl45 a une augmentation des contraintes
mécaniques axiales ont été étudiées dans les milieux deux couches 0,2-0,2, 0,2-0,3, 0,2-0,5,

dans les conditions identiques a celles décrites précédemment.

I.1. Le taux de pénétration des racines primaires, et non la force critique axiale, est
restreint chez les lignées mcal-null et msiA5

Dans le milieu 0,2-0,2, présentant la plus faible augmentation de résistance mécanique a la
pénétration, nous avons observé que seulement 89 % des racines mcal-null et 69 % des racines
mslA5 pénétraient dans la couche inférieure de milieu. Pour rappel, toutes les racines sauvages
parviennent a pénétrer la couche inférieure contenant 0,2 % de Phytagel (Figure 63). Dans le
milieu 0,2-0,3, 21 % des racines mcal-null et 23 % des racines msl45 pénétrent la couche
inférieure de milieu, contre 60 % des racines sauvages (Figure 63). Enfin, dans le milieu 0,2-
0,5 dont la rupture de I’interface nécessite une force de 0,11N, quasiment aucune racine des
lignées mcal-null et msl45, tout comme aucune racine sauvage, ne pénétrent la couche
inférieure contenant 0,5 % de Phytagel (Figure 63). Ainsi, les racines mcal-null et msl45

présentent un taux de pénétration significativement plus faible que celui des racines sauvages.

En utilisant la méthode précédemment décrite, la force de croissance axiale critique des racines
mcal-null et msl45 a été estimée dans le milieu 0,2-0,3 (Figure 64). Le déplacement de

I’interface par la croissance des racines mcal-null et msl45 ne parvenant pas a pénétrer la
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Figure 64 : Force axiale critique des racines mcal-null et msiA5 dans le milieu deux-couches 0,2-0,3

(A-B) Représentation du déplacement maximal de I’interface du milieu 0,2-0,3, avant initiation d’une zone de
courbure chez les racines primaires des lignées Col-0, mcal-null (A) et msiA5 (B). Les valeurs moyennes + I’erreur
standard sont représentées, 8 <n < 11. (C-D) Déplacement maximal de I’interface avant initiation d’une zone de
courbure et (C) force axiale critique des racines Col-0, mcal-null et msiA5 dans le milieu 0,2-0,3 (D) Les ronds
indiquent les valeurs individuelles et les carrés indiquent les valeurs moyennes, 8 <n < 11. Les lettres indiquent

des moyennes significativement différentes avec P<0,05 (ANOVA | et Test de Tukey).
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Figure 65 : Pénétration des racines mcal-null (A) et msiA5 (B) dans les milieux deux-couches 0,2-0,2 et 0,2-
0,3. Cinétique de pénétration d’une racine issue de la lignée mcal-null (A) ou msi45 (B) dans la couche inférieure

de milieu, a 0 h et 8 h aprés le contact entre 1’apex racinaire et ’interface.
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couche inférieure de milieu a été mesuré juste avant I’initiation d’une zone de courbure (Figure
64A, B). Les racines mcal-null déplacent I’interface d’une profondeur maximale moyenne de
0,34 £ 0,03 mm, distance non significativement différente de celle des racines sauvages (0,37
+ 0,03 mm) (Figure 64A, C). Ce déplacement a permis d’estimer la force axiale critique des
racines mcal-null a une valeur moyenne de 0,99 + 0,13 10° N (1,12 + 0,04 10 N pour les
racines Col-0) (Figure 64D). Les racines msl45, quant a elles, déplacent I’interface d’une
profondeur maximale de 0,29 £ 0,05 mm avant d’initier une zone de courbure (Figure 64B, C).
Selon nos calculs, ce déplacement est permis par une force moyenne de 0,73 +0,21 10 N, non

significativement différente de la force critique des racines sauvages (ANOVA I, Figure 64D).

Ces résultats suggerent que les plus faibles taux de pénétration observés chez les racines

mutantes ne sont pas dus a une altération des forces critiques de croissance axiale.

I.2. La réorientation de I’apex des racines primaires face a la plus forte augmentation des
contraintes mécaniques axiales est altérée chez les lignées mcal-null et msiA5

Une analyse des prises de vue séquentielles des racines mcal-null et msl45 progressant dans
les milieux deux-couches 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5 a été réalisée de maniere identique a celle
décrite dans les chapitres précédents. Cette analyse a permis d’analyser la cinétique et les
caractéristiques de la réorientation de 1’apex des racines mcal-null et msl45 face a une
augmentation des contraintes mecaniques axiales et de les comparer a celles des racines

sauvages.

Chez la lignée sauvage, nous avons observe que la pénétration dans la couche inférieure de
milieu n’affectait pas la rectitude des racines dans le milieu 0,2-0,2 alors qu’elle était
accompagnée de la formation de zones de courbure chez certaines racines dans le milieu 0,2-
0,3. En revanche, chez les lignées mutantes mcal-null et msl45, aucune zone de courbure n’est
formée au cours de la phase de déplacement de I’interface par I’apex racinaire, que ce soit dans

le milieu 0,2-0,2 ou 0,2-0,3 (Figure 65).

Lorsque les racines sauvages ne pénétrent pas la couche inférieure de milieu, ces dernieres
développent une a plusieurs boucles pour une couche inférieure contenant 0,3 % de Phytagel
alors qu’elles développent une forme finale en marche lorsque la couche inférieure contient

0,5% de Phytagel.
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Figure 66 : Réorientation de ’apex des racines primaires issues de la lignée mcal-null dans les milieux deux-
couches 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5

(A, C, E) Squelettes d’une racine ne pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,2 (A), 0,2-0,3 (C) ou 0,2-
0,5 (E). Les racines mcal-null se réorientent en marche dans les trois milieux deux-couches. (B, D, F) Suivis
spatiotemporels des zones de courbures formées a I’apex d’une racine au cours de sa réorientation a ’interface du
milieu 0,2-0,2 (B), 0,2-0,3 (D) ou 0,2-0,5 (F). La ligne en pointillés indique le contact entre la pointe racinaire et

I’interface, qui a lieu 4 heures apreés le début de la prise de vue.
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En comparaison, les apex des racines mcal-null et msl45 qui ne pénetrent pas la couche
inférieure de milieu se réorientent de facon largement majoritaire via la mise en place de deux
zones de courbures, aboutissant a une forme finale en marche et ce, quel que soit le milieu deux-
couches considéré (0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5) (Figure 66, Figure 67).

=» Racines mcal-null

Chez les racines mcal-null dont I’apex est réorienté dans le milieu 0,2-0,2, une premiére zone
de courbure est initiée dans les 4 h suivant le contact avec I’interface (Figure 66A). Cette
premiére zone est initiée en moyenne & 679 + 78 um de I’apex racinaire et atteint une intensité
maximale de 3,6 + 0,6 mm (Figure 66A). Une fois complétement établie, la premiére courbure
concerne une zone racinaire de 391 £+ 62 um (Figure 66B, Annexe 9). La mise en place de la
premiére zone de courbure lors de la réorientation de I’apex des racines mcal-null dans le milieu
0,2-0,2 est distincte de celle des racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5. En effet, par rapport
aux racines sauvages, la premiére zone de courbure des racines mcal-null est mise en place a
une plus grande distance de 1’apex (679 um contre 540 pm pour les racines Col-0) et s’étend
sur une distance beaucoup plus faible (391um contre 602 um chez les racines Col-0). Une
seconde zone de courbure est alors initiée dans les 2h suivant la premiére, a 320 £ 29 um de
I’apex (Figure 66B). La seconde zone de courbure, qui s’étend sur une distance de 388 + 79 um

atteint une intensité maximale moyenne de 4,0 + 0,7 um (Figure 66B).

Dans le milieu 0,2-0,3, la premiere zone de courbure est initiée dans les 3 h suivant le contact
avec I’interface, a 622 £ 35 um de I’apex (Figure 66D). Par rapport a la premiére zone de
courbure dans le milieu 0,2-0,2, celle mise en place dans le milieu 0,2-0,3 s’étend sur une
distance significativement plus importante (Figure 66B, D ; Annexe 9). La seconde zone de
courbure, quant a elle, n’est pas significativement différente de celle observée dans le milieu

0,2-0,2 (Figure 66B, D ; Annexe 9).

Enfin, dans le milieu 0,2-0,5, la premiere zone de courbure est formée a 745 + 33 um de 1’apex
racinaire dans les 3 h suivant le contact (Figure 66E). Il apparait que la premiére zone de
courbure dans le milieu 0,2-0,5 est formeée significativement plus loin de I’apex que chez les
racines sauvages dans le méme milieu (Annexe 9). De plus, cette zone de courbure s’étend sur
une distance de 828 * 45 um apres formation, ce qui est significativement plus important que

chez les racines sauvages (602 + 64 um) (Figure 66, Annexe 9).
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Réorientation de ’apex des racines primaires issues de la msi45 dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3

(A, C, E) Squelettes d’une racine ne pénétrant pas la couche inférieure du milieu 0,2-0,2 (A), 0,2-0,3 (C) ou 0,2-

0,5 (E). Les racines msiA5 se réorientent en marches dans les trois milieux deux-couches. (B, D, F) Suivis

spatiotemporels des zones de courbures formées a 1I’apex d’une racine au cours de sa réorientation a I’interface du

milieu 0,2-0,2 (B), 0,2-0,3 (D) ou 0,2-0,5 (F). La ligne en pointillés indique le contact entre la pointe racinaire et

I’interface, qui a lieu 4 heures aprés le début de la prise de vue.
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En revanche, aucune différence significative de mise en place de la deuxiéme zone de courbure
n’est observée entre les racines mcal-null et les racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5 (Annexe
9).

Chez les racines mcal-null, il semblerait que I’augmentation de la résistance mécanique de
I’interface impacte la longueur totale de la premiere zone de courbure. La réorientation en
marche des racines mcal-null dans le milieu 0,2-0,3 est celle dont les caractéristiques se
rapprochent le plus de la réorientation en marche des racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5.
En comparaison, la réorientation des racines mcal-null dans le milieu 0,2-0,5 est quelque peu
différente de celle des racines sauvages dans le méme milieu, en termes d’étendue et de distance

a I’apex (Figure 66, Tableau 4, Tableau 5).

= Racines msIA5
Comme pour les racines mcal-null, les apex racinaires issus de la lignée mslA45 qui ne pénétrent
pas la couche inférieure de milieu se réorientent principalement en forme de marche (Figure
67). Dans les trois milieux deux-couches, une premiere zone de courbure est initiée dans les 2
a 4 h apres le contact de I’apex racinaire avec I’interface a une distance moyenne de 724 + 64
um dans le milieu 0,2-0,2, de 448 + 57 um dans le milieu 0,2-0,3 et de 536 + 33 um dans le
milieu 0,2-0,5 (Figure 67). Ainsi, la premiére zone de courbure est formée a une distance
significativement plus petite de I’apex racinaire dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5 par rapport
au milieu 0,2-0,2 (Annexe 10). L’intensité maximale de cette premiere courbure varie entre les
trois milieux, allant d’une valeur moyenne de 6,0 + 0,7 mm* dans le milieu 0,2-0,2 a une valeur
moyenne de 3,5 + 0,4 mm™ dans le milieu 0,2-0,5 (Figure 67, Annexe 10). La premiére zone
de courbure s’étend sur une distance de 787 + 76 um dans le milieu 0,2-0,2, de 717 + 116 pm
dans le milieu 0,2-0,3 et de 1016 + 79 um dans le milieu 0,2-0,5 (Figure 67). L’étendue de la
premiére zone de courbure chez les racines msl45 est significativement plus importante dans le
milieu 0,2-0,5 que dans les milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 (Annexe 10). De la méme facon, son
étendue est significativement plus importante que la celle de la premiére zone de courbure des

racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5 (Annexe 10).

