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Figure 1 : Organisation des différents tissus en couches cellulaires dans la racine
d’Arabidopsis thaliana. Au cours de la croissance de la racine, les cellules méristématiques
par des divisions concentriques generent des files de cellules qui constituent les différentes
couches cellulaires. Les cellules les plus apicales sont inactives et constituent le centre
quiescent. (Bonke et al., 2003)
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La croissance est I’ensemble des processus biologiques qui se traduisent par une
augmentation irréversible des dimensions et du poids d’un individu ou des organes qui le
composent. La croissance résulte de deux processus, la division cellulaire (mérese) et
I’expansion cellulaire (auxese). Chez les végétaux supérieurs, la division cellulaire a lieu au
niveau de régions spécialisees, les meristemes. Le méristeme primaire de la racine est
histogéne (Figure 1): dans un plan radial, I’activité de division organise des couches
cellulaires concentriques, distinguant les cellules qui au cours de leur maturation constitueront
les différents tissus de la racine. De I’extérieur vers I’intérieur, ces tissus sont I’épiderme, le
cortex, I’endoderme et le péricycle qui entourent le cylindre central. Alors que I’activité de
division produit des cellules indifférenciées, I’expansion cellulaire post-mitotique constitue la
premiére étape de différenciation cellulaire en impliquant vacuolisation et expansion

cellulaire (Perrot-Rechenmann, 2010).

Ma thése porte sur les contréles moléculaires de la croissance en longueur de la racine.
Dans une premiére partie introductive, je vais présenter, de facon non exhaustive, des
mécanismes moléculaires impliqués dans le contr6le des processus cellulaires fondamentaux,
division et expansion cellulaire. Mon objectif est de montrer que ces processus sont finement
régulés et impliquent I’interaction de nombreux acteurs moléculaires. Pour illustrer mon
propos, j’ai choisi de présenter quelques controles de la division cellulaire, en me focalisant
sur le cycle cellulaire, son controle par les complexes cycline/kinases et par I’action des
hormones sur le déroulement du cycle. Je présenterai ensuite les contrdles moléculaires
impliqués dans la régulation de I’expansion cellulaire. Lockhart (1965) a établi un modeéle
biophysique de I’expansion cellulaire prenant en compte les aspects hydraulique et
mécanique. L’augmentation relative de volume (assimilée au flux d’eau entrant) est fonction
d’une force motrice, la pression de turgescence, et est contr6lée par I’extensibilité des parois
et la conductivité hydraulique membranaire (Lp). Ainsi, j’illustrerai les contrdles moléculaires
impliqués dans la régulation des propriétés pariétales, en particulier I’extensibilité des parois.
L’accent sera ensuite porté sur les aquaporines, acteurs majeurs de la régulation de la
conductivité hydrauligue membranaire, et sur lesquelles portent spécifiquement mes travaux
de recherche. Enfin, I’expansion cellulaire requiert une entrée massive d’eau qui doit étre
soutenue par un flux d’eau en direction de la zone en croissance. L’origine de ce flux sera

discutée.
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Figure 2 : Zone de croissance d’un apex de racine. La zone de croissance de la racine est
constituée de deux zones chevauchantes, une zone de division et une zone d’expansion. Au-
dela de la zone de croissance, les cellules ont atteint leur taille finale. La différentiation

tissulaire a lieu dans la zone de maturation.
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Dans la deuxiéme partie de I’introduction, j’exposerai les outils mathématiques, issus
de la mécanique des fluides, qui permettent de décrire et analyser la croissance en considérant
la racine comme un milieu continu. Je présenterai les méthodes de mesure et les parameétres
permettant de caractériser la croissance. La croissance de la racine a lieu essentiellement dans
les premiers millimetres proches de I’apex (Sachs, 1882). Hormis pour les premiers
millimetres apicaux, la zone de croissance est assimilable a un cylindre de diameétre quasi
constant. La zone de croissance peut étre arbitrairement divisée, en regard du processus
cellulaire prépondérant, en deux zones, une zone apicale de division et une zone d’expansion
(Figure 2). Je présenterais un formalisme de la mécanique des fluides, I’équation de
continuité, qui permet de calculer la dérivée mateérielle d’une propriété, c’est-a-dire d’analyser
la régulation d’une propriété au sein d’une zone en croissance. Cette seconde partie
introductive met en évidence la nécessité d’utiliser ce formalisme pour analyser une propriété
dans une zone de croissance, qui permet alors de décrire dans I’espace et le temps les

variations de cette propriété.
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I- Controles moléculaires de la croissance
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Figure 4 : Formation du phragmoplaste et de la plaque cellulaire lors de la cytokinése.
N : noyau, MT : microtubules, V : vésicule, Ph: phragmoplaste, Ph M : phragmoplaste
médian, Ph Distal : phragmoplaste distal, Cell plate : plaque cellulaire, CPAM : Matrice
d’assemblage de la plaque cellulaire. (Otegui et al., 2005).
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I.1- Contrdles moléculaires de la division cellulaire

Le méristéeme apical de la racine est trés organisé, cette structure comprend le centre
quiescent, entouré d’un anneau de cellules initiales (Dolan et al., 1993, Aeschbacher et al.,
1994, Figure 1). Le centre quiescent, composé de cellules qui se divisent peu fréquemment,
est considéré comme un réservoir de cellules souches - pour renouveler des cellules initiales
endommagees-, et comme le centre d’organisation du patron cellulaire (van den Berg et al.,
1997). Les cellules initiales sont localisées a la base apicale des files cellulaires (Doerner,
2000) et ont un caractére embryonnaire. Elles sont totipotentes et présentent une forte activité
mitotique. La cellule initiale se divise et génere une nouvelle cellule initiale et une cellule fille

qui subira un petit nombre de divisions, avant de se différencier (van den Berg et al., 1997).

1.1.1- Controles de la mitose
La mitose se déroule en quatre étapes définies sur des critéres cytologiques (Stern et
Hotta, 1973 ; Figure 3). Plusieurs classes de molécules sont nécessaires a I’établissement de la
compétence pour la mitose et au déroulement des quatre phases majeures. Les contrdles
moléculaires de la mitose demeurent cependant peu étudiés chez les plantes (Doerner, 2000).

« Prophase : le matériel génétique se condense (par I’intermédiaire de protéines de
cohésion, SCC1P, Gottschling et Berg, 1998), I'enveloppe nucléaire se dissout (suite a la
phosphorylation des protéines situées a la face interne de la membrane nucléaire). Des
fragments de membrane nucléaire forment des vésicules baignant dans le cytoplasme. Les
microtubules (fibres constitutives du cytosquelette) sont réorganisés en un anneau cortical de
préprophase (sur le plan de division cellulaire) et en un fuseau de prophase qui interagit avec
les chromatides au niveau des kinétochores (complexes protéiques étroitement associés a
I”’ADN centromérique).

« Métaphase : I’anneau de préprophase disparait. Le fuseau mitotique de microtubules
positionne les chromosomes sur le plan équatorial de la cellule.

« Anaphase : les chromatides sceurs se séparent de facon synchrone (sous I’action de la
topoisomérase) et migrent vers les poles (sous I’effet mécanique du fuseau mitotique).

« Télophase : le fuseau mitotique disparait. Des microtubules et des filaments d’actine
néoformés, associés a des protéines motrices, respectivement de type kinesine et myosine,
constituent le phragmoplaste. L’enveloppe nucléaire se forme autour des chromosomes

décondensés.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosquelette�
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Figure 5: Régulations des étapes du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire se déroule en 4
étapes successives qui sont chacune sous le contréle de complexe cyclin/cyclin-dependant
kinase CDK/CYC. Le passage de la phase G1 a S est assuré par le complexe CDK/CYCA. Ce
complexe est inhibé en présence d’acide abscissique. La transition de la phase S a G2 est
contrblée par le complexe CDK/CYCB qui est induit en présence de cytokinine. La phase M
est contrblée par le complexe CDK/CYCD. Ce complexe est régulé par le saccharose,

I’auxine et la cytokinine. (Adapté de Buchanan et al., 2002).
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« Cytokinese : la plaque cellulaire, qui est un réseau tubulo-vésiculaire, se forme au plan
équatorial de la cellule par fusion des vésicules de I’appareil de Golgi (Mayer et Jirgens,
2004). Cette plaque apparait sous la forme d’un disque équidistant des deux noyaux. Son
expansion est provoquée par la translocation latérale des microtubules du phragmoplaste et
impligue une fusion soutenue des vésicules de Golgi (Figure 4). Par son expansion centrifuge,
la plaque rejoint la membrane de la cellule, séparant ainsi le cytoplasme en deux parts égales
et la cellule mere en deux cellules filles. Des plasmodesmes primaires se forment entre les
cellules filles par la constriction du réticulum endoplasmique au sein de la plaque cellulaire en
croissance. Les microtubules reviennent en position corticale (Otegui et al., 2005). Un trafic
vesiculaire soutenu permet I’apport des constituants de base (polysaccharides et protéines,

entre autre), nécessaires a la formation de la lamelle moyenne et de la paroi primaire.

I.1.2- Contréles du cycle cellulaire

De la fin d’une mitose & la fin de la suivante, les cellules subissent un ensemble de
phénomeénes, correspondant au cycle cellulaire (Figure 5). Au cours du cycle cellulaire, les
cellules exécutent deux événements fondamentaux: la réplication de I’ADN (phase S, pour
synthese) et le partage rigoureusement égal des chromosomes entre les deux cellules filles
(phase M, pour mitose). Entre ces événements, il y a deux phases intermédiaires du cycle
(Gap), les phases G1 (pré-synthese, durant laquelle le volume cellulaire augmente) et G2
(post-synthese et mise en place de la machinerie cellulaire nécessaire a la duplication de
I”’ADN). Hors de la zone de division, les cellules sont, en majorité, bloquées en phase G1 du
cycle cellulaire (Beeckman et al., 2001). L’ordre immuable de la succession des quatre phases
du cycle, et I’obtention de deux cellules filles rigoureusement identiques (surveillance de
I'’ADN) repose sur la mise en jeu de systemes de régulation (Jacobs, 1995).