La seconde zone de courbure, quant a elle, se forme dans les trois milieux dans les 2 h apres
I’initiation de la premiere zone de courbure (Figure 67). Cette seconde zone s’étend sur une
distance de 220um dans le milieu 0,2-0,2, 320um dans le milieu 0,2-0,3 et 400 pum dans le
milieu 0,2-0,5 (Figure 67).
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Figure 68 : Vitesse de croissance des racines Col-0, mcal-null et msiA5 se réorientant apres contact avec
Pinterface dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Les mesures ont été réalisées toutes les 5 min de -300 min a +600 min aprés contact entre 1’apex racinaire et
I’interface, pour les racines qui n’ont pas pénétré dans la couche inférieure dans les milieux 0,2-0,3 (A-C) et 0,2-
0,5 (D-F). Les lignes indiquent les valeurs moyennes et les points indiquent les valeurs individuelles, 8<n< 12. La

ligne en pointillés indique le moment du contact entre I’apex racinaire et I’ interface.
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L’analyse spatiotemporelle n’a révélée aucune différence significative entre la seconde zone de
courbure des racines msl45 dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5 (Figure 67, Annexe 10).
Les caractéristiques de cette seconde zone de courbure ne sont pas non plus significativement

différentes entre les racines mslA45 et les racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5 (Annexe 10).

Cette analyse a montré que, chez les racines msl45, I’augmentation de la résistance mécanique
de I’interface entraine une diminution de la distance de formation de la premicre zone de
courbure par rapport a I’apex racinaire, une augmentation de son étendue et une diminution de

I’intensité maximale de la premiere courbure.

1.3. La vitesse de croissance des racines mcal-null et msid5 n’est pas affectée

significativement par I’augmentation des contraintes mécaniques axiales

Pour les racines mcal-null et msl45 qui n’ont pas pénétré la couche inférieure des milieux 0,2-
0,3 et 0,2-0,5, la vitesse de croissance a été mesurée toutes les 5 min de 300 min avant le contact
avec l’interface jusqu’a 600 minutes apres le contact avec 1’interface (Figure 68De la méme
facon que dans les chapitres precédents, une moyenne de la vitesse de croissance des racines a
été calculée pour trois phases caractéristiques : (i) une phase correspondant a la progression de
la racine dans la couche supérieure avant le contact avec I’interface, (ii) une phase allant du
contact entre I’apex et I’interface jusqu’a la mise en place compléte des deux zones de courbures
et (iii) une phase correspondant a la progression de I’apex le long de I’interface, apres
réorientation. Une comparaison statistique des moyennes de vitesse de croissance ont ensuite
¢té réalisées sur la base d’une ANOVA II (un facteur génotype et un facteur phase 1, 2 ou 3)

suivie d’un test de Tukey (Annexe 12).

Dans le milieu 0,2-0,3, la vitesse de croissance des racines mcal-null et msl45 dans la couche
supérieure contenant 0,2 % de Phytagel atteint une valeur moyenne de 2,52 + 0,38 um.mint et
de 2,60 + 0,31 um.min’, respectivement (Figure 68B, C; Annexe 12). Ces vitesses de
croissance ne sont pas significativement différentes de celles des racines mcal-null et msl45

dans un milieu une-couche contenant 0,2 % de Phytagel (Annexe 12).
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Col-0 mcal-null msiAS5
Code un canal Codent des canaux
Fonction du/des gene(s) X calcique ioniques
non sélectifs

Résistance au flambement

1,12 0,99 0,73
(103 N)

Vitesse pénétration 0,2-0,3 -61 % -39 % (ns) +5% (ns)
Réorientation 0,2-0,2 X Marche Marche
Réorientation 0,2-0,3 Boucle Marche Marche
Réorientation 0,2-0,5 Marche Marche Marche

Tableau 4. Phénotypes principaux des racines Col-0, mcal-null et msi45 dans les milieux deux-couches

Col-0 mcal-null msiAS5
Position/ apex
(um) 540 745 536
m
1% zone de H
Etendue
courbure 602 828 1016
(Hm)
(flambement)
Intensité
. 4,7 3,3 35
(Hm™)
Position/ apex
(um) 276 399 296
; pm
2 zone de
Etendue
courbure 350 471 508
: (Hm)
(active) _
Intensité
N 34 2,0 2,7
(Hm™)
Vitesse de croissance -40 % -22 % (ns) -29 % (ns)

Tableau 5. Caractéristiques de mise en place de la réorientation en marche dans le milieu 0,2-0,5 pour les racines
Col-0, mcal-null et msia5
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Apres le contact avec I’interface, la vitesse de croissance des racines mcal-null atteint une
valeur moyenne de 1,83 + 0,36 pum.min* et celle des racines msl45 atteint une valeur moyenne
de 1,64 + 0,22 pm.min’, soit une diminution non significative de 27% et 37%, respectivement
(Figure 68B, C). Pour les racines sauvages, le contact avec I’interface du milieu 0,2-0,3 est suivi
d’une diminution significative de 58% de la vitesse de croissance (Figure 68A, Annexe 12).
Ainsi, le contact avec [Dinterface de résistance mécanique intermédiaire impacte
significativement moins la vitesse de croissance des racines mcal-null et msl45 que celle des

racines Sauvages.

Dans le milieu 0,2-0,5, aucune diminution significative de la vitesse de croissance des racines
mca-1-null et msi45 n’est observée apres le contact entre 1’apex et 1’interface (-22% pour les
racines mcal-null et -33% pour les racines msiA5) alors qu’une diminution significative de 37%
est observée chez les racines sauvages (Figure 68E, F ; Annexe 12). Par ailleurs, une absence
de variations significatives de la vitesse de croissance a également été observee pour les racines
mcal-null et msi45 qui ont pénétré la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 (Annexe
11).

En conclusion, 1’analyse n’a pas permis de détecter d’influence significative des contraintes
mécaniques sur la vitesse de croissance des racines issues des lignees mcal-null et msl45. De
plus, la réorientation de 1’apex des racines mutantes présentent des caractéristiques distinctes
par rapport a la réorientation de I’apex des racines sauvages apres le contact avec ’interface de
plus forte résistance mécanique. Ceci ajouté aux différences significatives de taux de
pénétration ainsi que de modes de réorientation observes pour les racines mcal-null et msl45
par rapport aux racines sauvages, ces résultats suggerent un réle des génes MCAL et MSLs
(MSL4, 5, 6, 9, 10) dans la réponse des racines a une augmentation des contraintes mécaniques
axiales. Par ailleurs, bien que I’apex de quasiment toutes les racines mcal-null et msl45 se
réorientent selon une forme finale en marche apres le contact avec I’interface des milieux deux-
couches, certaines caractéristiques de cette réorientation sont affectées par I’augmentation de la
résistance mécanique de I’interface. Il apparait que ces caractéristiques ne sont pas affectées de
la méme maniére chez les racines mcal-null et chez les racines msl45. Par exemple, I’étendue
de la premiére zone de courbure est diminuée chez les racines mcal-null et augmentée chez les
racines msl45 en réponse a I’augmentation de la résistance mécanique de I’interface. Ces
résultats suggerent que le gene MCAL et les génes MSL4, 5, 6, 9 et 10 pourraient intervenir dans
la réponse des racines a une augmentation des contraintes mécaniques axiales via des voies de

signalisation distinctes.
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1. Réponse de I’auxine au cours de la réorientation en marche de ’apex des

racines primaires d’Arabidopsis thaliana

11.1. Méthode : observation microscopique de la réponse a I’auxine

Pour I’observation microscopique de ’auxine, nous avons utilisé¢ deux lignées transgéniques :

la lignée DR5::GFP et la lignée DII-Venus.

Les graines portant la construction pDR5::GFP ont été fournies par 1’équipe de F.Ditengou
(Université de Freiburg, Allemagne, Ulmasov et al., 1997). Pour cette construction, la séquence
codante du géne DR5, dont I’expression est induite par 1’auxine, a été fusionnée avec la
séquence codant la GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP). La protéine DR5 ::GFP est

synthétisée et fluoresce, dans les 2 a 4 heures apres 1’arrivée d’auxine dans la cellules.

Les graines portant la construction DII-Venus ont eté acquises sur le NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Center, N799173). Cette construction est basée sur la fusion d’une séquence
codant une protéine fluorescente jaune appelée VENUS et d’une séquence codant un domaine
d’interaction a I’auxine AUX/TAA nommé Domain II (DII), exprimée sous un promoteur
constitutif 35S (Brunoud et al., 2012). La protéine DII-Venus codée par le géne rapporteur est
rapidement dégradée en réponse a 1’auxine. Ainsi, I’absence d’un signal fluorescent jaune dans
les tissus de la lignée DII-Venus indique indirectement la présence de 1’auxine (Brunoud et al.,
2012). En ce sens, la lignée DII-Venus et la lignée DR5::GFP fonctionnent de maniere

antagoniste pour la visualisation de I’auxine.

Pour I’observation microscopique in vivo de 1’auxine lors de la réorientation des racines, nous
avons préparé un milieu deux couches contenant 0,5 % de Phytagel dans la couche supérieure
et 0,8 % de Phytagel dans la couche inférieure. La méthode de préparation du milieu double a
été adaptée a une observation sous microscope et cette nouvelle méthode a nécessité une
adaptation de la concentration en Phytagel des deux couches de milieu. Pour préparer le milieu
deux-couches, du milieu MS % contenant 0,8 % et 0,5 % de Phytagel a été préparé comme
énoncé dans le Chapitre 1. Le milieu MS % contenant 0,8 % de Phytagel a été coulé dans des
boites de Petri rondes de 90 mm de diameétre sur une épaisseur de 5 mm. Les boites de Petri ont
été disposées sous la hotte, entrouvertes, jusqu’a refroidissement complet et gélification du
milieu. Aprés environ 20-30 minutes, le milieu de culture a été découpé a 50 mm du bord de la
boite de Petri a I’aide d’un scalpel stérile et la partie supérieure du milieu a été retirée, laissant

un vide de 40 mm dans chaque boite de Petri.
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Ensuite, le milieu de culture contenant 0,5 % de Phytagel a été coulé dans I’espace libre des
boites de Petri sur une épaisseur de 5 mm. Il est important de couler le deuxiéme milieu
délicatement de fagon a ce qu’il ne déborde pas sur la couche de milieu 0,8 % déja solidifiée.
Apres refroidissement complet du seconde milieu de culture, le gel a été a nouveau découpé a

I’aide d’un scalpel de maniére ce que la couche de milieu 0,5 % mesure 10 mm de hauteur.

Six graines issues des lignées DR5::GFP et DII-Venus ont été stérilisées comme décrit
précédemment et déposées sur la tranche de 5 mm d’épaisseur a la surface de la couche de
milieu contenant 0,5 % de Phytagel. Les boites de Petri ont ensuite été scellées avec du parafilm
et disposées a la verticale en chambre de culture pendant 5 jours. Lorsque 1’apex des racines se
situait a quelques millimétres de I’interface des deux couches de milieu, les boites de Petri ont
été fixées sur la platine d’un microscope Zeiss Examiner.D1 placé en position horizontale, de
maniere a ce que I’apex des racines soit visible. Les racines ont été observées a I’aide d’un
objectif Plan-Neofluar x10. Le microscope a été piloté par le logiciel dédié Micromanager
(Image J), qui a permis d’automatiser les prises de vue en lumiere de transmission toutes les 10
minutes pendant 8 a 10 heures. La fluorescence et la platine du microscope n’étant pas pilotées
par le logiciel, le passage de la lumiere de transmission a la fluorescence a été réalisé de maniere
manuelle, de méme que les déplacements de la platine en fonction de la croissance de la racine.
Pour alléger la manceuvre, une prise de vue en fluorescence a été réalisée manuellement toutes
les 30 minutes maximum. Pour les deux lignées DR5::GFP et DII-Venus, la longueur d’onde
d’excitation utilisée a été de 488 nm et la fluorescence a éte acquise en utilisant un filtre
transmettant uniquement les longueurs d’ondes supérieures a 500 nm. La longueur d’onde
d’émission optimale de la GFP se situe aux alentours de 510 nm et celle de VENUS se situe

autour de 535 nm.

Les prises de vue en lumiére de transmission et en fluorescence pour un méme temps ont été
fusionnées a I’aide de Fiji, pour faciliter la localisation de la fluorescence dans la racine. Pour
analyser la localisation relative de I’auxine sur les prises de vue, une analyse de I’intensité des
photons fluorescents de part et d’autre de la racine a été réalisée sur Fiji. Plus précisément,
I’intensité des photons a été mesurée a partir de I’extrémité de la coiffe sur une distance de 500
pm et ce sur les deux cotés de la racine. Pour chaque prise de vue, le profil d’intensité de photons
du cOté supérieur de la racine a été soustrait au profil du cété inférieur de la racine et la

soustraction des deux profils a été comparée entre les prises de vue séquentielles.
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Figure 69 : Observation microscopique de la réponse a I’auxine au cours de la mise en place de la premiére

zone de courbure dans le milieu 0,5-0,8 gréace a la construction DII-Venus

Les racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues de la lignée DII-Venus progressant dans un milieu 0,5-0,8 ont
été observées au microscope horizontal a fluorescence a 1’objectif x10 pendant 8 heures a partir du contact de
I’apex racinaire avec I’interface. La fluorescence indique indirectement I’absence d’auxine. Les triangles rouges

pointent le c6té de la racine ou la fluorescence est plus présente. La fleche noire indique le sens de la gravité.

Figure 70 : Observation microscopique de la réponse a I’auxine au niveau de la deuxiéme zone de courbure

dans le milieu 0,5-0,8

Apex d’une racine primaire issue de la lignée DII-Venus, 20 heures apres contact avec I’interface dans le milieu
0,5-0,8. Les triangles rouges pointent le c6té de la racine ou la fluorescence est plus présente. La fleche noire

indique le sens de la gravité.
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I1.2. La réorientation des racines dans le milieu deux-couches est accompagnée d’une
réponse a I’auxine asymétrique

Au début de I’observation microscopique, les racines issues de la lignée DII-Venus progressant
dans un milieu 0,5-0,8 présentent une fluorescence de faible intensité répartie dans la stele, et
dans I’ensemble des tissus juste au-dessus du centre quiescent (Figure 69, Oh). Comme attendu,
aucun signal fluorescent n’est observé dans la coiffe des racines DII-Venus. Au contraire, les
racines issues de la lignée DR5::GFP présentent une fluorescence de forte intensité au niveau
du centre quiescent et de la coiffe au début de 1’expérimentation (Figure 71, Oh). Les deux

lignées indiquent donc la forte présence d’auxine dans la coiffe racinaire en absence de stimuli.

A partir de quatre heures apreés le contact entre 1’apex racinaire et I’interface, les racines DII-
Venus initient une premiére zone de courbure, de la méme facon que les racines sauvages dans
un milieu 0,2-0,5 (Figure 69). Conjointement a la mise en place de cette zone de courbure, et
notamment de la réorientation de I’apex racinaire, il est possible d’observer un signal
fluorescent plus intense sur la face supérieure de la racine (Figure 69; 4 h). L’asymétrie de
fluorescence se renforce ensuite tout au long de la mise en place de la premiére zone de
courbure, et est visible jusqu’a au moins 8 heures aprés le contact (Figure 69, 8 h). Ces
observations suggerent que ’auxine est présente en plus grande quantité dans la partie

inférieure de la racine, et ce des 4h aprés le contact avec I’interface (Figure 69).

Malheureusement, 1’observation microscopique de la réorientation des racines n’a pu se
prolonger au-dela de 8-10 h, du fait du dessechement du milieu de culture. Cette limite de la
durée de I’expérimentation nous a empéchés d’observer la fluorescence in vivo a partir du
contact avec I’interface jusqu’a la mise en place de la seconde zone de courbure. Pour compléter
cette étude et palier a ce probléme, nous avons également réalisé des observations
microscopiques de la fluorescence ex vivo sur des racines prélevées a des temps précis apres
contact avec I’interface. Pour observer si I’asymétrie de fluorescence est toujours présente lors
de la mise en place de la seconde zone de courbure, les racines sont observées 15-20 h apres le
contact avec I’interface. Sur ces racines, nous avons observé un signal fluorescent 1égerement
plus important sur la face supérieure de la racine par rapport a la face inférieure de la racine,
suggérant que la localisation asymétrique de 1’auxine est présente de maniére constante aprés

réorientation (Figure 70).
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Figure 71 : Observation microscopique de la réponse a I’auxine lors de la mise en place de la premiére zone

de courbure dans le milieu 0,5-0,8 gréce a la construction DR5::GFP

Apex d’une racine primaire d’Arabidopsis thaliana issue de la lignée DR5::GFP progressant dans un milieu 0,5-
0,8. La fluorescence indique indirectement la présence d’auxine. Les triangles rouges pointent le c6té de la racine

ou la fluorescence est plus présente. Les fleches noires indiquent le sens de la gravité.
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En complément des observations sur les racines issues des lignées DII-Venus, des observations
microscopiques sur des racines DR5::GFP progressant dans le milieu 0,5-0,8 ont également été
réalisées. Chez ces racines, une asymeétrie du signal fluorescent est observee dans les 4heures
suivant le contact avec I’interface, avec un signal plus important sur la face supérieure de la
racine par rapport a la face inférieure. Le signal sur la face supérieure de la racine s’étend
jusqu’a une distance de 200 um par rapport au centre quiescent (Figure 71, 4 h). Cette asymétrie
du signal fluorescent indique une quantité d’auxine plus importante sur la face supérieure de la
racine que sur la face inférieure. Ensuite lorsque la premiére zone de courbure est mise en place
et I’apex est a I’horizontal, une nouvelle asymétrie du signal fluorescent est observé, suggérant
cette fois une quantit¢ d’auxine plus importante sur la face inférieure de la racine (Figure 71).
Le signal DR5::GFP présentant un décalage de quelques heures par rapport a la présence de
I’auxine dans les cellules, ces résultats suggerent qu’une asymétrie de I’auxine est mise en place
rapidement aprés le contact, avant la mise en place de la premicre zone de courbure et qu’une
seconde asymétrie de 1’auxine est établie entre la mise en place de la premiére zone de courbure

et celle de la seconde zone de courbure (Figure 71).

Les résultats obtenus lors des observations microscopiques suggerent donc qu’en réponse a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales, la réorientation de 1’apex des racines
primaires d’Arabidopsis thaliana est accompagnée d’un transport et/ou d’une biosynthése

asymétrique de I’auxine.
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1. Discussion

I11.1. L’activité des canaux mécanosensibles de la famille des MCA et des MSL participe
a la mise en place des réponses des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a une

augmentation des contraintes mécaniques axiales

Grace a notre étude de la croissance et de I’orientation des racines mcal-null et msl45 dans les
milieux deux-couches, nous avons observé plusieurs altérations de réponses de ces racines par
rapport aux racines sauvages. La différence la plus remarquable réside dans le taux de
pénétration des racines mcal-null et mslA45, beaucoup plus faible que chez les racines sauvages.
La faible capacité des racines issue de la lignée mcal-null a pénétrer une couche d’Agar de
forte résistance mécanique a été mise en évidence par le passé (Nakagawa et al., 2007). En
revanche, les études précédentes s’intéressant a la lignée msl45 n’avait pu mettre en évidence
aucune distinction de réponse au stress mécanique entre les plantules issues du quintuple mutant
et les plantules sauvages (Haswell et al., 2008; Peyronnet et al., 2008). Par ailleurs, la faible
capacité de pénétration des racines mcal-null et msl45 coincident avec celle observée chez les
racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues des lignées mutantes fer2 et fer4, n’exprimant
pas le RLK FERONIA (Shih et al., 2014). FER a été identifiée comme étant une intégrine-like
possible, permettant de faire le lien entre le cytosquelette et la membrane plasmique des
cellules. La déformation de la membrane plasmique d’une cellule a la suite d’un stimulus
mécanique serait pergue a I’intérieur de la cellule en partie par le biais de protéines comme FER
(Shih et al., 2014). 1l a été suggéré par diverses études que la mécanoperception impliquait une
action complémentaire des canaux ioniques transmembranaires et des intégrines-like (Jaffe et
al., 2002; Monshausen and Haswell, 2013; Bellande et al., 2017). Le fait que les pertes
d’expression de FER et des genes codant des canaux mécanosensibles entrainent le méme

phenotype soutient cette hypothese.

Chez les racines mutantes mcal-null et mslA, il semblerait que le faible taux de pénétration ne
soit pas lié a une altération de la force critique de flambement. Pour comprendre cette absence
de lien, il est important de préciser que les racines comptabilisées dans le taux de pénétration
n’ont pas toutes pénétrées directement la couche inférieure de milieu. Dans le milieu 0,2-0,3, il
est fréquent d’observer des racines sauvages qui déforment I’interface jusqu’a subir un

flambement puis finissent tout de méme par induire la rupture de I’interface et pénétrer dans
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la couche inférieure de milieu. En revanche, aucune zone de courbure n’est initiée chez les
racines mcal-null et msl45 qui pénetrent la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3.
Chez les lignées mutantes, il semblerait que les racines qui ne pénétrent pas directement la
couche inférieure ne la pénétrent jamais. Ces observations suggerent d’une part qu’un
flambement de la racine aprés le contact avec I’interface pourrait déclencher des mécanismes
de régulation de la zone de croissance, permettant ensuite a la racine d’induire la rupture de
I’interface et d’autre part, elles suggerent que les canaux MCA et MSLs participeraient a ces

mécanismes de régulation.

En plus des capacités de pénétration altérées, les racines mcal-null et msl45 présentent des
caractéristiques de réorientation de ’apex distinctes de celles des racines sauvages face a la
plus forte augmentation des contraintes mécaniques axiales. Par ailleurs, leur vitesse de
croissance n’est pas affectée par le contact avec 1’interface, contrairement a celle des racines
sauvages. Ces observations suggerent que I’effet de I’augmentation des contraintes mécaniques
axiales sur la zone de croissance, en termes de longueur ou d’EER, pourrait étre altéré chez les
racines mcal-null et msl45. Une analyse cinématique réalisée sur les racines fer a mis en
évidence une altération spatiotemporelle de la distribution de I’expansion cellulaire chez ces
racines par rapport aux racines sauvages (Shih et al., 2014). Lors de leur croissance dans un
milieu de forte concentration en Agar, il est ainsi apparu que les racines fer présentaient une
zone d’élongation plus longue et un EERmax plus élevé que les racines sauvages (Shih et al.,
2014). Chez les racines mcal-null et msl45, des altérations similaires de la zone de croissance
et de I’expansion des cellules pourraient expliquer a la fois les altérations de mise en place de
la premiére zone de courbure et 1’absence de modulations significatives de la vitesse de
croissance apres contact avec I’interface. Des analyses cinématiques in vivo réalisées sur les
racines mcal-null et mslA5 progressant dans les milieux deux-couches permettraient de vérifier

cette hypothese.

En réponse a une flexion ou a un toucher de la racine, il a été mis en évidence que 1’étirement
des membranes plasmiques des cellules entrainait un influx de calcium cytosolique rapide et
transitoire (Monshausen et al., 2009). Cet influx de calcium serait alors a ’origine d’une
cascade de signalisation aboutissant entre autres a la régulation de la croissance racinaire
(Coutand and Moulia, 2000; Monshausen et al., 2009; Richter et al., 2009). Un role
prépondérant des canaux calciques de la famille des MCAs dans I’influx de calcium cytosolique
en réponse a un stimulus mécanique a été suggéré (Nakagawa et al., 2007; Yamanaka et al.,
2010; lida et al., 2014).
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Par ailleurs, la protéine FER, et les RLKs de fagon plus générale, seraient également impliqués
dans I’influx de calcium cytosolique aprés un stimulus mécanique, et déclencherait une cascade
de signalisation parallele ou complémentaire a celle déclenchée par les canaux mécanosensibles
(Monshausen and Haswell, 2013) . Chez les racines mcal-null, la perte d’expression de MCA1
pourrait, comme celle de FER, altérer la signalisation mécanique, ce qui aurait une conséquence
directe ou indirecte sur la mise en place des réponses de croissance racinaire a 1’augmentation

des contraintes mécaniques.

L’action des canaux MSLs en tant que canaux mécanosensibles a également été mise en
évidence (Haswell et al., 2008; Hamilton et al., 2015). Jusqu’ici, il est apparu clair que les
canaux MSL9 et MSL10 étaient activés par un étirement de la membrane plasmique et qu’ils
avaient une meilleur affinité pour le transport des anions, et notamment des ions CI- (Hamilton
et al., 2015; Basu and Haswell, 2017). Ceci dit, le mode d’action des canaux MSLs et leur
influence dans la mise en place des réponses aux stimuli mécaniques restent a définir. Toutefois,
le fait que les racines du quintuple mutant msl4 msl5 msl6 msl9 msl10 aient elles aussi une
réponse aux contraintes mécaniques altérée suggere un réle non négligeable des canaux MSLs

dans la signalisation mécanique.