La progression du cycle cellulaire dépend de la formation et de I’activation de
différentes kinases hétérodimériques, constituées d’une sous-unité catalytique, CDK (Cyclin-
Dependant Kinase) et d’une sous-unité régulatrice, la cycline (Loyer et al., 2005). D’autres
molécules interviennent dans différents mécanismes de surveillance, inhibant les CDK si
I'étape précédente n'est pas terminée ou si une "réparation” est nécessaire (par exemple les
Kinase-Related Proteins, KRP, Wang et al., 2008). Plusieurs CDK interviennent tout au long
du cycle selon un ordre déterminé (Dewitte et Murray, 2003) : lors du déclenchement de la
réplication de I’ADN (en phase G1 et transition G1-S), lors de la réplication (en phase S), et

lors du déclenchement et de l'exécution de la mitose (en phase G2 et transition G2-M).
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Figure 6 : Roles de I’auxine dans la transition G1/S du cycle cellulaire. Le cycle est divisé
en quatre phases: la réplication de 'ADN (S), la mitose (M), et deux phases Gap (G1 et G2,
entre M/S, et S/M, respectivement). Pendant la phase G1, I'expression des cyclines de type D
et des cyclines dépendant kinase (CDKA) est induite par divers signaux dont l'auxine. Le
complexe CDKA/CYCD est activé par phosphorylation, mais peut étre bloqué par des
inhibiteurs de CDK, les KRP. L’auxine peut réduire I'expression de certains KRPs. Le
complexe CDKA/CYCD phosphorylé provoque la phosphorylation du répresseur de
transcription (RBR) favorisant ainsi I'expression des genes essentiels pour le début de la phase
S sous le contréle du complexe E2FA/B et DPA. En fin de phase S, le complexe E2FC/DPB
inhibent I’expression de ces genes. La dégradation d’E2FC/DPB se déroule au cours de la
phase S par le complexe E3 ubiquitine ligase SCF*2, L auxine stimulerait cette dégradation,
et agirait donc indirectement sur la régulation de I’expression des génes de la phase S (Perrot-
Rechenmann, 2010).
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L’activation des CDK dépend de leur association avec une cycline et de leur degré de
phosphorylation (Jacobs, 1995). Les CDK catalysent la phosphorylation de protéines lors des
événements du cycle cellulaire, tels que la fragmentation de I’enveloppe nucléaire, la
compaction des chromosomes et la réplication de I’ADN. L’activité CDK permet le transfert
du groupement y- phosphate de I’ATP vers une sérine ou une thréonine de la protéine cible si
ces acides aminés sont dans une séquence consensus, spécifiquement reconnue par la kinase.
La phosphorylation modifie la conformation des protéines cibles (Loyer et al., 2005), et donc
leurs propriétés (activation, inhibition, changement de partenaire d'interaction). Les cyclines
n’ont pas d’activité enzymatique, ce sont des protéines régulatrices nécessaires aux CDK pour
que ces dernieres soient actives. Le séquengage du génome d’Arabidopsis thaliana a permis
I’identification de sept classes de CDK, nommées de A a G, et de sept classes de cyclines,
nommeées cycline A, B, C, D, H, P, T (Umeda et al., 2005).

La progression du cycle cellulaire est affectée par les régulateurs de croissance, tels
que les hormones et le saccharose (Figure 5). Un inhibiteur des CDK, ICK
(inhibitor/interactor of cdc2 kinase), est induit en présence d’acide abscissique (ABA)
bloquant ainsi le passage de la phase G1 a la phase S (Figure 5). L’ABA joue un réle dans la
régulation du cycle cellulaire notamment lors de déficit hydrique. Ainsi, la concentration en
ABA, qui augmente dans la racine en réponse au déficit hydrique, stoppe le cycle cellulaire en
phase G1 (Wang et al., 1998). L’auxine joue un réle majeur dans la régulation du cycle
cellulaire, elle agirait sur plusieurs cibles du cycle mais la compréhension de son action reste
encore parcellaire. Lors de la transition G1/S, les sites d’action de I’auxine sont nombreux
(Figure 6). Par exemple, I’auxine induirait I’expression de CDKA;1 chez Arabidopsis thaliana
(Hemerly et al., 1993) et/ou réprimerait I’expression des KRP (KIP-related protein), inhibiteur
des CDKs, dans les cellules de la racine (Richard et al., 2001 ; Himanen et al., 2002).
L auxine affecte aussi la régulation post-transcriptionnelle de certains composants du cycle
cellulaire. Chez des cellules de tabac en suspension, I’auxine jouerait un réle dans
I’assemblage des complexes cyclin/CDK (Harashima et al., 2007). D’autres hormones, les
cytokinines, seraient aussi impliquées dans I’assemblage des complexes CDK/CYC-B ou D
(Zhang et al., 1996).
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Figure 7 : Régulations hormonales du taux de différenciation des cellules
méristématiques. A. Les cytokinines (CK) sont produites dans la zone d’expansion. Les
cytokinines activent via les protéines ARR (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR)
I’expression de SHY2. SHY2 module la distribution de I’auxine (IAA), en réprimant
I’expression des transporteurs d’auxine, PIN. Le transport d’auxine par les protéines PIN
entraine une accumulation d’auxine prés du centre quiescent et des cellules voisines. L’auxine
inhibe alors I’expression de SHY2 au niveau de la zone de transition et régule la biosynthése
de I’acide gibbérellique (GA). B. PIN1, PIN3 et PIN7 transportent I’auxine jusqu’au centre
quiescent. L’auxine stimule alors I’expression des facteurs de transcription, PLETHORA
(PLT) qui stimulent a leur tour I’expression des transporteurs PINs. Les fleches en pointillés

représentent les flux d’auxine. (Galinha et al, 2009).
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1.1.3- Contr6les hormonaux du taux de différenciation des cellules
meéristématiques
La régulation de la croissance de la racine implique une interaction complexe, illustrée
sur la Figure 7, des différentes voies de signalisation hormonale. L'auxine joue un role central
dans la croissance des racines en organisant et maintenant I’activité de division au niveau du
méristeme (Benjamins et Scheres, 2008). Ceci est illustré par la diversité des phénotypes de
mutants d’Arabidopsis thaliana déficients en auxine (Hamann et al., 2002 ; Blilou et al.,
2005). Le gradient de concentration d’auxine, qui culmine au niveau du méristeme, résulte de
I’activité des transporteurs PIN (Galinha et al., 2009 ; Blilou et al., 2005 ; Sabatini et al.,
1999 ; Grieneisen et al., 2007). Le centre quiescent est établi durant I'embryogenése a la suite
de lI'accumulation d'auxine (Friml et al., 2003 ; Weijers et al., 2006). Aprés la germination,
I’accumulation d’auxine, au niveau du centre quiescent, agit comme « un repere de position »,
stimulant I'expression de facteurs de transcription, comme SCARECROW et PLETHORA, qui
régulent la structuration et la taille du méristeme (Blilou et al., 2005, Sabatini et al., 1999).
Les cytokinines ont longtemps été considérées comme des inhibiteurs de la croissance
de la racine (Medford et al., 1989 ; Mason et al., 2005). En effet, les mutants déficients en
cytokinines présentent des racines plus longues et des méristemes ayant un nombre de cellules
plus important, ce qui suggéere que les cytokinines inhibent la prolifération cellulaire (Werner
et al., 2003 ; Miyawaki et al., 2006). Récemment, il a été montré que le taux de cytokinines,
en modifiant le gradient auxinique, provoque la différenciation cellulaire et contréle la taille
de la zone de division (Dello loio et al., 2007, Ruzicka et al., 2009). Cette interaction
auxine/cytokinine résulterait d’un circuit de régulation simple, dépendant de I'abondance d’un
répresseur de la signalisation auxinique, SHY2 (Dello loio et al., 2008). Les cytokinines
favorisent la transcription de SHY2 via les protéines ARR (Arabidopsis Response Regulator)
tandis que I’auxine favorise la dégradation des protéines SHY?2 (Dello loio et al., 2008 ; Tian
et al., 2002 ; Maraschin Fdos et al., 2009). SHY2 module la distribution de I’auxine, en
réprimant l'expression des PINs et régule le gradient auxinique de maniére cytokinine-
dépendante (Dello loio et al., 2008 ; Miyawaki et al., 2004).
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Figure 8 : Synthese des microfibrilles de cellulose. A. Marquage par anticorps des CESA,

localisées en rosettes hexamériques sur la membrane plasmique. Barre d'échelle, 30 nm. B.

Modele d’une rosette hexameérique formée de 6 sous unités, chacune est formée par 3

protéines CESA différentes (o, orange; B, brun, v, vert). C. Modele expliquant la synthése des

microfibrilles de cellulose. Chaque protéine CESA est capable de synthétiser une chaine de

(1,4)-B-D-glucane. Dans ce modele, 36 chaines de (1,4)-B-D-glucane sont formées par la
rosette. (Cosgrove, 2005).
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I.2- Expansion cellulaire : contrdles moléculaires des propriétés pariétales

Une des caractéristiques de la cellule végétale est d’étre entourée par une paroi
primaire pectocellulosique assez rigide, qui lui confére sa géométrie. La paroi primaire relie
les cellules entre-elles, empéchant leur coulissement. L’augmentation des dimensions d’une
cellule implique un accroissement de la surface pariétale avec une néosynthése de composants
de la paroi. S’il ne se produisait qu’une extension sans insertion de nouvelles

macromolécules, la paroi s’affinerait au cours de I’expansion.

1.2.1- Biosynthese de la paroi primaire

La paroi primaire est essentiellement composée de polysaccharides, sous forme de
microfibrilles de cellulose et d’une matrice complexe d’hémicelluloses et de pectines
(Cosgrove, 2005). Les microfibrilles de cellulose sont assemblées a la surface de la membrane
plasmique. La synthese de cellulose est catalysée par les cellulose synthases (CESA). Ces
enzymes sont concaténées en sous-unités hexamériques, elles-mémes assemblées en une
rosette hexamérique localisée dans la membrane plasmique (Figure 8A). Chaque sous-unité
hexamérique est formée par 3 isoformes CESA différentes (Figure 8B). Chez Arabidopsis
thaliana, la synthese de la paroi primaire requiert I’intervention de CESA1, CESA3 et CESA6
(Arioli et al., 1998 ; Fagard et al., 2000). Le substrat primaire des CESA est I’'UDP-glucose,
qui peut étre synthétisé localement dans la membrane plasmique par une isoforme de sucrose
synthase. Chaque protéine CESA synthétise une chaine de (1,4)-B-D-glucane qui
spontanément forme un faisceau de microfibrilles de 4 nm de diametre (Figure 8C). Chaque
microfibrille est assez longue pour parcourir la circonférence de la cellule a plusieurs reprises
(Cosgrove, 2005). En raison de leur forte résistance a la traction élevée, les microfibrilles de
cellulose sont les principaux déterminants de la rigidité pariétale. En outre, étant
structurellement filamenteuses et en partie alignées en rangées paralléles, les microfibrilles de
cellulose sont les principaux déterminants de l'orientation de I’expansion cellulaire : les
cellules s’allongent difficilement dans la direction paralléle a la spirale de cellulose (Lloyd et
Chan, 2004 ; Baskin, 2005 ; Cosgrove, 2005 ; Marga et al., 2005 ; Kutschera et Niklas, 2007).

Entre les microfibrilles, la matrice de la paroi primaire est principalement constituée
de pectines et d’hémicelluloses. Les polysaccharides de la matrice sont synthétisés dans
I'appareil de Golgi et empaquetés dans des vésicules de sécrétion. Ces derniéres fusionnent
avec la membrane plasmique et liberent les polysaccharides, qui sont directement intégrés a la

paroi primaire. Contrairement aux microfibrilles de cellulose, les hémicelluloses sont
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Figure 9 : Modes d'action des pectines méthylestérases (PME). Selon les propriétés de la
paroi primaire, les PME (vert) peuvent soit A. favoriser I’action d’enzymes telles que les
endopolygalacturonases (PG) et contribuer ainsi au relachement de la paroi cellulaire, soit B.
augmenter le nombre de groupements carboxyle (déméthylestérifés) présents sur les
molécules de pectine, qui interagissent avec les ions bivalents (Ca**), contribuant & la
rigidification la paroi cellulaire. Les acides galacturoniques méthylestérifiés et

déméthylestérifiés sont représentés en bleu et en jaune respectivement (Micheli, 2001).
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ramifiées et cette caractéristique structurale, ainsi que leur capacité a se lier a cellulose,
permet la constitution d’un réseau dense de microfibrilles de cellulose et d’hémicelluloses
(Willats et al., 2001 ; Cosgrove 2005). Plus généralement, a travers des interactions non-
covalentes avec les microfibrilles de cellulose, la matrice contribue aux propriétés mécaniques

et a la dynamique de la paroi primaire.

1.2.2- Relachement de la paroi

Pour permettre une expansion cellulaire, il est nécessaire de « relacher » la paroi
primaire, c'est-a-dire la rendre extensible. La paroi étant composée de plusieurs types de
molécules, plusieurs enzymes induisent ou limitent ce relachement (Cosgrove, 1999). Les
hémicelluloses principalement composées de xyloglucanes, peuvent étre la cible des
xyloglucan endotransglucosylases/hydrolases (XTH) et des endo-(1,4)-pB-D-glucanases (aussi
appelées « cellulases ») (Fry et al., 1992 ; Rose et al., 2002). Les XTHs peuvent présenter
deux activités distinctes, une activité d’endotransglucosylase (XET) ou une activité
d’endohydrolase (XEH) (Rose et al., 2002). Ces activités rompent les liaisons entre les
glucanes et la cellulose et contribuent au relachement de la paroi (Cosgrove, 2005).

Le relachement de la paroi primaire est aussi sous le contr6le d’enzymes pH-
dépendantes, appelées expansines. Le pH de la paroi primaire des cellules en croissance se
situe généralement entre 4,5 et 6, optimum d’activité des expansines (Cosgrove, 1997).
Lorsque les cellules sont exposées a une forte quantité d’expansines ou lorsque les géenes
codant des expansines sont surexprimés, le taux de croissance cellulaire est augmenté
(Fleming et al., 1997; Pien et al., 2001). A I’inverse, la diminution de I’expression des genes
codant les expansines diminue I’expansion des cellules (Cho et Cosgrove 2000; Choi et al.,
2003). Les expansines n’hydrolysent pas les polymeres de la paroi, mais jouent un réle dans
I’affaiblissement des liaisons hydrogene entre les polysaccharides pariétaux et les
microfibrilles de cellulose. Elles permettent ainsi un relachement de la paroi et I’écartement
des microfibrilles les unes par rapport aux autres (McQueen-Mason et Cosgrove, 1994, 1995;
Cosgrove, 2005).

Les pectine meéthylestérases (PME) peuvent aussi jouer un réle important dans le
relachement de la paroi. Les pectines représentent un tiers de toutes les macromolécules de la
paroi cellulaire (Willats et al., 2001). Les pectines sont riches en acide galacturonique
(Figure 9). Lorsque les pectines sont déposées au niveau de la paroi primaire, elles sont
méthylesterifiées a 70-80% (Ridley et al., 2001). Les PME suppriment les groupements

méthyl-ester provoguant un affaiblissement des liaisons entre les résidus acides qui peuvent
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Figure 10 : Induction du relachement de la paroi primaire par I’auxine. L'auxine est
percue par le récepteur ABP1, qui interagit avec des protéines membranaires inconnues
associées a la membrane plasmique (un candidat potentiel est la protéine CBP1) (Shimomura
2006), déclenchant plusieurs cascades de signalisation. Une premiere cascade activerait les
pompes a protons H'/ATPases, provoquant l'acidification de l'espace extracellulaire et
l'activation des protéines associées a la paroi primaire comme les expansines et les
endotransglycosylases xyloglucan/hydrolase (XTH). L'activation des pompes H'/ATPases
induit également une hyperpolarisation de la membrane plasmique et I'activation des canaux
K", essentiel a l'absorption d'eau nécessaire a l'expansion. Une deuxiéme cascade potentiel
entrainerait I’activation des facteurs de transcription AUX/IAA qui induirait I’expression des
génes codant des pompes H'/ATPases, des protéines impliquées dans la biosynthése de la
paroi. Ces facteurs de transcription peuvent étre dégradés dans le noyau par le complexe E3
Ubiquitin Ligase SCFT'™YAF8 Une derniére cascade de signalisation est envisagée. Cette
signalisation induirait la modulation des enzymes GTPases ROP (ROP2, RIC1, RIC4) qui

agirait sur les réseaux d’actine et de microtubule (Perrot-Rechenmann 2010).
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alors fixer le calcium ou des peptides. Dans ce scénario, compatible avec les données
obtenues dans le tube pollinique et les hypocotyles, les PME rigidifient la paroi cellulaire et
bloquent I’expansion (Jiang et al., 2005 ; Derbyshire et al., 2007 ; Rockel et al., 2008). En
revanche, en l'absence de calcium, la dé-méthylestérification par les PME rendrait la paroi
cellulaire plus extensible. Les PME agiraient donc comme des enzymes dont I’impact sur la
rigidité pariétale dépendrait de la présence d'autres effecteurs. Pour ajouter en complexité, les
PME constituent une famille multigénique, et chaque isoforme présenterait une activité
dépendante du pH et du degré de méthylestérification du substrat (Willats et al., 2001).
Comme pour le controle de la division, les hormones jouent aussi un réle dans le
relachement des parois. Un lien étroit entre le relachement des parois et I’auxine a été montré
(Figure 10), mais le mécanisme moléculaire déclenchant le relachement des parois reste
hypothétique. L’auxine serait percue par le récepteur de l'auxine ABP1 (Auxin Binding
Protein 1), qui interagirait avec des protéines inconnues associées a la membrane plasmique
(un candidat potentiel serait la protéine CBP1, C-terminal peptide-binding protein 1,
Shimomura, 2006). Cela activerait des pompes H*/ATPase, provoquant l'acidification de
I'espace extracellulaire et I'activation des protéines de type expansines et XTH, qui, comme
nous venons de le voir, interviennent dans le relachement de la paroi primaire en agissant sur
le réseau de polysaccharides de la paroi. L’activation de pompes induirait également une
hyperpolarisation de la membrane plasmique et I'activation des canaux entrants K*, essentiels
pour I’homéostasie cellulaire. L'auxine agirait aussi sur les microfilaments d’actine et les
microtubules impliqués dans la polarité cellulaire (Xu et Scheres, 2005). L’auxine induit
I’expression d’AUXIN RESPONSIVE FACTORs (ARF), qui stimuleraient en cascade la
transcription des génes codant différents composants de la paroi, des pompes H*/ATPase et

canaux K*.