II1.2. L’auxine serait impliquée dans la réorientation de I’apex des racines primaires

d’Arabidopsis thaliana en réponse a une augmentation des contraintes mécaniques axiales

Dans notre systéme expérimental de milieux deux-couches, nous avons observé que des flux
d’auxine asymétriques de part et d’autre de la racine étaient mis en place conjointement a la
réorientation de I’apex racinaire. Dans un premier temps, il semblerait qu’une plus forte
quantité¢ d’auxine soit présente du coté concave de la racine lors de la mise en place de la
premicre zone de courbure. Cette quantité d’auxine plus importante pourrait étre le résultat d’un
transport asymétrique de I’auxine ou bien d’une biosynthese de I’auxine au niveau de la face
concave de la racine. Or, I’auxine en grande quantité¢ dans les cellules racinaires est connue
pour inhiber leur expansion (Park and Cosgrove, 2012). En effet, il a ét¢ montré que 1’auxine,
en induisant une alcalinisation des parois cellulaires, entrainerait la rigidification de ces parois
(Monshausen et al., 2011; Park and Cosgrove, 2012). Lors d’une stimulation gravitropique des
racines d’Arabidopsis thaliana, il a été mis en évidence que le transport asymétrique de 1’auxine

¢tait responsable de la diminution de 1’¢longation des cellules sur la
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face inférieure des racines par rapport a la face supérieure, entrainant la mise en place d’une
courbure permettant a la racine de réorienter sa croissance en direction de la gravité (Cosgrove,
2000; Monshausen et al., 2011). Nos expérimentations suggerent qu’un tel mécanisme pourrait
étre mis en place apres le contact entre 1’apex racinaire et 1’interface des milieux deux-couches.
Le transport et/ou la biosynthése asymétrique de I’auxine de part et d’autre de la racine pourrait
ainsi participer a la réorientation de I’apex racinaire en réponse a une augmentation des

contraintes mécaniques axiales.

Dans un second temps, nous avons observeé une seconde asymétrie de la réponse a I’auxine dans
les racines d’Arabidopsis au cours de la mise en place de la deuxiéme zone de courbure
conduisant a la forme finale en marche. De facon intéressante, nos résultats suggerent que
I’auxine serait cette fois plus présente sur la face supérieure de la racine par rapport a la face
inférieure, ce qui laisse a penser qu’un transport et/ou une biosynthése asymétrique de 1’auxine
serait la encore responsable de la mise en place de la seconde zone de courbure. En réponse a
une forte augmentation des contraintes mécaniques axiales dans les milieux deux-couches, alors
que la premiére zone de courbure entraine la déviation latérale de 1’apex nécessaire au
contournement de I’interface, la deuxieéme zone de courbure entraine d’une part la réorientation
de I’apex racinaire en direction du vecteur de gravité et permet d’autre par le maintien d’un
contact permanent entre 1’apex racinaire et I’interface. La mise en place de cette seconde zone
de courbure a été interprétée comme étant le résultat de I’interaction entre les réponses
gravitropiques et thigmotropiques (Massa and Gilroy, 2003). Cependant, les racines mutantes
agravitropgiues issues de la lignée pgml-1 (dépourvues d’amidon) ne présentent pas
d’altération de leur réponse a un obstacle par rapport aux racines sauvages (Massa and Gilroy,
2003). Par ailleurs, nous avons mis en évidence dans le Chapitre 3 que la seconde zone de
courbure mise en place chez les racines issues de la lignée fez-2 était de faible intensité, alors
gue ces racines presentaient une réponse gravitropique normale. Ainsi, il serait tentant de
speculer que le contact entre la coiffe racinaire et I’interface induirait une régulation du
transport et/ou de la biosynthése d’auxine, permettant la mise en place de la seconde zone de

courbure.

Le fait qu’une réponse a I’auxine asymétrique soit observée d’un coté de la racine puis de I’autre
suggere que I’apex racinaire pergoit activement 1’augmentation des contraintes mécaniques
axiales et que des mécanismes de signalisation sont déclenchés dans la racine a la suite de cette

mécanoperception.
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La réorientation de 1’apex racinaire en réponse a une augmentation des contraintes mécaniques
ne résulterait pas uniquement d’un flambement mais plutét d’une action couplée des

mécanismes mécanique et biologique.
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Discussion génerale et Perspectives

En conditions naturelles, les racines sont confrontées a une importante variabilité spatio-
temporelle des propriétés physiques et mécaniques du sol (Jin et al., 2013). Les variations de
résistance mécanique du sol induisent de nombreuses altérations morphologiques et de
croissance telles qu’une diminution de 1’¢longation racinaire, une augmentation du diameétre,
une augmentation de la ramification du systeme racinaire, etc. (Bengough et al., 2011; Potocka
and Szymanowska-putka, 2018). Or, la croissance et le développement des racines dans un sol
influence 1’absorption d’eau et de nutriments nécessaires au bon fonctionnement de la plante
entiére. Il a été montré que les traits racinaires affectés par une augmentation des contraintes
mécaniques, i.e. le diamétre, la longueur, I’aire de surface de la racine, étaient corrélés au
rendement des plants chez Lupinus angustifolius et Triticum aestivum (Chen et al., 2014). Il a
¢galement été observé a plusieurs reprises que I’augmentation de la résistance mécanique du
sol entrainait une diminution de la croissance de la tige, de 1’¢longation des feuilles et du
rendement du grain chez les céréales (Masle and Passioura, 1987; Oussible et al., 1992; Young
et al., 1997; Whalley et al., 2008).

En Europe, la compaction due aux pratiques culturales ou aux conditions climatiques
concernerait une surface de 33 millions d’hectares (Gis sol). En France, la part des sols
cultivables hautement sujets a la compaction est estimée entre 15 a 30 % (Lefebvre, 2011).
Dans ce contexte, il semble primordial de mieux comprendre quelles réponses sont mises en
place et comment sont-elles mises en place lorsque les racines sont confrontées a des variations
spatio-temporelles des contraintes mécaniques. Cette meilleure compréhension permettrait
entre autres d’optimiser le développement des plantes dont le systéme racinaire est soumis a
d’importantes contraintes mécaniques ou de sélectionner des variétés donc la croissance et le

développement sont moins affectés par les contraintes mécaniques.

En ce sens, nous avons développé un systeme expérimental modele simplifié dont le but
est de servir de base a une meilleure caractérisation des réponses des racines aux variations de
contraintes mécaniques. Nous avons ensuite essayé de comprendre d’une part le role de la

coiffe, en termes de géométrie et de fonctionnement, dans la mise en place de ces réponses.
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Enfin nous avons tenté d’identifier le role d’acteurs moléculaires dans la mise en place
de ces réponses. Le résultat de nos expérimentations, concomitamment aux connaissances déja
établies, permet de suggérer un modele hypothétique de la perception et de la transduction du
signal mécanique dans les racines, aboutissant a la mise en place des réponses de croissance

aux variations des contraintes mécaniques.

. Développement d’un systéeme expérimental permettant un phénotypage preécis
des réponses de croissance des racinaire aux variations de contraintes

mécaniques

I.1. Les milieux de culture de type hydrogel permettent de contréler les variations de

contraintes mécaniques imposées aux racines

Notre systéme expérimental est basé sur 1’utilisation d’hydrogels dans lesquels progressent des
racines primaires d’Arabidopsis thaliana. Les hydrogels, bien que trés éloignés d’un sol réel en
termes de propriétés mécaniques, offrent toutefois de nombreux avantages pour I’étude de la
progression racinaire. Etant transparents, ils offrent une bonne visibilité des racines, ce qui est
particuliérement favorable a I’étude des racines d’Arabidopsis qui sont de petites dimensions.
De plus, dans un hydrogel, il est aisé de contrdler I’apport en eau, en nutriments, en vitamines,...
et ainsi de faire varier uniquement les parametres d’intéréts. Au cours de notre étude, nous
avons mis en place deux types de milieux hydrogels : les milieux une-couche et les milieux

deux-couches.

En caractérisant les propriétés mécaniques des milieux une-couche, nous avons mis en évidence
que la rigidité et la résistance mécanique a la pénétration de ces milieux augmentaient avec la
concentration en Phytagel. De plus, les milieux une-couche ont démontré une bonne
homogéneité pour une concentration en Phytagel donnée. Ainsi, les milieux une-couche de
concentration en Phytagel croissante permettent d’imposer différents niveaux de contraintes
mécaniques réparties de facon homogéne sur la circonférence des racines lors de leur

progression verticale.
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Dans les milieux deux-couches, nous avons mis en évidence que la superposition des deux
couches de milieu impliquait la présence d’une interface de résistance mécanique a la
pénétration plus élevée que celle des deux couches de milieu et ce, que les deux couches aient
une concentration en Phytagel identique ou distincte. Nos expérimentations ont démontré que
la résistance mécanique a la pénétration de cette interface augmentait avec la concentration en
Phytagel de la couche inférieure de milieu. Ainsi, I’interface entraine une augmentation rapide
et importante des contraintes mécaniques axiales, et permet ainsi de mimer la présence d’un
obstacle plus ou moins rigide opposé a la croissance racinaire. Cet obstacle présentant des
caractéristiques élastiques, I’apex racinaire est capable de le déformer en générant une fore de
croissance axiale. Si la force générée par la croissance axiale de la racine est suffisante par
rapport a la force axiale de I’interface, elle peut induire la rupture de I’interface et permettre la
pénétration de la racine dans la couche inférieure. Dans le cas contraire, I’interface se déforme

sans rompre et I’apex racinaire est réorienté.

En conclusion, des variations diverses de contraintes mécaniques sont obtenues en jouant
uniquement sur la concentration en Phytagel ajoutée dans le milieu de culture. Cet aspect
permet, avec peu de mise en place, d’étudier un panel important de comportements racinaires.
La méthodologie de fabrication des milieux une-couche et deux-couches peut étre étendue a
des combinaisons infinies de concentrations en Phytagel, de nombres de couches de milieu,
permettant d’élargir encore I’étude de la réponse des racines aux variations de contraintes

mécaniques.

I.2. L’étude des réponses de croissance par analyse d’image : une méthode compléte de

phénotypage

Le systéme de prises de vue séquentielles et d’analyse d’images que nous avons mis en place
nous a permis d’étudier et de décrire précisément les réponses des racines a des augmentations
de contraintes mécaniques, que ce soit dans les milieux une-couche ou deux-couches. Le
programme d’analyse d’images RootStem Extractor a permis de tirer de nombreuses
informations des prises de vue séquentielles, telles que la vitesse de croissance, les oscillations
de croissance et la courbure le long des racines. De simples ajustements de la méthode de prise
de vue permettraient de réaliser des analyses plus poussées telles que des analyses cinématiques
in vivo. Francois Bizet, au cours de sa thése (Bizet, 2014), a relaté une méthode de suivi de

croissance sous infrarouge permettant une analyse cinématique in vivo
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des racines adventives de peuplier a une résolution spatio-temporelle fine. Un défiltrage de
I’appareil photo utilisé, ainsi que 1’éclairement du dispositif sous infrarouge proche sont a la
base de sa méthode. La lumiére infrarouge proche, qui n’est pas pergue par la racine, génére de
nombreuses marques le long de la racine, provenant d’irrégularités a sa surface (creux et
bosses). L’¢éloignement relatif de ces marques au niveau de I’apex racinaire en fonction du
temps est mesuré via des analyses d’images basées sur le principe de Particule Image
Velocimetry (PIV). La PIV réalisée sur des prises de vue séquentielles permet d’obtenir des
profils de Vélocité et d’EER de maniere spatiotemporelle. Cette technique de cinématique
appliquée a notre systéme expérimental nous permettrait ainsi d’étudier plus précisément la
régulation des mécanismes de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana en

réponse a une augmentation a long terme et a court terme des contraintes mecaniques.

En conclusion, notre étude détaillée du comportement racinaire a permis de phénotyper des
racines transgéniques et de déceler des altérations de réponses aux augmentations des
contraintes mécaniques chez ces lignées par rapport aux racines sauvages d’Arabidopsis
thaliana. Ainsi, il est envisageable d’utiliser notre systéme expérimental pour un phénotypage
a plus grande échelle. De plus, ce systeme expérimental serait facilement adaptable a des racines

d’autres especes végétales d’intérét.

1. Réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana aux

augmentations de contraintes mécaniques dans les hydrogels

I1.1. La croissance racinaire est affectée dans les milieux une-couche et dans les milieux

deux-couches

Dans les milieux une-couche, nous avons observé que la résistance mécanique du milieu de
culture influencait divers parametres de la croissance racinaire. La vitesse de croissance des
racines et la longueur de leur zone de croissance sont affectées par une augmentation de la
résistance mécanique. Il semblerait d’apreés nos résultats que 1’augmentation des contraintes
mécaniques dans les milieux une-couche affecte plus particulierement la division des cellules
que leur élongation. Cette hypothése concorde avec 1’étude de Youssef et al. (2018) qui a

démontré que le taux de production cellulaire était le principal moteur de la croissance alors
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que le taux d’élongation élémentaire était un acteur clé des ajustements de croissance & courts

termes.

Dans les milieux deux-couches présentant des augmentations intermédiaires ou fortes des
contraintes mécaniques axiales, nous avons observé une diminution rapide et significative de la
vitesse de croissance dans 1’heure suivant le contact de ’apex racinaire d’Arabidopsis thaliana
avec l'interface. Lorsque des racines de peupliers sont confrontées a un obstacle flexible, ont
également été mises en évidence des diminutions de 30 % de la longueur de la zone de
croissance et de 50 % du taux d’élongation élémentaire durant 1’heure suivant le contact entre

I’apex racinaire et I’obstacle (Bizet et al., 2016).

Dans un premier temps, nos résultats dans les deux types de milieux démontrent que la
croissance racinaire est affectée d’une part par la compaction du milieu, impliquant une
augmentation a long terme et concomitante des contraintes mécaniques axiales, radiales, et des
frottements et d’autre part par la présence d’un obstacle, impliquant une augmentation a court
terme des contraintes mécaniques axiales. Au vue des précédentes études, nous pouvons émettre
I’hypothése que les ajustements de croissance résultent de mécanismes distincts dans les deux
types de milieux. Il serait possible que I’augmentation a long termes des contraintes mécaniques
dans les milieux une-couche impacte plus particulierement la production des cellules alors que
I’augmentation a court terme des contraintes mécaniques axiales dans les milieux deux-couches
impacte 1’¢longation des cellules. Des analyses cinématiques in vivo sur les racines dans les
milieux une-couche et dans les milieux deux-couches permettraient de confirmer cette

hypothése.

I1.2. La résistance mécanique de P’interface conditionne la réorientation de I’apex des

racines primaires d’Arabidopsis thaliana

Dans les milieux-deux couches, le contact entre I’apex racinaire et I’interface entraine une
accumulation des contraintes mécaniques axiales. D’aprés la littérature, I’apex racinaire doit
générer une force de croissance axiale suffisante pour contrecarrer cette augmentation des
contraintes axiales et déformer I’interface (Kolb et al., 2017). Si la force axiale nécessaire a la
rupture de I’interface est plus importante que la force de croissance axiale critique de la racine,

un flambement de cette derniere intervient (Box3).
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En fonction de la résistance mécanique de I’interface, les racines ne parvenant pas a pénétrer la
couche inférieure de milieu présentent principalement deux morphologies distinctes : une
morphologie en boucles et une en marche. Nous avons interprété la forme finale des racines
comme étant dépendante de la déviation latérale de I’apex a la suite de I’initiation de la premicre
zone de courbure. Si I’apex n’est pas dévié, de nouvelles zones de courbure sont formées
successivement, débouchant sur la formation de boucles, et si I’apex est dévié, alors la
croissance racinaire est réorientée en marche, permettant a la racine de contourner I’interface.
Or, la déviation de 1’apex semble étre conditionnée par la résistance mécanique de 1’interface.
En effet, le déplacement maximal de I’interface pour la résistance a la pénétration la plus élevée
est en moyenne deux fois plus faible que celui observé pour la résistance a la pénétration
intermédiaire. Ces résultats suggerent que, face a une interface de résistance intermédiaire,
I’apex racinaire est contraint axialement et latéralement, ce qui préviendrait ¢a déviation
latérale. Dans ce cas, la racine est assimilable a une poutre encastrée a une extrémité (par les
poils absorbants) et articulée a 1’autre extrémité (rotation possible mais pas déplacement
latéral). En revanche, une interface de résistance mécanique plus élevée contraint peu 1’apex
racinaire latéralement, ce dernier étant alors libre de dévier aprés I’initiation de la premiere zone
de courbure. Dans ce cas, la racine est assimilable a une poutre encastrée a une extrémité et
libre a I’autre extrémité (déplacement latéral possible). Une étude précédente a démontré que,
en plus de la résistance mécanique de 1’interface, le confinement latéral de la racine
conditionnait également le mode de flambement et la forme finale de la racine (Silverberg et
al., 2012). Dans les milieux deux-couches, les racines sont confinées sur 1I’ensemble de leur
circonférence par la couche supérieure de milieu, contenant 0,2% de Phytagel dans nos trois
configurations. Pour aller plus loin dans I’étude de la réorientation racinaire, il serait intéressant
de compléter notre étude en faisant varier la rigidité de la couche supérieure de milieu afin
d’analyser I’impact de cette rigidité d’une part sur la force de croissance critique des racines et

d’autre part sur la cinétique de la réorientation de 1’apex.

I11.  Modele hypothétique de mécanoperception et transduction permettant la mise

en place des réponses des racines aux contraintes mécaniques

Dans les milieux deux-couches, si plusieurs arguments nous ameénent a penser qu’un
flambement serait le point de départ de la réorientation de la croissance des racines, il serait
plausible que ce flambement soit suivi par le déclenchement de processus actifs dans la racine

permettant 1’accomplissement de la réorientation de la croissance.

263



189 neaAlu ne ndiad 185 mb ‘suroel e] op anne,p 19 1ed ap sanbjwse|d ssueiquisw sap Juswialig un jusnbijdwi syuswaquely s8) *(€ 18 Z sades) siuswaguiely siaba] ap 11gns suldel ] [anbnp SIN0d ne ‘adejIaIul, | 9p Judwaoe[dop un
qurenud aireuroel xade, | op aouess1o1d g Jed 0919u9s d[eIXE 9010] B "durxne, | Jreronbrjdwi b uononpsuen op 9104 dun JUBYIUI[OIP QJF100 B] 9P SIIN[[I SOp nedAIU ne nd1ad jrerss (] adey9) oorpIojul, | 30 aareuroel xode, | 91ud 108IUOD O

"JUBWIAANDadsal ‘asuodal e ap aoe|d Us asiwW B ap 19 ‘UononpsurIoURISW €] ap ‘uondsalsdourdaw ] ap saAneInd sadels sap Jusiussaidal sabno. 19 S19]0IA ‘SNBJq SLIBIUS S8 'S0~ 0 NaIjIW un
suep sajeIxe sanbiueIaW S8UIRIILOD SAP UoIRIUBWANE aun © 891u0.4U09 abeAnes eueljeyl sisdopige.y, p aarewid suroer aun,p asuodai e Ins a9seq 1sd onbnayodAy d[epou np uonensny[r, |

sanbiuedsw
S81UIRJIUO0D 8P SUOIIBLIBA XNk Saulded sap sasuodaa sap ade|d us asiw ] 1uenswJad snbiuessw jeubis np uononpsueal e| ap 18 uondadiad e ap anbnaylodAy sjgpolA : g/ 84nbi4

R TN (14111 EB)
sto.qed sap uOnBIHIPISH ‘daemIRd
924D NP WORIIYUI : IDUWESSIOID
9p duoz e suep sasuodaa ap wondInpuy

JUSWI qUIR[J
nE DUL)SISA
] 9p uone uIWINY

SaJeunel
3JJ10D ¥[ 3P SIN[2D
s9] ded wondadiag

Yi

SS['TY S9p no/3d ST\ senbruor
XNRBUED SIP UOIIBAIDIE, |

DIa MEM]D uondadng ‘ ouIxne |

ap Inbiuyywise
ISAYJUASOIq
20UBSSI0ID no/}d podsueiy
3P dUOZ ¥| ¥ [RUSIS

311N0d i G
TIND :
snjd 22uessio.n SIAED) SIp uonInpuJ np uondNpsue.lI]

el 07 anbijos0)£>
\ wnn[Ed 3p Xnguj

NOILLVILANAd HOVAAHAINIT HAd INHINHOVIdAA LOVINOO
. )




Donnant du poids a cette hypothése, nos études microscopiques préliminaires ont entre autres
mis en évidence la mise en place de réponses a 1’auxine asymétriques de part et d’autre de la
racine, accompagnant la mise en place des deux zones de courbure lors de la réorientation en
marche des racines primaires d’Arabidopsis thaliana. Par ailleurs, nous avons observé que la
mise en place des réponses racinaires a une augmentation des contraintes mécaniques axiales
était altérée a la fois chez les racines affectées dans 1’organisation et la géométrie de la coiffe
racinaire et chez les racines mcal-null et msl45 dépourvues des canaux ioniques

mécanosensibles du méme nom.

Nos résultats issus des expérimentations sur la lignée sauvage et sur les lignées mutantes
nous ameénent a proposer un modele hypothétique de la perception et de la transduction
du signal mécanique permettant la mise en place des réponses de croissance des racines
face a une augmentation des contraintes mécaniques (Figure 72). Ce modele hypothétique,
basé sur nos résultats ainsi que sur de précédentes études, devra étre vérifié par de

nombreuses expérimentations complémentaires, dont nous proposons quelques exemples.

I11.1. La coiffe racinaire : siege de la mécanoperception ?

Chez les racines fez-2 et smb-3, dont la coiffe présente un nombre restreint ou accru de couche
cellulaires COL et LRC, respectivement, I’altération des capacités de pénétration ainsi que des
modes de réorientation nous améne a penser que le fonctionnement et/ou le nombre de couches
cellulaires de la coiffe racinaire participeraient a la mise en place des réponses a une
augmentation des contraintes mécaniques axiales. A la base de notre modéle hypothétique, nous
proposons un réle de la coiffe racinaire en tant que siege de la perception des variations de
contraintes mécaniques axiales. Lors de la progression racinaire dans les milieux deux-couches,
la coiffe racinaire est le premier tissu a entrer en contact avec 1’interface, et dont les cellules
sont déformées sous I’action des contraintes mécaniques axiales. Il serait envisageable que la
déformation des membranes plasmiques des cellules de la coiffe a la suite du contact permette
de déclencher des mécanismes de signalisation. Cette hypothese est renforcée par une
précédente étude qui a montré qu’une stimulation mécanique (de type toucher) effectuée sur les
cellules périphériques de la coiffe inhibait la perception gravitropique en altérant la mobilité

des amyloplastes de la columelle (Massa et Gilroy, 2003).
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Les auteurs de cette étude avaient a I’époque spéculé que la coiffe racinaire participerait a la
perception du signal mécanique et a la mise en place de la réponse thigmotropique, notamment

en modulant le transport et la redistribution de 1’auxine (Massa et Gilroy, 2003).

Notre observation d’une réponse a 1’auxine plus importante du coté concave de la racine apres
le contact entre I’apex et I’interface dans les milicux deux-couches consolide cette hypothese.

Pour confirmer cela, plusieurs études devraient étre réalisées :

() Etude in vivo et en 3D de la déformation des cellules de 1’apex racinaire en réponse
a une augmentation des contraintes mécaniques. Une telle étude a été initiée au
laboratoire par le post-doctorant Hugo Chauvet, et est basé sur I’utilisation de la
microscopie a feuillet de lumiére (SPIM, Selective Plane Illumination Microscopy).

(1)  Etude des capacités de pénétration et de la réorientation de 1’apex des racines
d’Arabidopsis thaliana dans les milieux deux couches apreés ablation laser de tout
ou partie des cellules de la coiffe racinaire. Une ablation de la coiffe latérale, de la
columelle ou des deux tissus simultanément permettrait d’identifier précisément
quel(s) type(s) cellulaire(s) est principalement responsable de la mécano-perception.