1.2.3- Réle des microtubules dans I’expansion cellulaire
Bien que la pression de turgescence soit non directionnelle, I’expansion des cellules
est anisotrope. En 1962, Green fut le premier a poser I’hypothese d’une expansion anisotrope
des cellules en croissance nécessitant un alignement précis du cytosquelette, notamment des
microtubules, avec les microfibrilles de cellulose de la paroi. Il a mis en évidence qu’un
traitement des cellules a la colchicine (agent désorganisateur des microtubules) désorganise
les microfibrilles de cellulose et I’expansion des cellules. L'observation directe, par Ledbetter

et Porter en 1963, d’un co-alignement des microtubules et des microfibrilles de cellulose a
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dans la direction similaire a celle des microtubules. (Adapté d’Hamant et Traas, 2010).
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fourni les premieres données pour confirmer un modele de biosynthese de la paroi cellulaire
dans lequel l'alignement des microtubules détermine la direction de la synthese des
microfibrilles de cellulose (Figure 11). Le co-alignement des microtubules et des
microfibrilles de cellulose dans la couche interne de la paroi primaire restreint I’expansion
radiale et favorise Il'expansion anisotrope des cellules de maniére perpendiculaire a
I'alignement des microfibrilles de cellulose. Cette hypothése de co-alignement est soutenue
par des expériences d'imagerie cellulaire dans lesquelles les cellulose synthases (CESA) et les
microtubules corticaux sont colocalisés (Paredez et al., 2006). De nombreuses études
montrent l'importance des microtubules comme élément de structuration de I’alignement des
microfibrilles de cellulose et de la croissance anisotrope (Baskin, 2005). Plusieurs études
récentes renforcent I’idée que la production et/ou l'entretien du réseau de microtubules
incluraient d'autres points de régulation de la machinerie de biosynthése de la cellulose (revue
par Hamant et Traas, 2010).

Une rétroaction de la machinerie de synthese de la cellulose sur le réseau cortical de
microtubules a aussi €té proposée. Les cellules de tabac BY-2, traitées avec un inhibiteur de la
synthése de la cellulose, I’isoxaben, seraient incapables d’expansion anisotrope (Fisher et Cyr
1998). Des mutants affectés dans la synthese de la cellulose, avec une expression modifiée de
cesa6 et Korrigan, seraient affectés dans I’orientation des microtubules : les cellules
épidermiques des racines des mutants sont trés allongées, et affichent des écarts d’orientation
par rapport aux témoins (Paredez et al., 2006) . La modification de la conformation des
microtubules chez un mutant « knock-out » cesa2 d’Arabidopsis thaliana apporte un soutien
supplémentaire a I’hypothese d’une régulation du réseau de microtubules dépendante de celle
des protéines CESA (Chu et al., 2007). En outre, un traitement a la cellulase induit
uniquement un gonflement cellulaire, sans incidence sur l'alignement des microtubules
corticaux (Paredez et al., 2006). Ce résultat indique que I’alignement des microtubules ne
serait pas perturbé par une modification de I’association microtubules/microfibrilles de
cellulose, mais surtout suggere la présence d'un facteur couplant l'activite CESA et la

stabilisation du réseau de microtubules (Paredez et al., 2006).
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1.3- Expansion cellulaire : controles moléculaires de la conductivite

hydrauliqgue membranaire

L’augmentation relative de volume cellulaire (assimilée au flux d’eau entrant) est
fonction de la pression de turgescence (force motrice de I’expansion) et est limitée par
I’extensibilité des parois et par la conductivité hydraulique de la membrane, Lp (Lockhart,
1965). L’ importance de Lp en tant que « limiteur » de I’expansion cellulaire a été fortement
discuté et reste en debat (Cosgrove, 1993 ; Boyer, 1985 ; Boyer, 1988 ; Pritchard et al., 2000 ;
Fricke, 2002 ; Boyer et Silk, 2004). Pour entrer dans la cellule en croissance, I’eau provenant
de I’apoplasme doit traverser la membrane plasmique (voie transmembranaire). L’eau
provenant d’une cellule adjacente pourra soit emprunter la voie symplasmique (via les
plasmodesmes), soit la voie transmembranaire (Figure 12). En ce qui concerne la voie
transmembranaire, I’eau peut diffuser au travers de la bicouche lipidique de la membrane.
Néanmoins, la forte perméabilité de la plupart des membranes, y compris celle de la vacuole
(tonoplaste), ne peut étre expliquée par un simple phénomeéne de diffusion. Alors que les
bases biophysiques du transfert de I’eau a travers les membranes ont été énoncées dans les
années 1950, la découverte en 1992 de structures protéiques formant des canaux a eau, les
« aguaporines », a lancé un nouveau champ de recherche (Preston et al., 1992 ; Maurel,
2007). Les nombreuses avancées dans la compréhension de la structure et du fonctionnement
des aquaporines démontrent le réle des aquaporines dans le transfert de I’eau a travers les

membranes et dans la gestion de I’équilibre hydrique de toute cellule vivante.

1.3.1- Famille des aquaporines : classification et structure

Les aquaporines font partie de la famille des protéines intra-membranaires, (MIP,
MAJOR INTRINSIC PROTEIN), qui facilitent le transfert bidirectionnel de I’eau et de
certains petits solutés a travers les membranes. Chez les végétaux, les aquaporines ont été
initialement réparties en quatre classes. Chez Arabidopsis thaliana, la plus importante des
classes, avec 13 isoformes, est celle des PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEINS
(PIPs), subdivisées en deux clades phylogénétiques, PIP1 et PIP2. Chez Populus trichocarpa,
les TONOPLAST INTRINSIC PROTEINS (TIPs) sont plus nombreuses que chez A. thaliana
(17 versus 10 isoformes, respectivement). La 3°™ classe contient les NODULIN26- LIKE
INTRINSIC PROTEINS (NIPs), initialement caractérisées dans les nodules de légumineuses,
avec 9 isoformes chez A. thaliana et 11 isoformes chez P. trichocarpa. La 4°™ classe, les
SMALL INTRINSIC PROTEINS (SIPs), comprend 3 isoformes chez A. thaliana et 6 chez

13
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Figure 13 : Structure d’une aquaporine. Les six domaines transmembranaires (1-6) sont
reliés par cing boucles (A-E) et délimitent un pore central. Les motifs conservés, NPA,
interagissent dans la région la plus étroite du canal. Un site de N-glycosylation se trouve dans
la boucle extracellulaire (C). L’astérisque indique la position du résidu cystéine qui est

responsable de la sensibilité au mercure. (Zardoya, 2005).

Figure 14 : Assemblage des aquaporines en tétrameére. Les aquaporines s’assemblent sur
les membranes en tétrameére constituant une supramolécule contenant 4 pores (P). (Térnroth et
al., 2006).
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P. trichocarpa (Gupta et Sankararamakrishnan, 2009). Lors de I’annotation de la famille chez
la mousse modele Physcomitrella patens, d’autres classes d’aquaporines ont été trouvées :
celle des homologues des aquaglycéroporines bactériennes (GIpF-LIKE INTRINSIC
PROTEINS, GIPs), celle des HYBRID INTRINSIC PROTEINS (HIPs), et celle des
UNCATEGORIZED X INTRINSIC PROTEINS (XIPs) (Danielson et Johanson 2008). Des
homologues XIPs ont été identifiés chez des végétaux supérieurs, notamment la pomme de
terre et le peuplier, ce dernier présentant 6 isoformes (Sade et al., 2008 ; Tuskan et al., 2006 ;
Gupta et Sankararamakrishnan, 2009). La détermination cristallographique aux rayons X de la
structure 3D montre une structure hautement conservée des aquaporines microbiennes,
animales et vegétales (Fujiyoshi et al., 2002 ; Tornroth-Horsefield et al., 2006). Une
aquaporine est une protéine monomérique de 23 a 31 kDa formant un canal dans les
membranes plasmiques ou intracellulaires (Figure 13). Cette structure comporte six domaines
transmembranaires inclinés dans le plan de la membrane et délimitant un pore central. Ces
domaines transmembranaires sont reliés par cing boucles (A-E) dont trois sont extracellulaires
(A, C, E). Les boucles B et E présentent chacune un motif conservé Asparagine-Proline-
Alanine (NPA). Des constrictions du pore central sont générées d’une part par la proximité
des deux motifs NPA et d’autre part un motif conservé aromatique/Arginine (Ar/R). Les
extrémités N-terminale et C-terminale sont toutes deux exposées au cytosol. Des projections
de structure déterminées par cryo-microscopie électronique montrent que les PIP et les TIP
s’assemblent en tétrameres dans leurs membranes natives (Figure 14), (Daniels et al., 1999 ;
Fotiadis et al., 2001). Cette structure quaternaire résulte d’interactions hydrophobes entre

Mmonomeres.

1.3.2- Sélectivité du pore et statut ouvert/fermé du canal (Channel gating)
Les aquaporines, PIPs, TIPs, NIPs et SIPs fonctionnent comme des canaux a eau. En
effet, I’expression de ces aquaporines dans une levure ou d’un ovocyte de xénope augmente
Pf!, le coefficient de perméabilité & I’eau (Ishikawa et al., 2005 ; Kamaluddin et al., 2002,
Maurel et al., 1993, Rivers et al., 1997). Par ailleurs, la perméabilité a I'eau de protéo-
liposomes est augmenté lorsqu’ils contiennent une aquaporine purifiée (Dean et al., 1999 ;

Karlsson et al., 2003). Le transfert de I’eau a travers le pore de ces aquaporines est passif. Les

! La perméabilité (osmotique) a I’eau (Pf) est proportionnelle & la conductivité hydraulique membranaire (Lp)
selon la formule : Pf=Lp (R T /V,,) avec R, le nombre d'Avogadro, T, la température absolue et V,,, le volume
molaire de I’eau (Maurel, 1997 ; Hertel et Steudle, 1997).
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motifs NPA interagissent dans la zone la plus étroite du pore et empéchent la formation d’eau
structurée, i.e. la formation de ponts hydrogéne entre les molécules d’eau.

Des études d’expression hétérologue dans des ovocytes de Xxénope montrent que
certaines isoformes d’aquaporines végétales transferent aussi de petits solutés tels que le
glycérol (Biela et al., 1999), I'urée (Liu et al., 2003), le formamide, I'acétamide (Rivers et al.,
1997), I'ammoniaque, I'ammonium (Holm et al., 2005), I’acide borique (Takano et al., 2006),
I'acide silicique (Ma et al., 2006), I'acide lactique (Choi and Robert, 2007) et le peroxyde
d’hydrogéne (Bienert et al., 2007). La spécificité du substrat peut étre expliquée par
I’exclusion de taille provoquée par deux motifs conservés, le motif aromatique/Arginine
(Ar/R) et le motif NPA. L'imperméabilité remarquable des aquaporines aux protons peut étre
expliquée par une répulsion électrostatique au niveau de la constriction Ar/R, mécanisme le
plus probable mais qui reste toujours débattu (de Groot et Grubmuller, 2005).