(1) Poursuite de 1’étude de la réponse a 1’auxine aprés contact de 1’apex racinaire avec
I’interface. En outre, d’autres acteurs moléculaires pourraient étre suivis au niveau
de I’apex, comme le calcium ou I’acide jasmonique, qui sont connus pour participer

a la réponse des racines aux contraintes mécaniques.

Si notre hypothese se Vérifie, la perte de couches cellulaires COL et LRC chez les racines fez-
2 affecterait alors leur mécanoperception, et ainsi la mise en place des réponses racinaires aux
contraintes meécaniques. La présence d’une coiffe racinaire intacte avec un nombre précis de
couches cellulaires pourrait étre requise pour déclencher les processus de perception et
transduction dans la racine et ainsi permettre la mise en place des réponses a I’augmentation

des contraintes mécaniques.
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I11.2. Une mécanoperception paralléle et/ou complémentaire par le bais des canaux

ioniques mécanosensibles ?

Au cours de nos expérimentations, nous avons observé que les racines mcal-null et msl45, qui
n’expriment pas les génes codant le canal calcique MCA1 et les canaux ioniques MSL4, MSLS5,
MSL6, MSL9 et MSL10, respectivement, présentaient des taux de pénétration moindre par
rapport aux racines sauvages, sans toutefois que leur force de croissance axiale critique soit
affectée significativement. Nous avons émis 1’hypothése que ces différents canaux ioniques
transmembranaires, dont les génes codants sont exprimés dans 1’apex racinaire mais pas dans
la coiffe, pourraient intervenir au cours du déplacement de I’interface par la croissance
racinaire. Pour I’ensemble des lignées, nous avons observé un délai de 3 a 6 heures environ
entre le contact de I’apex avec I’interface et la mise en place de la premiere zone de courbure.
Ce laps de temps correspond au déplacement de I’interface par la croissance racinaire jusqu’a
ce que la racine atteigne sa force de croissance critique. Sur les vidéos de la progression des
racines dans les milieux deux-couches, nous avons observé que, durant ce laps de temps, les
racines subissaient de légers flambements latéraux successifs d’un c6té puis d’un autre. Le
flambement, méme léger, produit des contraintes mécaniques internes asymétriques de part et
d’autre de laracine (Kolb et al., 2017). Les cellules de la face concave de la racine sont soumises
a une compression, générant une contraction des cellules, alors que les cellules de la face
convexe sont soumises a une tension, générant un étirement des cellules. Or, il a été suggéré
que 1’étirement des membranes plasmiques sur la face convexe des racines activait les canaux
ioniques transmembranaires, qualifiés de ce fait de mécanosensibles (Haswell et al., 2008;
Yamanaka et al., 2010). L’activation des canaux ioniques mécanosensibles déclencherait des
voies de signalisation, entre autres, par le biais d’un influx rapide et transitoire de calcium
cytosolique (Monshausen et al., 2009). Cet influx de calcium cytosolique a par ailleurs été mis
en évidence dans les minutes suivant le contact entre un obstacle rigide et I’apex des racines
primaires d’Arabidopsis thaliana (Monshausen et al., 2009). Le réle des canaux ioniques de la
famille des MCAs et des MSLs en tant qu’acteurs de la mécanoperception en réponse a la
flexion de la racine a été suggéré (Monshausen et al., 2009). Ainsi, nous émettons 1’hypothése
que lors de la phase de déplacement de I’interface par la croissance racinaire, les légers
flambements subits par la racine activeraient I’ouverture des canaux MCAI1 et de certains

canaux MSLs dans I’apex racinaire, qui participeraient ainsi a la mécanoperception.

269



270



En conclusion, dans notre modéle hypothétique, nous suggérons une perception en deux temps

des contraintes mécaniques résultant du contact de I’apex racinaire avec 1’interface :

) Une perception rapide du contact avec I’interface au niveau des cellules de la coiffe
racinaire. Les acteurs moléculaires de cette perception seraient alors a identifier.

(1)  Une perception a plus long terme via I’activation des canaux ioniques
transmembranaires au cours du déplacement de ’interface par la croissance

racinaire

Ces deux évenements de perception qui sont distincts dans le temps et dans I’espace pourraient
ensuite activer deux voies de transduction du signal mécanique agissant en paralléle et/ou en

interaction.

I11.3. Une transduction du signal des zones de perception vers la zone de croissance

impliquant I’auxine ?

La transduction du signal de la coiffe racinaire, ou des cellules soumises a une tension, vers la
zone de croissance pour y déclencher des réponses de croissance des racines pourraient faire
intervenir de multiples acteurs moléculaires. La réponse a I’auxine, déja mentionnee
précédemment, pourrait permettre la transduction du signal mécanique a partir des cellules de
la coiffe vers les cellules de la zone de division ou d’¢longation. L’auxine est une hormone
prépondérante dans la régulation de multiples processus biologiques de la racine, telles que
I’organogénese, la division cellulaire, 1’élongation cellulaire, la direction de la croissance (Friml
et al., 2002b; Ponce et al., 2005; Grieneisen et al., 2007; Dubrovsky et al., 2008; Lucas et al.,
2008; Nakayama et al., 2012). Le role de l’auxine dans la transduction des signaux
environnementaux et dans les régulations des tropismes a été mis en évidence a plusieurs
reprises (Kaneyasu et al., 2007; Monshausen et al., 2011; Baldwin et al., 2013). En revanche,
son implication dans la mise en place des réponses racinaires a une augmentation des
contraintes mécaniques n’a fait 1’objet que de peu d’études. Dans notre modele hypothétique,
nous suggérons que le transport et/ou la biosynthése d’auxine sont modulés a la suite de la
perception de I’augmentation des contraintes mécaniques axiales et que cela aurait un impact
sur la zone de croissance des racines. Par exemple, I’auxine pourrait entrainer une augmentation
de la rigidité des parois cellulaires dans la zone d’¢longation, inhibant alors I’expansion

anisotropique des cellules.
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Cette rigidification pourrait se faire par le biais de la régulation des enzymes de la paroi comme
les EXPANSINS. En effet, les EXPANSINS sont des enzymes responsables du relachement de
la paroi qui agissent de maniére pH-dépendante (Shcherban et al., 1995; Park and Cosgrove,
2012, 2015). D’une part, un lien entre 1’auxine et 1’activité des EXPANSINS a déja été suggéré
(McQueen-Mason and Cosgrove, 1994, 1995) et d’autre part, une étude transcriptomique a mis
en évidence qu’une stimulation mécanique sur des racines d’Arabidopsis thaliana inhibait
I’expression du géne EXP18 (Kimbrough et al., 2004). L’auxine pourrait également étre a
I’origine de la régulation de la production cellulaire, et de I’induction de I’initiation de racines
latérales observées en réponse a une augmentation des contraintes mecaniques axiales (Croser
et al., 1999, 2000; Richter et al., 2009).

D’autres acteurs moléculaires pourraient également interagir ou agir en paralléle de I’auxine
dans la transduction du signal mécanique jusqu’a la zone de croissance et permettre la mise en
place des réponses racinaires a une augmentation des contraintes mécaniques axiales. Une étude
en particulier a mis en évidence que des racines de tomates traitées avec un inhibiteur de réponse
a I’éthyléne étaient inhibées dans leur capacité de pénétration face a une augmentation de la
résistance mécanique du sol (Santisree et al., 2011). Cette étude a également montré qu’un
apport exogene d’auxine sur ces racines rétablissait leur capacité de pénétration, a hauteur des
racines non traitées avec I’inhibiteur de réponse a 1’éthyléne. Les auteurs ont suggéré que
I’éthyléne régulait le transport et/ou la biosynthése de 1’auxine en réponse a un stress
mécanique, permettant ainsi d’impacter les capacités de pénétration des racines (Santisree et
al., 2011).Un role de I’acide jasmonique dans la réponse des racines aux contraintes mecaniques
et dans la réorientation de la croissance en réponse a un obstacle a également été proposé
(Santisree et al., 2011; Lourenco et al., 2015; De Zio et al., 2018). L’identification d’acteurs de
la mécanoperception et de la mécanotransduction ainsi que de leur mode d’action représente la
prochaine grande étape de 1’étude de la réponse des racines aux contraintes mécaniques, étape
gue nous avons initiée au cours des derniers mois de la thése, par le biais de la miniaturisation

de notre systéme expérimental et 1’observation microscopique de marqueurs fluorescents.
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Annexe 1 : Composition du milieu MS %2

Composition des solutions méres (g/L)

Quantité pour

1L de milieu
NHiNOs 16.5
KNOs 19
Macroéléments
CaCl2, 2H20 4.4 50 mL
(10X)
MgSOa, 7H20 3.7
KH2PO4 1.7
H3BOs3 6.2
MnSOs4, H20 16.9
ZnS04, 7TH20 10.6
Oligo-éléments
KI 0.83 1mL
(1000X)
NazMoOs4, 2H20 0.25
CuSOs, 5H20 0.025
CoClz, 6H20 0.025
Acide nicotiniques 0.1
Pyridoxine
Y 0.1
hydrochloride
Thiamine
) 0.1
- hydrochloride
Vitamines B (100X) 10 mL
Panthothénate de
) 0.1
calcium
L-cystéine
Y 0.1
chlorhydrate
Biotine
Fer (FeNaEDTA) 4 10 mL
Myo-inositol (100X) 10 10 mL
L-glutamine (100X) 20 10 mL
Saccharose 20 ¢
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Annexe 2 : Caractéristiques des deux zones de courbures mises en place lors de la

réorientation des racines Col-0 dans les milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Distance Apex/Initiation (um)

Milieu 16 zone de courbure 2¢me 7one de courbure
0,2-0,3 515+982 280+40°
0,2-0,5 540 +50¢@ 276 + 23°

Longueur aprés formation (um)

Milieu 1% zone de courbure 2¢me 7one de courbure
0,2-0,3 657 + 121 @ 399+ 77
0,2-0,5 602 + 64 a 350 +52°P

Intensité maximale (mm-)

Milieu 16 zone de courbure 2¢me zone de courbure
0,2-0,3 50+14 3,0+£0,5
0,2-0,5 47 +05 34+04

Les caractéristiques des deux zones de courbure sont extraites de I’analyse spatiotemporelle des prises de vue
séquentielles des racines primaires d’Arabidopsis thaliana n’ayant pas pénétré la couche inférieure dans les
milieux deux-couches. Le premier tableau présente les valeurs de la distance (um) entre I’apex racinaire et la
formation de la premiére et de la seconde zone de courbure. Le deuxiéme tableau présente la longueur totale (um)
de la premiére ou de la seconde zone de courbure 3 h aprés leur formation. La longueur des zones de courbure
varie au début de leur formation puis se stabilise. Le temps de 3h est choisi pour prendre en compte la longueur
des zones de courbure une fois qu’elles se sont stabilisées. Le troisiéme tableau présente 1’ intensité maximale (mm-
1) de la premiére et de la deuxiéme zone de courbure. Les moyennes =+ Perreur standard sont présentées, 8<n<12.
Pour I’ensemble des trois caractéristiques, les données obtenues ont fait I’objet d’une analyse statistique basée sur
une ANOVA a Il facteurs (un facteur milieu et un facteur zone de courbure) suivie d’un test post-hoc de Tukey.

Les lettres indiquent des moyennes significativement différentes avec une Pvalue inférieure a 0,05.
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Annexe 3 : Longueur de la zone de croissance et EERmax des racines Col-0, fez-2, smb-3 et

brnl-1 brn2-1 dans les milieux une-couche contenant 0,2 % ou 1,2 % de Phytagel

Longueur de la zone de croissance (um)

Milieu Col-0 fez-2 smb-3 brnl-1 brn2-1

0,2% 917 +49 % 846 + 84 898 + 722 997 £ 67°

1,2% 664 +56° 921 + 80%° 736 + 75 725+ 76"
EERmax (h™?)