Le statut ouvert/fermé du canal des aquaporines (channel gating) est régulé par des
effecteurs multiples incluant les protons, le calcium et la phosphorylation. Le transfert d’eau
via AtPIP2;1 est réduit dans des protéoliposomes en variant le pH de 8 a 6 (Verdoucq et al.,
2008). Cette méme étude met en évidence un lien entre le statut ouvert/fermé du canal et la
présence de cations divalents. Le cadmium et le manganése, en plus du calcium, ont été
identifiés comme des inhibiteurs potentiels de I’ouverture d’AtPIP2;1. Des analyses de
mutants suggerent que I’inhibition de I’ouverture du canal par protonisation ou fixation d’ions
divalents est liée par un mécanisme moléculaire commun. En particulier, I’histidine 199 est
identifiée comme un site sensible aux protons (Tournaire-Roux et al., 2003) et des résidus
acides en position N-terminale seraient impliqués dans I’ouverture/fermeture du canal de
maniéere proton-dépendante et calcium-dépendante (Tournaire-Roux et al., 2003).

Des analyses de structure-fonction ont été menées dans des ovocytes de xénopes et
plus récemment en considérant la structure atomique des SoPIP2;1 dans sa conformation
ouverte et fermée (Tornroth-Horsefield et al., 2006). Le r6le de la phosphorylation sur la
régulation du statut ouvert/fermé du canal est visible lors de I’expression de protéines
chimériques au sein d’ovocytes de xénope complétée par I’utilisation de kinases, de
phosphatases, d’agonistes ou inhibiteurs. Ces approches ont montré le role de la
phosphorylation dans I’ouverture/fermeture de PvTIP3;1, de GmNOD26 et de SoPIP2;1
(Daniels et al., 2005 ; Guenther et al., 2003 ; Johansson et al., 1998, Maurel et al., 1995). Les
PIPs portent des sites de phosphorylation conservés et multiples (jusqu'a trois) dans la boucle
B et des phosphorylations interdépendantes se produisent dans des sites adjacents des

extrémités C-terminales. La substitution des sérines en position 7, 23 ou 99 en alanine au sein
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de la séquence protéique de la TIP3;1 du haricot reduit la capacité de transfert d’eau (Maurel
et al., 1995). De plus, la phosphorylation de la sérine 115 ou 274 de la PIP2;1 de I’épinard
active cette capacité (Johansson et al., 1998).

La phosphorylation des aquaporines est dépendante des paramétres environnementaux.
Le taux de phosphorylation de la PIP2;1 du soja diminue quand le potentiel osmotique
diminue, suggérant une fermeture des canaux lors d’un stress osmotique (Johansson et al.,
1996). Le taux de phosphorylation de la sérine 262 de la NOD26 du soja est augmentée in
vivo lors de stress osmotique et est dépendante du stade de développement du nodule
(Guenther et al., 2003). La température joue aussi un réle important dans la régulation de la
phosphorylation. Chez la tulipe, a 20°C, une phosphorylation calcium-dépendante de
I’aquaporine facilite le transfert d’eau et I’ouverture des pétales. A 5°C, la déphosphorylation
de I’aquaporine diminue les flux d’eau au sein des cellules et les pétales se ferment (Azad et
al., 2004).

1.3.3- Localisation des aguaporines et adressage

Les aquaporines sont présentes dans toutes les membranes des compartiments
subcellulaires (Figure 15). Cette large localisation refléte le degré élevé de compartimentation
cellulaire. Eau et solutés sont transférés non seulement a travers la membrane plasmique, mais
aussi a travers les membranes intracellulaires. Le nom des différentes classes d’aquaporines
suggere un adressage univoque a la membrane d’un compartiment. Toutefois, les différentes
classes ne sont pas forcément adressées a un unique compartiment subcellulaire (Figure 15).
Certaines NIPs sont localisées sur la membrane plasmique (Takano et al., 2006). En revanche,
les trois SIP d’Arabidopsis thaliana sont uniquement localisées dans le réticulum
endoplasmique (Ishikawa et al., 2005). Des etudes immuno-cytochimiques, utilisant des
anticorps spécifiques anti-TIP, révélent que différents types de vacuole peuvent coexister dans
une méme cellule et quelles sont équipées de combinaisons spécifiques d’isoformes de TIP
(Jauh et al., 1998). Les TIP1 et TIP2 sont préférentiellement associées aux vacuoles lytiques
et aux grandes vacuoles accumulant des protéines de réserve, respectivement (Jauh et al.,
1998). AtTIP1;1 s’accumule dans des structures sphériques identifiées comme étant des
invaginations intra-vacuolaires constituées d'une double membrane de tonoplaste (Saito et al.,
2002).

Comprendre les mécanismes d’adressage spécifique des aquaporines aux membranes

et la spécialisation fonctionnelle associée est une question importante. Le trafic intracellulaire
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Figure 16 : Modéle hypothétique du réle des modifications post-traductionnelles et des
signaux de ciblage dans le trafic intracellulaire de AtPIP2;1. Suite a sa synthése dans le
réticulum endoplasmique, AtPIP2;1 peut étre i) degradée par [I’action du complexe
d’ubiquitination (Ub), phénomene observé en condition de sécheresse (Lee et al., 2009) ou ii)
phosphorylée (P) sur la sérine 283 (Prak et al., 2008). La reconnaissance d'un motif putatif
diacide (DXE) par la protéine de capside du complexe Il (COPII) permet I’export de AtPIP2;1
puis son trafic a travers l'appareil de Golgi, jusqu’a la membrane plasmique. Un équilibre
entre formes phosphorylées et déphosphorylées de AtPIP2;1 dans la membrane plasmique est
atteint par l'action combinée des protéines kinases et phosphatases putatives. L'endocytose
impliquant des vésicules recouvertes de clathrines est inhibée par l'auxine (Paciorek et al.,
2005 ; Dhonukshe et al., 2007). L’exocytose implique des protéines de type ARF-GEF
(Adenosine-Ribosylation-GTPases Exchange Factor), (Maurel et al., 2009).
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des PIPs a été étudieé, depuis leur synthése au niveau du réticulum endoplasmique jusqu’a leur
membrane de destination, la membrane plasmique, via le réseau de sécrétion (Figure 16).
Plusieurs mécanismes contrbleraient le trafic intracellulaire des aquaporines du réticulum
endoplasmique jusqu’au Golgi. Des études sur la levure, les animaux et plus récemment les
plantes, montrent que [I’export des protéines membranaires au-dela du réticulum
endoplasmique pourrait étre di en partie a un motif diacide (D/E-XD/E) présent sur la
séquence protéique (Hanton et al., 2005 ; Mikosch et al., 2006 ; Sato et Nakano, 2007). Ces
motifs diacides seraient reconnus par un complexe protéique (COPII pour COAT PROTEIN
COMPLEX 1I) qui permettrait le transport des protéines par des vésicules d’export du
réticulum endoplasmique vers I’appareil de Golgi (Sieben et al., 2008). Certaines séquences
PIPs arborent plusieurs motifs diacides dans leur région N-terminale et la fonction d’un de ces
motifs a été montrée chez le mais, pour ZmPIP2;4 et ZmPIP2;5 (Zelazny et al., 2009).
D’autre part, les aquaporines peuvent étre phosphorylées en de multiples sites. Par exemple,
AtPIP2;1 présente deux résidus adjacents phosphorylables (une sérine en position 280,
Ser280, et en position 283, Ser283) dans la région C-terminale. Des mutations au niveau de
ces résidus montrent que la phosphorylation de Ser283 est nécessaire pour éviter la rétention
de AtPIP2;1 au niveau du réticulum endoplasmique (Prak et al., 2008). Toujours au niveau du
réticulum endoplasmique, des phénomenes de régulation par ubiquitination ont été rapportes:
les aquaporines peuvent étre reconnues par une ubiquitine ligase et dégradées par le
protéasome. Cette dégradation peut étre induite lors d’une sécheresse (Lee et al., 2009). Au
niveau de cellules rhizodermiques, un traitement a la brefeldine A, agent bloqueur du trafic
des protéines depuis les endosomes vers la membrane plasmique, induit une accumulation de
AtPIP2;1 dans des endosomes (Jaillais et al., 2008) suggérant que le trafic des aquaporines de
I’appareil de Golgi jusqu’a la membrane pourrait se faire via des endosomes.

Le trafic intracellulaire des aquaporines peut aussi étre facilité par des interactions
protéine-protéine entre aquaporines. Des analyses FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfert, technique permettant d’observer des interactions protéine-protéine) chez le mais
montrent que les PIP1 et PIP2 interagissent pour faciliter leur trafic intracellulaire (Zelazny et
al., 2007).

1.3.4- Aquaporines et expansion cellulaire

L’implication des aquaporines dans la croissance des organes a été mise en evidence

par I’utilisation de dérivés de mercure. Ces dérivés du mercure, qui agissent par oxydation en
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Figure 17 : Niveau d’accumulation des transcrits ZmPIPs le long de la racine du mais.
La racine est coupée en segments : 0-5 mm (correspondant a la coiffe, au méristeme et au
début de la zone d’expansion), 5-10 mm (zone d’expansion), 10-20 mm (fin de la zone
d’expansion, et début de la zone ou se forment les poils racinaires), 30-40 mm (zone & poils
racinaires), 50-60 mm (zone mature), and 100-110 mm (apparition de racines secondaires).
Les niveaux d’accumulation de ZmPIPs et EF1-A (codant le facteur d’élongation alpha,
utilisé comme marqueur d’activité méristématique) sont normalisés par les génes de

référence, a-tubulin, ubiquitin, et H*/ATPase (Hachez et al., 2006a).
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se fixant sur les résidus cystéine, sont utilisés pour occlure le pore des aquaporines et limiter
ainsi le transfert d’eau. En 2002, Hukin et ses collaborateurs ont montré que I’application de
chlorure de mercure ralentit la croissance des racines de mais. Un traitement de 20 uM réduit
I’expansion de la racine de 75%. Ce traitement affecte fortement I’expansion et la
conductivité hydraulique membranaire des cellules en forte expansion [5-12 mm] mais
n’affecte pas celles des cellules proches de I’apex [3 mm]. Ce résultat suggere I’implication
des aquaporines dans le transfert d’eau au sein d’un tissu en croissance et la possible
limitation de la croissance par la conductivité hydrauligue membranaire. Par ailleurs, la
perméabilité a I’eau des cellules en croissance du mésophylle ou de I’épiderme de feuilles
d’orge est de 31 a 55% plus forte que celle des cellules matures (Volkov et al., 2006).

La plupart des PIPs sont exprimées dans tous les tissus de la plante, et sont plus
fortement exprimées dans les tissus en croissance (Maurel et al., 2002). AtPIP1;2 est
exprimee préférentiellement dans la zone d’expansion et de différenciation de la racine
d’Arabidopsis thaliana (Kaldenhoff et al., 1995). Une forte expression des PIPs a été détectee
dans les tissus en expansion de racines de tabac (Otto et Kaldenhoff, 2000), de I’hypocotyle
d’haricot (Eisenbarth et Weig, 2005), des anthéres et des pistils (Bots et al., 2005, O’Brien et
al., 2002) et des feuilles d’orge (Fricke et al., 2006, Wei et al., 2007). Chez I’orge, alors
qu’HVPIP1;6 est préférentiellement exprimée dans la région basale de la feuille, i.e. dans la
zone présentant la plus forte expansion, HVPIP2;1 présente un patron d’expression inverse,
suggérant un réle prépondérant des PIP1s par rapport aux PIP2s dans I’expansion cellulaire
(Wei et al., 2007). Chez le riz, OsPIP1A et OsPIP2A sont plus fortement exprimées chez les
jeunes plantules. De plus, leur expression est régulée par la lumiere dans la racine primaire
(Malz et Sauter, 1999). Durant I’expansion des pétales de rose, une forte accumulation des
transcrits RhPIP2;1 est observée dans les cellules épidermiques (Ma et al.,, 2008).
L’inhibition de I’expression de ce gene par des traitements éthyléne ou dans des mutants
« silencing », induit une réduction de la taille des cellules et réduit I’expansion des petales.
Chez le mais, 12 des 13 PIPs sont exprimées dans la racine et leur expression dépend du stade
de développement de la racine (Chaumont et al., 2001, Hachez et al., 2006a). Quelle que soit
la position au sein de la racine, quatre PIPs (2 PIP1 et 2 PIP2) sont fortement exprimées par
rapport aux huit autres. L expression des PIPs augmente avec la distance a I’apex jusqu’40
mm. Au dela leur expression se stabilise ou diminue (Figure 17).

Le flux d’eau nécessaire a I’expansion de la cellule traverse la membrane plasmique
mais I’eau ne reste pas dans le cytosol, elle traverse une seconde membrane, le tonoplaste,

entourant la vacuole. Le volume cytoplasmique est petit en regard de celui de la vacuole et du
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Figure 18 : Localisation des transcrits de ZmTIP1 dans la racine du mais. Les transcrits
sont visualisés (en rouge) par hybridation in situ sur des sections transversales réalisées le
long de la racine (A, C-F). A. Contrdle négatif. B. Représentation schématique de la section
longitudinale d’une racine de mais. Les fleches en pointillés indiquent la position des sections
transversales D, E et F. C. Grossissement du cadre présent dans la figure D. D. Section
transversale en fin de zone d’expansion. Les fleches blanches indiquent la position de
I’épiderme. E. Section transversale au milieu de la zone d’expansion. Les fléches blanches
indiquent la position de I’endoderme et du péricycle. Les triangles blancs indiquent
I’accumulation des transcrits au niveau des cellules du parenchyme qui entourent les
vaisseaux du métaxyléme. F. Section transversale dans la zone de division. (Barrieu et al.,
1998)
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volume cellulaire total. Au cours de I’expansion cellulaire, la taille de la vacuole augmente
considérablement, jusqu’a occuper la quasi-totalité de I’espace cellulaire. Des mesures de
transfert d’eau sur des vésicules de tonoplaste, isolées a partir de suspensions cellulaires de
tabac ou de racines de blé révelent la tres forte conductivité hydraulique du tonoplaste
(Maurel et al., 1997 ; Niemietz et Tyerman, 1997). La conductivité hydraulique de la
membrane plasmique est environ 6 fois plus faible que celle du tonoplaste, bien qu’une forte
conductivité de la membrane plasmique ait été trouvée pour quelques types cellulaires et a
certains stades de développement (Chaumont et al., 2005 ; Maurel et al., 2002). La différence
de perméabilité entre la membrane plasmique et le tonoplaste est essentielle pour
I’homéostasie cellulaire. En effet, le volume du cytoplasme ainsi que son potentiel osmotique
sont rapidement ajustés en réponse a un changement externe de potentiel osmotique, et ceci
est facilité par la forte conductivité hydraulique du tonoplaste, faisant de la vacuole une
source pour ajuster les entrées et les sorties d’eau au niveau du cytoplasme (Cosgrove, 1993 ;
Fricke et Chaumont, 2006 ; Maurel et al., 2002 ; Tyerman et al., 2002). Etant donne que le
flux d’eau entrant dans la cellule traverse aussi la vacuole, il est permis de penser que les TIPs
peuvent jouer, au méme titre que les PIPs, un réle important dans la régulation de I’expansion
cellulaire.

Des approches d’hybridation in situ et de type ‘gene rapporteur’ (pAtTIP1;1::GUS),
montrent une expression d’AtTIP1;1 préférentiellement dans la zone d’expansion de la racine,
aucune dans le méristeme, ni dans la zone mature (Ludevid et al.,1992). Par ailleurs, les
transcrits AtTIP1;1 s’accumulent en présence d’acide gibbérellique, hormone de croissance
(Phillips et Huttly, 1994). Des approches utilisant I’ARN interférent (ARN qui interfére avec
un ARN messager spécifique conduisant a sa dégradation et a la diminution de sa traduction
en protéine) ont été menées : les plantes subissant une régulation négative d’AtTIP1;1 ont une
croissance réduite (Ma et al., 2004). ZmTIP1;1, orthologue chez le mais d’AtTIP1;1 est
fortement exprimee dans les cellules en expansion de la racine, des feuilles et des organes
reproducteurs (Chaumont et al., 1998). La quantité de transcrits ZmTIP1;1 est aussi
abondante dans les cellules de I’épiderme et dans les tissus conducteurs (Figure 18, Barrieu et
al., 1998). Les TIPs sont fortement exprimées dans les tissus en expansion de I’hypocotyle de
soja, de haricot, et de jeunes plants de radis (Eisenbarth et Weig, 2005 ; Higuchi et al., 1998 ;
Suga et al., 2002), pendant I’expansion de la tige de tulipe (Balk et de Boer, 1999) et pendant
la croissance du fruit chez le pois (Ozga et al., 2002). Une augmentation de la quantité de
transcrits d’HVTIP1;1 est observée chez le mutant slender dont la croissance des feuilles est

accelérée par rapport au témoin (Schiinmann et Ougham, 1996). La surexpression d’une TIP
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dans des protoplastes de tabac induit une augmentation de la taille des cellules (Reisen et al.,
2003). Dans des protoplastes de tabac, la surexpression de TIP1;1 accélere a la fois la
régénération de la vacuole et I’expansion cellulaire (Okubo-Kurihara et al., 2009). Ces études

soulignent la bonne corrélation entre I’expression des TIPs et I’expansion cellulaire.

1.3.5- Alimentation en eau de la zone en croissance

L’origine de I’eau nécessaire a I’expansion cellulaire dans la zone en croissance fait
I’objet d’un débat depuis longtemps. L’expansion cellulaire requiert un apport massif d’eau
qui doit étre soutenu par un flux d’eau en direction des cellules en croissance. Dans le cas des
racines, une premiére hypothése envisageait que I’alimentation en eau de la zone de
croissance résultait du transfert direct de I’eau du sol qui entoure la zone de croissance,
radialement vers les cellules internes en croissance (Silk et Wagner, 1980). Cependant, cette
hypothése est partiellement remise en question. En effet, la croissance des racines adventives
du mais, du riz, et d'autres graminées, qui se développent en partie a I'air, suggére que le flux
d’eau nécessaire a I’expansion des cellules des racines ne provient pas uniquement du milieu
entourant la racine (Westgate et Boyer, 1985). D’autre part, la comparaison des patrons de
potentiels hydriques mesurés avec des potentiels hydriques générés par des modeles -
considérant une source d’eau soit strictement périphérique a la zone de croissance, soit
périphérique et interne (via les tissus matures en amont)- soutient I’hypothése d’une source
d’eau multiple « externe et interne » pour I’apex en croissance (Boyer et Silk, 2004 ; Wiegers
et al., 2009). L’eau alimentant la zone de croissance proviendrait a la fois de la périphérie de
I’apex et des tissus matures via le protophloéme. Cette hypothése est soutenue par des études
empiriques et théoriques qui tendent & montrer que le flux phloémien fournissant les solutés et
les macromolécules nécessaires a I’expansion cellulaire dans la zone en croissance de la
racine, fournit aussi une quantité d’eau proche de celle nécessaire a I’expansion (Bret Harte et
Silk, 1994 ; Frensch et Hsiao, 1995 ; Pritchard, 1996 ; Pritchard et al., 1996 ; Hukin et al.,
2002 ; Gould et al., 2004).