Milieu Col-0 fez-2 smb-3 brnl-1 brn2-1

0,2% 0,52+0,052 0,42 + 0,052 0,24 + 0,02 0,31 + 0,03

1,2% 0,38 + 0,06 3¢ 0,16 +0,02¢ 0,18 + 0,031 0,33 + 0,05«

La longueur de la zone de croissance et la capacité maximale d’allongement des cellules (EERma) Ont été calculées
a partir des profils de vélocité et d’EER réalisés sur ’apex des racines primaires issues des lignées Col-0, fez-2,
smb-3 et brn1-1 brn2-1 qui ont progressé dans les milieux-une couche contenant 0,2 % et 1,2 % de Phytagel. Les
valeurs moyennes + 1’erreur standard sont présentées dans les deux tableaux, 8§ < n < 10. Les données ont été
analysées statistiquement, au travers d’une ANOVA a deux facteurs. Cette analyse a été réalisée aprés la
verification de la normalité et de I’homoscédasticité des variables. L’analyse statistique a permis de déterminer
s’il y avait un effet significatif du facteur milieu de culture (0,2 % ou 1,2 % de Phytagel) et du facteur génotype
sur la longueur de la zone de croissance et ’EERma. L”ANOVA 11 a été suivie d’un test post-hoc basé sur le test
de Tukey. Les lettres, obtenues a la suite du test de Tukey, indiquent des moyennes significativement différentes
(P <0,05).
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Annexe 4 : Caractéristiques des deux zones de courbures mises en place lors de la

réorientation des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 dans les milieux 0,2-0,3

Distance Apex/Initiation (um)

Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure

Col-0 515+ 98 % 280 + 40 ™

fez-2 603 £33°2 280 + 23 ¢

smb-3 398 + 53 ¢ 208 +37°¢
brnl-1 brn2-1 512 50 ® 263 £33°

Longueur aprés formation (um)

Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure

Col-0 657 + 121 3¢ 399 + 77 ¢

fez-2 977 +58° 455 + 45

smb-3 414 + 732 289+ 14°
brni-1brn2-1 690 + 63 404 + 69 b°

Intensité maximale (mm-?)

Milieu 1¢r¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure

Col-0 50+1,4% 30+05°

fez-2 34+0,7%® 3,2+0,6%

smb-3 45+0,8% 74+18"°
brn1-1 brn2-1 38+0,6% 4,4+1,1%

Les caractéristiques des deux zones de courbure sont extraites de 1’analyse spatiotemporelle des prises de vue

séquentielles des racines primaires issues des lignées Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 n’ayant pas pénétré la
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couche inférieure du milieu 0,2-0,3. Pour chaque variable (Distance par rapport a I’apex, Longueur et Intensité
maximale), les valeurs moyennes + I’erreur standard sont présentées, 6 < n < 10. Les lettres indiquent des
moyennes significativement différentes (P < 0,05, ANOVA I et test de Tukey). La couleur rouge est utilisée pour

indiquer une moyenne significativement plus importante que la moyenne des racines sauvages.
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Annexe 5: Caractéristiques des deux zones de courbures mises en place lors de la

réorientation des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 dans le milieu 0,2-0,5

Distance Apex/Initiation (um)

1 zone de courbure 2¢me 7one de courbure

Milieu
Col-0 540 +50° 276 + 23 ¢
fez-2 664 + 64 ° 335 + 25«
smb-3 407 +32 245 + 15 ¢

brn1-1 brn2-1 518 + 48 ¢ 334+ 32

Longueur aprés formation (um)

1 zone de courbure 2¢me zone de courbure

Milieu
Col-0 602 + 64 ¢ 350+ 52¢
fez-2 946 + 140 2 503 + 40 P¢
smb-3 512 + 56 b° 368+44°¢

brnl-1 brn2-1 698 + 52 @ 471 + 33"

Intensité maximale (mm-?)

1% zone de courbure 2¢me 7one de courbure

Milieu
Col-0 47+0,5% 3.4 +0,4°c
fez-2 2,3+0,5¢ 1,7 0,24
smb-3 48+0,6% 52+0,5°2
brni-1 brn2-1 3,4 +0,5%° 3.0 +0,5bcd

Les caractéristiques des deux zones de courbure sont extraites de I’analyse spatiotemporelle des prises de vue
séquentielles des racines primaires issues des lignées Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 n’ayant pas pénétré la
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couche inférieure du milieu 0,2-0,5. Pour chaque variable (Distance par rapport a I’apex, Longueur et Intensité
maximale), les valeurs moyennes + I’erreur standard sont présentées, 8 < n < 12. Les lettres indiquent des
moyennes significativement différentes (P < 0,05, ANOVA I et test de Tukey). La couleur rouge est utilisée pour
indiquer une moyenne significativement plus importante que la moyenne obtenue pour les racines sauvages. La
couleur verte est utilisée pour indiquer une moyenne significativement plus faible que celle obtenue pour les
racines sauvages.
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Annexe 6 : Vitesse de croissance moyenne des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl1-1 brn2-1

qui ont pénétré la couche inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3

Vitesse de croissance (um.min?)

Milieu  Génotype Avant contact Apreés contact Apres pénétration
Col-0 2,99 +£0,27 @ 2,21 +0,18 2 2,71 +0,37 ¢
fez-2 3,32+0,362 3,06 £ 0,26 2,99 +£0,29 %

0202~ gp-3 1,57+0,23 1,45+0,15¢ 1,44 +0,19 ¢

brnl-1
2,24 + 0,17 2 1,98 + 0,17 bcd 1,80 + 0,48 bcd
brn2-1
Col-0 2,54 £0,23 % 1,01+0,20°¢ 2,49 0,47 %
fez-2 322+0,162 2,57 +0,16 ® 2,86 £0,21°2
0.2:0.3 smb-3 1,65 + 0,18 © 0,99 £ 0,06 ° 0,95+0,18°¢
brnl-1
3,18+0,432 290+0,592 2,52 +£0,49 %
brn2-1

La vitesse de croissance moyenne des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brnl-1 brn2-1 qui ont pénétré la couche

inférieure des milieux 0,2-0,2 et 0,2-0,3 a été calculée sur trois étapes caractéristiques :

- L’étape « Avant contact » concerne les 300 min précédant le contact entre 1’apex racinaire et ’interface

- L’étape « Apres contact » concerne la vitesse de croissance a partir du contact entre I’apex et I’interface
jusqu’a la rupture de I’interface induite par la croissance racinaire

- L’étape « Aprés pénétration » concerne la vitesse de croissance a partir de la rupture de I’interface,

permettant la pénétration dans la couche inférieure jusqu’a 600 min aprés le contact.

Les valeurs moyennes + I’erreur standard sont présentées, 6 < n < 10. Les lettres indiquent des moyennes

significativement différentes (P < 0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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Annexe 7 : Vitesse de croissance des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 qui n’ont

pas péenetré la couche inférieure des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Vitesse de croissance (um.min™?)

- ] Pendant o )
Milieu  Génotype Avant contact o ] Apres réorientation
réorientation
Col-0 2,78 0,55 % 1,18 + 0,20 «
fez-2 2,91+0,26° 2,34 +0,23 ¢ 2,42 +0,43 ¢
0.2:0.3 smb-3 1,36 + 0,33 0,63+0,12¢
brnl-1
3,16 £0,242 1,40 + 0,20 b
brn2-1
Col-0 2,95+0,21°2 1,85 + 0,25 ¢ 1,78 £ 0,20
fez-2 1,86 +0,19 b 1,33+0,15°¢ 1,57 +0,12°¢
0,2:05 smb-3 1,60 + 0,12 b¢ 0,90 + 0,26 ¢ 1,09 + 0,54 <
brnl-1
2,60+0,19 2 1,50+0,18°¢ 1,31+0,19°¢
brn2-1

La vitesse de croissance moyenne des racines Col-0, fez-2, smb-3 et brn1-1 brn2-1 qui n’ont pas pénétré la couche

inférieure des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5 a été calculée sur trois étapes caractéristiques :

- L’étape « Avant contact » concerne les 300 min précédant le contact entre I’apex racinaire et 1’interface

- L’étape « Pendant réorientation » concerne la vitesse de croissance a partir du contact entre 1’apex et
I’interface jusqu’a la mise en place compléte des zones de courbure

- L’étape « Apres réorientation » concerne la vitesse de croissance a partir de la mise en place compléte
des zones de courbure jusqu’a 600 min aprés le contact avec I’interface. Dans le milieu 0,2-0,3, la
réorientation en boucle des racines Col-0, smb-3 et brnl-1 brn2-1 n’a pu étre suivie jusqu’a son terme

du fait de ’acquisition des prises de vue séquentielles en 2D.

Les valeurs moyennes + ’erreur standard sont présentées, 8 < n < 12. Les lettres indiquent des moyennes

significativement différentes (P < 0,05, ANOVA Il et test de Tukey).

306



Annexe 8 : Vitesse de croissance moyenne des racines Col-0, mcal-null et msid5 dans les

milieux une-couche en fonction de la rigidite du milieu

w
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852,
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v : B msiAs C
s 4
852, -
% 1 L '
§
0 30 60 90 120 150
Module élastique (kPa)
Vitesse de croissance (Um.min?)
Génotype 0,2% 0,5% 0,8% 1,2%
Col-0 3,19+0,22¢ 2,10+ 0,15 bed 1,85+ 0,15 cde 1,75+0,19 de
mcal-null 251+0,12 b 1,58 + 0,09 de 1,40+ 0,04 ¢ 1,27 +0,04 ¢
msiAS 2,39+0,11 be 155+0,10°¢ 1,39+0,08 ¢ 155+0,07°¢

La vitesse de croissance des racines Col-0 (A), mcal-null (B) et msid5 (C) progressant dans des milieux une-
couche contenant 0,2 % (E = 3kPa), 0,5 % (E= 32 kPa), 0,8 % (E = 70 kPa) et 1,2 % (E = 158 kPa) de Phytagel a

été mesurée pendant 12 heures. Les ronds représentent la vitesse de croissance moyenne pour une racine et les

carrés représentent la vitesse de croissance moyenne pour 15 racines. Les courbes noires représentent la régression

non linéaire de la vitesse de croissance en fonction de la rigidité du milieu pour chaque lignée. Dans le tableau, les

moyennes précises + I’erreur standard sont présentées. Les lettres indiquent les moyennes significativement

différentes en fonction du génotype et de la rigidité du milieu (P<0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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Annexe 9 : Caractéristiques des deux zones de courbures mises en place lors de la

réorientation des racines mcal-null dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Distance Apex/Initiation (um)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 540 + 50 276 + 23
0202 679 +£78° 320+29°
meal-null 0,2-03 622 +35° 311 +225
0,2-0,5 745 + 332" 399 +22°

Longueur apres formation (um)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 602 = 64 350 £ 52
0,2-0,2 391+62°¢" 388+79°
0,2-0,3
mcal-null 659 + 60 2 333+35°¢
0,2-0,5 828 +452" 471 + 44 bc

Intensité maximale (mm-)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 47+05 34+04
0,2-0,2 3,6+0,6 40+0,7
mcal-null 0,2-0,3 33+05 3,8+0,7
0,2-0,5 33+04 2,0+0,2
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Les caractéristiques des deux zones de courbure sont extraites de ’analyse spatiotemporelle des prises de vue
séquentielles des racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues de la lignée mcal-null n’ayant pas pénétré la
couche inférieure dans les milieux deux-couches. Dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5, les racines mcal-
null qui n’ont pas pénétré la couche inférieure de milieu ont réorienté leur croissance via la mise en place de deux
zones de courbures et ont développé une forme finale de marche, similaire a celle développée par les racines
sauvages dans le milieu 0,2-0,5. Les caractéristiques des zones de courbure formées chez les racines mcal-null
dans les trois milieux deux-couches ont donc été comparées a celles chez les racines sauvages dans le milieu 0,2-
0,5.

Pour chaque variable (Distance par rapport a I’apex, Longueur et Intensité maximale), les valeurs moyennes +

I’erreur standard sont présentées, 8 <n < 12. Deux analyses statistiques distinctes ont été réalisées :

- Une ANOVA II suivie d’un test de Tukey a été réalisée pour comparer les moyennes obtenues pour les
racines mcal-null dans le milieu 0,2-0,2, 0,2-0,3 ou 0,2-0,5 a celles obtenues pour les racines sauvages

dans le milieu 0,2-0,5 (trois ANOVA I distinctes, un facteur génotype et un facteur courbure).

Les * indiquent les moyennes qui apparaissent significativement différentes de la moyenne obtenue pour les
racines sauvages a la suite de cette analyse (P<0,05). La couleur rouge et la couleur verte ont été utilisées pour
indiquer des moyennes significativement plus élevéees ou plus faibles, respectivement, de la moyenne obtenue

pour les racines sauvages.