Si le flux d’eau arrive via le protophloéme jusque dans la zone de croissance, le
contréle de la différenciation de ce dernier pourrait étre un élément clé pour maintenir un flux
d’eau en direction des cellules en croissance. Durant I’embryogeneése, les cellules
procambiales subissent des divisions coordonnées et asymétriques, aboutissant a la formation
de cellules initiales (les cellules initiales du protophloéme et du protoxyléme). Aprés la

germination, ces cellules se différencient en cellules conductrices spécialisées, nommeées
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Figure 19 : Trafic symplasmique dans la zone de croissance d’Arabidopsis thaliana. A. A

I’aide de protéines chimériques de tailles différentes, les auteurs ont mis en évidence la

connectivité symplasmique des cellules le long de la zone de croissance. Des molécules sont

déchargées au niveau des cellules compagnes hors de la zone de croissance puis diffusent au

sein de la zone de croissance par les plasmodesmes du protophloeme. Il existe un gradient de

taille des plasmodesmes le long de la zone en croissance : leur diamétre diminue avec la

distance a I’apex, le long de la zone de croissance et les plasmodesmes de petits diametres

sont localisés preés du méristeme. Les cadres contigus indiquent une connexion symplasmique
(Stadler et al., 2005). B. Schéma récapitulatif de la différentiation du protophloéme et du

métaphloéme au sein de la racine d’Arabidopsis thaliana. (Adapté de Bauby et al., 2007).
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protophloéme et protoxyleme. Le facteur de transcription, APL (Altered Phloem
Development) est un des rares marqueurs moléculaires de différenciation du protophloéme. Il
est essentiel pour le maintien de la différenciation des cellules du protophloéme, la
différenciation des cellules compagnes (qui apparaissent au-dela de la zone de croissance) et
pour délimiter la zone de différenciation du xyleme (Bonke et al., 2003). La différenciation
du protophloéme est dépendante des conditions expérimentales. Quand les racines grandissent
rapidement, la différenciation du protophloéme a lieu a une position plus distale de I’apex que
lorsque la croissance est plus lente (Esau, 1969 ; Beauchamp et Lathwell, 1966, Rost et
Baum, 1988). Inversement la réduction de la croissance par la sécheresse est accompagnée
d’une différenciation précoce du protophloeme (Silk, 1992). Ces résultats suggerent aussi
I’importance du protophloéme dans I’alimentation en eau de la zone de croissance.

Chez Arabidopsis thaliana, le géne SUC2 codant une protéine membranaire
responsable du transport de sucrose, est spécifiguement exprimé au niveau des cellules
compagnes du métaphloeme (Stadler et Sauer, 1996 ; Truernit et Sauer, 1995). En 2005,
Stadler et ses collaborateurs ont couplé le promoteur du gene SUC2 a des genes codant des
protéines cytosoliques de tailles différentes elles-mémes couplées a une protéine fluorescente
(de 36 a 67 kDa, Figure 19A). Bien que les protéines chimériques soient traduites
exclusivement dans les cellules compagnes, de la fluorescence est détectée dans la zone de
croissance, ou les cellules compagnes ne sont pas différenciées. Ainsi les protéines
chimériques traduites dans la zone mature sont transférées jusque dans la zone en croissance
(Figure 19). Ce résultat prouve I’existence d’une connectivité symplasmique entre les cellules
de la zone mature et celles de la zone en croissance. Les cellules du protophloéme joueraient
un role majeur dans la connexion entre la zone mature et la zone en croissance de la racine.
En effet, les cellules initiales du métaphloéme sont reliées par des plasmodesmes aux cellules
du protophloeme dans la zone mature (Benke , 1989 ; van Bel et Kempers, 1996 ; van Bel et
al., 2002, Oparka et Turgeon, 1999). Dans la zone en croissance, seules les cellules du
protophloéme sont différenciées (Esau, 1969) et sont connectées par voie symplasmique aux
cellules en croissance (Figure 19A). D’autres part, le long de la zone de croissance, la
connectivité symplasmique des cellules du protophloeme avec les cellules en croissance n’est
pas homogeéne (Stadler et al., 2005). En effet, en fin de zone d’expansion, la connectivité
symplasmique est faible alors que la connectivité est forte au milieu de la zone de croissance,
la ou commence la différenciation du protophloéme. En parallele, les cellules au sein de la
zone de croissance sont connectées les unes aux autres par des plasmodesmes, dont le nombre

et le diameétre varient en fonction de la distance a I’apex. La partie proximale de la zone en
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croissance est caractérisée par une forte quantité de plasmodesmes de petits diamétres (Bret-
Hart et Silk, 1994). Dans la partie distale, la quantité de plasmodesmes est plus faible mais
leur diametre est plus grand (Bret-Hart et Silk, 1994). Si peu d’études se sont intéressées au
transfert de I’eau vers la zone en croissance de la racine, I’utilisation d’un traceur fluorescent
chez le mais a permis de montrer qu’il existait une connectivité symplasmique entre le
protophloéme et les cellules en croissance a 3 mm de I’apex mais que cette connectivité
n’était pas présente a 5 mm et 20 mm de I’apex (Hukin et al., 2002). Du fait de cette
connectivité hétérogene, un changement dans le transfert de I’eau s’opererait au sein de la
zone en croissance. En effet, dans le segment [5-6 mm], ZmPIP1;2 et ZmPIP2;4 sont
surexprimées par rapport au segment [1.5-2.5 mm]. La faible connectivité symplasmique des
cellules les plus distantes de I’apex nécessiterait I’implication d’aquaporines pour faciliter le
transfert de I’eau. En effet, I’application de chlorure de mercure (inhibiteur d’aquaporines)
diminue la croissance de la racine du mais (Hukin et al., 2002). Les résultats disponibles
semblent montrer que les voies symplasmique et transmembranaire sont toutes deux

importantes et complémentaires le long de I’apex.
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I1- La cinématique, un outil pour décrire et analyser la croissance
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Figure 20: Reconstitution de I’expérience de Sachs (1882) sur une racine de potimarron.
Issue de http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/racine/01-sachs.htm.
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En 1882, I'expérience menée par Sachs a montré que la zone de croissance de I’axe de
la racine est localisée au niveau de I’apex. Cette expérience consiste a marquer la racine de
points équidistants, puis & observer aprés un certain temps, les nouvelles positions de ces
marques (Figure 20). Les points ont été déplacés et ne sont plus équidistants. Il s’agit de la
premiére mise en évidence de la zone de croissance, localisée dans I’apex de la racine, mais
surtout de I’existence au sein de la zone de croissance d’un gradient de vitesse de déplacement
des cellules selon leur position initiale (les cellules ne sont pas déplacées a la méme vitesse en
fonction de leur distance a I’apex).

Dans un organe mature, la détermination de la vitesse de variation d’une propriété ne
nécessite que la prise en compte de la variation quantitative de la propriété au cours du temps.
Dans un organe en croissance, il n’est pas possible de déterminer la vitesse de variation au
cours du temps d’une propriété a une position donnée puisque les cellules sont déplacées du
cadre de référence pendant I’intervalle de temps nécessaire a la détermination de la variation.
En une position x, la cellule présente a un instant t, ne sera plus la méme a un instant t+ 6t, du
fait du déplacement des cellules. D’autre part, en plus d’étre déplacée si la cellule grandit, le
biais induit par le changement de taille de la cellule doit aussi étre corrigé. De maniére plus
générale, I’étude des variations d’une propriété au cours du temps dans un organe en
croissance, nécessite une analyse qui prend en compte a la fois le déplacement et I’expansion
des éléments cellulaires impliqués dans ce phénomene. Un formalisme de la mécanique des
fluides permet d’analyser la variation d’une propriété au sein d’un organe en croissance, en le

considérant comme un milieu continu.

I1.1- La racine : un milieu continu

L'analyse mathématique des écoulements fluides repose sur I’hypothese que le liquide
peut étre considéré comme un milieu continu, méme si a I'échelle moléculaire, la masse de la
matiere est loin d'étre uniforme dans sa distribution, étant concentrée dans les noyaux des
atomes qui forment les molécules. Cette hypothese de milieu continu (les propriétés de la
matiére sont réparties uniformément) est justifiée dans le cas d’un fluide, car un volume de
liquide contient un grand nombre de molécules, de sorte que les propriétés du fluide sont des
moyennes non affectées par les propriétés des molécules individuelles (Truesdell, 1977).

Comme souligné par Silk en 1984, il est plus difficile de visualiser un tissu végétal
comme un milieu continu car les unités de base dont il est composé, les cellules, sont plus

grandes que les molécules d’un fluide par rapport au volume considéré. En outre,
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I'organisation spatiale des tissus végétaux est plus complexe. L'unité fondamentale du tissu, la
cellule, est elle-méme composée de sous-structures présentant de grandes différences dans
leurs propriétés physiques et chimiques (par exemple, la viscosité). Par ailleurs, la racine
présente une variabilité radiale des types cellulaires (Figure 1). Cependant, une particularité
remarquable des cellules végetales est qu’elles ne migrent pas les unes par rapport aux autres.
La lamelle moyenne et la paroi primaire fixent les cellules entre elles, empéchant des
glissements entre couches cellulaires ou une expansion plus rapide ou plus lente de certaines
couches de cellules. Dans une racine, I’ensemble des cellules sur un plan radial, subiront le
méme déplacement et la méme expansion. Deés lors, la zone de croissance peut étre considérée
comme un milieu continu: toutes les assises cellulaires sont déplacées de facon similaire. En
ce sens, la zone de croissance peut étre analysée comme un milieu continu. Ce constat a
conduit certains auteurs a utiliser un formalisme de la mécanique des fluides pour analyser la
croissance (Silk et Erickson, 1979; Gandar, 1980; Gandar, 1983a; Gandar, 1983b;
Beemster et Baskin, 1998). Il s’agit de caractériser le champ spatio-temporel des vitesses de
déformation liées a la croissance, ce qui ressort de ce qu’on appelle en mécanique, la
cinématique des milieux continus (Moulia, 2005). La cinématique est I’étude quantitative des
déplacements physiques et des déformations, sans référence aux forces qui les causent. La
cinématique de la croissance est I’étude des déplacements et de I’expansion induits par la
croissance le long d’axe sans faire référence aux causes physiologiques sous-jacentes (Silk et
Erickson, 1979).