- Une ANOVA II suivie d’un test de Tukey a été réalisée pour comparer les moyennes obtenues pour les

racines mcal-null en fonction du milieu et de la courbure (premiére ou seconde courbure)

Les lettres indiquent des moyennes qui apparaissent significativement différentes a la suite de cette analyse
(P<0,05).
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Annexe 10 : Caractéristiques des deux zones de courbures mises en place lors de la

réorientation des racines msiA45 dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Distance Apex/Initiation (um)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 540 £ 50 276 £ 23
0,2-0,2 724 £64°2 385 + 36 ™
mslAS 0,2-0,3 448 + 57 322+75°¢
0,2-0,5 536 + 33 P 296 £ 37°¢

Longueur apreés formation (um)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 602 + 64 350 £ 52
0,2-0,2 787+76° 487 + 42 %
msiAS 0,2-0,3 714 + 116 ™ 364 + 611
0,2-0,5 1016 £ 793 508 + 33

Intensité maximale (mm-)

Génotype Milieu 1¢¢ zone de courbure 2¢me zone de courbure
Col-0 0,2-0,5 47+0,5 34+04
0,2-0,2 6,0£0,72 50+1,1%
msiAS 0,2-0,3 48+05%® 3,3+0,7°
0,2-0,5 35+04° 2,7+0,3°

Les caractéristiques des deux zones de courbure sont extraites de I’analyse spatiotemporelle des prises de vue

séquentielles des racines primaires d’Arabidopsis thaliana issues de la lignée msi45 n’ayant pas pénétré la couche
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inférieure dans les milieux deux-couches. Dans les milieux 0,2-0,2, 0,2-0,3 et 0,2-0,5, les racines mcal-null qui
n’ont pas pénétré la couche inférieure de milieu ont réorienté leur croissance via la mise en place de deux zones
de courbures et ont développé une forme finale de marche, similaire a celle développée par les racines sauvages
dans le milieu 0,2-0,5. Les caractéristiques des zones de courbure formées chez les racines msiA5 dans les trois

milieux deux-couches ont donc été comparées a celles chez les racines sauvages dans le milieu 0,2-0,5.

Pour chaque variable (Distance par rapport a 1’apex, Longueur et Intensité maximale), les valeurs moyennes =+

I’erreur standard sont présentées, 8 <n < 12. Deux analyses statistiques distinctes ont été réalisées :

- Une ANOVA II suivie d’un test de Tukey a été réalisée pour comparer les moyennes obtenues pour les
racines msi45 dans le milieu 0,2-0,2, 0,2-0,3 ou 0,2-0,5 a celles obtenues pour les racines sauvages dans

le milieu 0,2-0,5 (trois ANOVA 11 distinctes, un facteur génotype et un facteur courbure).

Les * indiquent les moyennes qui apparaissent significativement différentes de la moyenne obtenue pour les
racines sauvages a la suite de cette analyse (P<0,05). La couleur rouge a été utilisée pour indiquer des

moyennes significativement plus élevées que la moyenne obtenue pour les racines sauvages.

- Une ANOVA II suivie d’un test de Tukey a été réalisée pour comparer les moyennes obtenues pour les

racines msiA5 en fonction du milieu et de la courbure (premiére ou seconde courbure)

Les lettres indiquent des moyennes qui apparaissent significativement différentes a la suite de cette analyse
(P<0,05).
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Annexe 11 : Vitesse de croissance des racines Col-0, mcal-null et msi45 pénétrant la
couche inferieure des milieux deux-couches 0,2-0,2(A-C) et 0,2-0,3 (D-F)

Milieu 0,2-0,3 Milieu 0,2-0,5

5, A Col-0 D Col-0
4 "W‘W‘WN
3] ' Ty
2. 4
1.
0.

B mcal-null E mcal-null

O H N WA WU

Vitesse de croissance (um.min™)

O, N WA WM
f
P

msIA5

-200 0 200 400 600  —200 0 200 400 600
Temps (min) Temps (min)
Vitesse de croissance (Um.min)

Milieu  Génotype Avant contact Apres contact Apres pénétration
Col-0 2,99 + 0,27 2,21+0,18 2,71+0,37
mcal-

0,2-0,2 2,69+0,17 2,47 £ 0,17 2,65+0,17

null
msiAS 2,54 +£0,19 1,87 +£0,25 1,97 +£0,31
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Col-0 2,564 +0,23% 1,01+£0,20° 2,49+ 0,47 %

mcal-
0,2-0,3 | 2,40 +0,28 @ 1,47 + 0,29 be 244 +0,24
nu
msiAS 251+0,31% 264+0,43% 281+0,39°2

La vitesse de croissance a été mesurée toutes les 5 min de -300 min a +600 min aprés contact entre 1’apex racinaire
et I’interface, pour les racines qui ont pénétré la couche inférieure des milieux 0,2-0,3 (A-C) et 0,2-0,5 (D-F). Les
lignes indiquent les valeurs moyennes et les points indiquent les valeurs individuelles, 8< n< 10. La ligne en

pointillés indique le moment du contact entre 1’apex racinaire et ’interface.

Dans le tableau, les vitesses de croissance moyennes calculées sur 8 a 10 racines + I’erreur standard sont présentées

pour trois étapes caractéristiques :

- L’étape « Avant contact » concerne les 300 min précédant le contact entre I’apex racinaire et 1’interface

- L’étape « Apres contact » concerne la vitesse de croissance a partir du contact entre I’apex et I’interface
jusqu’a la rupture de I’interface induite par la croissance racinaire

- L’étape « Apres pénétration » concerne la vitesse de croissance a partir de la rupture de I’interface,

permettant la pénétration dans la couche inférieure jusqu’a 600 min aprés le contact.

Pour chaque milieu, les lettres indiquent des moyennes significativement différentes (P < 0,05, ANOVA 1 et test
de Tukey).
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Annexe 12 : Vitesse de croissance des racines Col-0, mcal-null et msi45 qui n’ont pas

pénétreé la couche inférieure des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5

Vitesse de croissance (um.min?)

o ) Pendant o )
Milieu  Génotype Avant contact o ) Apres réorientation
réorientation
Col-0 2,78+ 0,552 1,18+ 0,20 P
mcal-
0,2-0,3 252 +0,38 % 1,83+0,36 1,93+0,45%
null
msiA5 260+031% 1,64 +0,22 % 1,75+0,35 %
Col-0 295+0,21¢ 1,85+0,25" 1,78+ 0,20°
mcal-
0,2-0,5 255+0,30 % 2,00+0,25% 220+0,21%
null
msiA5 266+0,12% 1,78+ 0,24 " 203+0,19%

La vitesse de croissance moyenne des racines Col-0, mcal-null, et msiA5 qui n’ont pas pénétré la couche inférieure

des milieux 0,2-0,3 et 0,2-0,5 a été calculée sur trois étapes caractéristiques :

- L’étape « Avant contact » concerne les 300 min précédant le contact entre I’apex racinaire et I’interface

- L’étape « Pendant réorientation » concerne la vitesse de croissance a partir du contact entre 1’apex et
I’interface jusqu’a la mise en place compléte des zones de courbure

- L’étape « Apres réorientation » concerne la vitesse de croissance a partir de la mise en place compléte
des zones de courbure jusqu’a 600 min aprés le contact avec I’interface. Dans le milieu 0,2-0,3, la
réorientation en boucle des racines Col-0 n’a pu étre suivie jusqu’a son terme du fait de I’acquisition des

prises de vue séquentielles en 2D.

Les valeurs moyennes + I’erreur standard sont présentées, 8 < n < 12. Les lettres indiquent des moyennes

significativement différentes (P < 0,05, ANOVA Il et test de Tukey).
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Abstract

Root growth and development are highly modulated by soil mechanical properties such as
texture, structure and bulk density. Increases in soil penetration resistance affect root system
architecture, root cell production and elongation, root diameter, and root tip orientation.
Although root responses to changes in mechanical stresses are well described in several plant
species, their establishment and the signaling pathways underlying these responses remains
misunderstood. The main objective of this thesis is to study the establishment of Arabidopsis
thaliana primary root responses to changes in mechanical stresses. So far, studies reported two
distinct putative mechanical signaling pathways involving either (i) the root cap as a main
mechanosensing site or (ii) the activity of stretch-activated ion channels localized on the cell
plasma membranes along the root apex. According to previous studies, we studied the
implication of the root cap and of the stretch-activated channels of the MCA and MSL families
in the root responses to increases in mechanical stresses. We developed an original experimental
set-up based on the monitoring of growth and orientation of Arabidopsis thaliana primary roots
in one-layer and two-layer Phytagel based growth media. The one-layer growth media
mimicked a long-term increase in frictions and in radial and axial mechanical stresses whereas
the two-layer growth media mimicked a short-term increase in axial mechanical stresses. We
characterized penetration abilities, growth rate and tip orientation of Arabidopsis thaliana wild
type roots (Col-0) and mutant roots showing defects in root cap organization (fez-2, smb-3,
brnl-1 brn2-1) or in stretch-activated ion channels activity (mcal-null, msl45) in one-layer and
two-layer media. Firstly, we observed that the establishment of root growth responses to
increases in mechanical stresses involved both mechanical (buckling) and biological (growth
zone modulations) mechanisms. Then, our experiments demonstrated that alterations in root
cap organization led to altered root growth responses to increases in mechanical stresses. Our
results suggest that the root cap acts as a mechanosensing site. Moreover, the results obtained
with the mcal-null and msl45 Arabidopsis lines suggest that the MCA1 and MSLs ion channels

also participate in the establishment of root responses to increases in mechanical stresses.

Keywords: curvature, medium strength, Phytagel medium, root growth, biomechanics, root
buckling, root cap
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Résume

Le comportement mécanique d’un sol constitue un des facteurs prépondérants affectant la
croissance et le développement racinaire. L.’augmentation de la résistance mécanique d’un sol
affecte 1’architecture du systéme racinaire, la croissance axiale et radiale des racines, et
I’orientation de la croissance. Bien que ces réponses soient décrites sur diverses espeéces
végeétales dans la littérature, leur mise en place et les mécanismes de signalisation sous-jacents
restent a ce jour méconnus. L’objectif principal de cette these est d’étudier la mise en place des
réponses des racines primaires d’Arabidopsis thaliana & des variations de contraintes
mécaniques de son substrat. La littérature fait état jusqu’ici de deux voies de signalisation
meécanique possibles, I’une impliquant une mécanoperception au niveau de la coiffe racinaire,
et I’autre faisant intervenir entres autres 1’activation de canaux mécano-sensibles au niveau de
I’apex racinaire. Pour étudier leur implication respective, nous avons caractérisé les réponses a
une augmentation des contraintes mécaniques de racines primaires issues de la lignée
Arabidopsis thaliana sauvage et de lignées mutantes affectées au niveau de 1’organisation de la
coiffe (fez-2, smb-3, brn1-1 brn2-1) ou au niveau de canaux ioniques mécanosensibles (mcal-
null, msl45). Nous avons développé un systéme expérimental original basé sur le suivi de
croissance et d’orientation des racines dans des milieux de culture a base de Phytagel. Ces
milieux de culture permettent de mimer d’une part une augmentation a long terme et simultanée
des contraintes mécaniques axiales, radiales et des frottements et d’autre part une augmentation
a court terme des contraintes mécaniques axiales. Tout d’abord, nous avons observé que la mise
en place des réponses de croissance des racines primaires d’Arabidopsis thaliana a ces
augmentations de contraintes mécaniques reposait sur une interaction entre des processus
mécaniques (flambement) et biologiques (régulations de la zone de croissance). Ensuite, nous
avons mis en évidence que la coiffe racinaire participait a la mise en place des réponses des
racines d’Arabidopsis thaliana face a une augmentation des contraintes mécaniques. Nos
résultats suggérent que la coiffe pourrait constituer un siége de la mécanoperception. Par
ailleurs, nos résultats sur les lignées mcal-null et msl45 suggerent que les canaux ioniques
MCAL et MSLs participeraient egalement a la mise en place des réponses racinaires a

I’augmentation des contraintes mécaniques.

Mots-clés : courbure, résistance mécanique, Phytagel, croissance racinaire, biomécanique,

flambement, coiffe racinaire
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