I1.2- Analyse spatiale et temporelle d’une propriété au sein d’un organe en
croissance

11.2.1- Caractérisation de la croissance

La croissance au sein d’un organe est caractérisée par la vitesse d’allongement relatif
(ou Relative Elemental Growth Rate, REGR) des cellules. REGR est le changement en
longueur par unité de longueur d’un petit élément tissulaire. Le concept de REGR, issu des
travaux de von Sachs (1882) et de Richards et Kavanagh (1943), est formalisé par Ralph
Erickson dans les années 1950 (Erickson et Sax, 1956 ; révisé par Erickson, 1976). Le REGR
est mathématiquement équivalent a la vitesse de déformation d’un fluide dans un milieu
continu (revue dans Silk et Erickson, 1979 ; Silk, 1984).

Au cours des dernieres années, de nombreuses méthodes quantitatives basées sur

I'analyse de séquences d'images ont été développées et appliquées principalement a I’étude de
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la croissance des racines et des feuilles, ou de I'allongement de I’hypocotyle (Nozue et al.,
2007 ; van der Weele et al., 2003 ; Walter et al., 2003). Ces méthodes peuvent étre classées
en trois approches (Figure 21): (a) I’approche morphométrique, (b) le suivi de points, et (c)
I’approche en flux optique. Les approches morphométriques sont utilisées pour déterminer la
croissance d’un organe (Granier et al., 2006 ; Barbagallo et al., 2003 ; Leister et al., 1999).
Cette approche peut étre développée a grande échelle et a haut débit, mais ne révéle pas la
distribution de la croissance a I’intérieur d’un organe. Dans I’approche «suivi de points », un
certain nombre de points (marques au marqueur, particules de carbone, marques
« naturelles », etc...) est appliqué ou choisi sur I’organe (Basu et al., 2007 ; Beemster et
Baskin, 1998 ; Ishikawa et Evans, 1997). La position de ces points est déterminée par prise
d’images a des temps successifs, et leur déplacement est mesuré pendant chaque 6t. La
mesure du déplacement des points a la surface de I’organe entre deux temps permet de
calculer un champ spatial de vélocité, qui représente la vitesse de déplacement des cellules au
sein de I’organe en fonction de la position. Par cette approche, la distribution spatiale de
REGR peut étre calculée. L’approche par flux optique repose sur I'évaluation de la structure
optique de I’organe par analyse de nuances de gris (Barron et Liptay, 1997 ; Schmundt et al.,
1998 ; Supatto et al., 2005 ; van der Weele et al., 2003 ; Walter et al., 2002). Cette approche
offre une haute résolution spatiale et temporelle sans altération due au marquage. Pour
I'analyse de la croissance des racines, des images sont acquises a des pas de temps de moins
d'une minute et a des résolutions trés fines, ce qui permet d’obtenir une distribution de REGR
a une résolution quasi-cellulaire (Nagel et al., 2006 ; Rahman et al., 2007 ; Swarup et
al., 2005). De plus, le développement d’algorithmes a permis d’automatiser ces analyses
(Schmundt et al., 1998 ; Basu et al., 2007 ; Walter et al., 2002 ; van der Weele et al., 2003).
L’analyse de la croissance foliaire avec cette approche est réalisée sur de nombreuses especes,
y compris les especes modeles comme Arabidopsis thaliana (Wiese et al., 2007) et le peuplier
(Walter et al., 2005). Dans la plupart des approches automatisees, les logiciels donnent
directement accés a un profil de vélocité ou de REGR. Mathématiquement, le REGR
correspond a la dérivée de la vélocité en fonction de la position (Figure 22).

A partir des données de veélocité, le temps nécessaire a une particule positionnée en x
pour atteindre la position x+Ax peut étre calculée. Ainsi le long d’un apex, depuis une
position d’origine, le cumul du temps nécessaire pour effectuer la somme des déplacements
Ax donne accés au temps nécessaire a une particule pour traverser la zone de croissance. Le
suivi spatial et temporel de la particule est appelé trajectoire de croissance (Silk et Wagner,

1980). La trajectoire de croissance est obtenue par intégration des valeurs de vélocité sous
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Figure 22 : Caractérisation de la croissance. A. La trajectoire de croissance illustre le
temps nécessaire a une particule (cellule) positionnée en x pour atteindre la position X+ox.
Cette trajectoire peut étre interprétée comme le temps nécessaire a une cellule pour traverser
la zone de croissance. Sous réserve d’un régime permanent, la trajectoire est calculée en
intégrant les valeurs de vélocité. B. Le profil de vélocité représente la vitesse de déplacement
des cellules le long d’un axe en croissance. La vélocité augmente avec la distance a I’apex et
atteint un plateau correspondant a la vitesse de croissance globale de I’organe. C. En dérivant
les valeurs de vélocité, le profil de REGR est obtenu. Il représente la vitesse d’allongement
relatif des cellules le long de I’axe. (Silk, 1992).
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réserve d’une stabilité temporelle de la croissance sur le temps nécessaire a la traversée de la
zone considérée (Figure 22). En effet, le calcul de la trajectoire de croissance est issu de
I”intégration des valeurs de vélocité, celles-ci sont souvent obtenues sur un pas de temps court
alors que le temps nécessaire, par exemple, pour traverser toute la zone de croissance est
souvent beaucoup plus long. Chez le mais, le déplacement d’une particule de la position
2.5 mm a la position 12 mm dans la zone de croissance de la racine requiert 17 ha 16°C et 8 h
a 29°C (Pahlavanian et Silk, 1988). En interprétant le déplacement d’une particule en termes
de déplacement d’une cellule, on obtient le temps nécessaire a une cellule pour parcourir toute
la zone de croissance, depuis son origine dans le méristéeme jusqu’a la fin de son expansion

au-dela de la zone de croissance.

11.2.2- Détermination de la vitesse de variation d’une propriété au sein

d’un organe en croissance

La zone de croissance de la racine présente de fortes hétérogénéités en termes de
vitesse de deplacement, de vitesse d’allongement relatif et de densité cellulaire. Ces
hétérogénéités doivent étre prises en compte pour analyser la croissance et étudier la variation
d’une propriété au sein de cette zone. En ce sens, I’équation de continuité et les analyses
cinématiques, adaptées de la mécanique des fluides pour analyser la croissance des organes
(Erickson et Sax, 1956 ; Goodwin et Avers, 1956 ; Hejnowicz, 1956), offre un cadre
conceptuel pour analyser la vitesse de variation d’une propriété. Ce champ d’analyses a été
fortement utilisé dans les années 1980 (Silk et Erickson, 1979 ; Silk, 1984). L’équation de
continuité permet de s’affranchir de I’hétérogénéité spatiale des paramétres de croissance le

long de I’apex, et donne acces a la vitesse de variation d’une propriéte :

op op ov
=72 tV—— +tp_—
ot (x) OX (x) OX (x)

ou D, représente la dérivée matérielle soit la vitesse de variation ou le taux de déposition
d’une propriété (exprimée en quantité unité de temps™ unité de longueur™), p, la propriété

d’intérét, et t, le temps. Cette équation est composée de trois termes. Le premier terme%, la

dérivée locale, correspond a la variation de la propriété a une position fixe en fonction du
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temps. Le second termev?, le terme convectif, représente la variation de la propriété
X

induite par le déplacement des cellules. Il résulte du produit entre la vélocité en une position x
et la variation spatiale de la propriété a cette position. Le troisieme termep?, le terme dilutif
X

prend en compte la dilution de la propriété due a la croissance. En effet, au fur et a mesure de
la croissance, le volume cellulaire augmente. La propriété est donc diluée dans un volume
plus grand. Cette équation de continuité permet donc de prendre en compte a la fois le
déplacement et I’allongement des cellules dans un organe en croissance, et par conséquent
d’acceder a la vitesse de variation d’une propriété dans un organe en croissance (Silk, 1984).
En mécanique des fluides, cette vitesse de variation D est aussi appelée dérivée matérielle, qui
se distingue de la dérivée locale en intégrant le mouvement du fluide dans le calcul de la

variation.

11.2.3- Précédentes utilisations de I’équation de continuité pour analyser
la croissance
L’équation de continuité a été appliquée pour comprendre la physiologie de la
croissance des racines. Silk et ses collaborateurs (1984) ont étudié la distribution de I’uronide,
composant de la paroi primaire, le long de la zone de croissance de la racine du mais. En
couplant des mesures biochimiques de la concentration en uronide et des mesures de
croissance relative le long de I’apex, ils ont décrit le taux de deposition de I’uronide le long de
la racine en croissance. L uronide est fortement accumulé dans les premiers millimetres de la
zone de croissance du mais (pic & 3.5 mm) et son accumulation décroit au-dela. Le réle des
osmolites dans la croissance de la racine a aussi été analysé (Silk et al., 1986), montrant les
régions au sein de I’apex qui sont des puits ou des sources d’osmolites
Cette équation est appliquée a des états de croissance contrastés, obtenus suite a des
stress biotiques ou abiotiques. Sharp et ses collaborateurs (1990) ont étudié le role des
osmolites dans la croissance de la racine du mais sous déficit hydrique. Deux états de
croissance- ou les profils de déplacement et de REGR sont différents - sont comparés. En
effet, le déficit hydrique induit une diminution de la vélocité et du REGR au-dela des
3 premiers millimetres apicaux. Les taux de déposition de I’hexose et du potassium présentent
des profils contrastés suggérant une régulation osmotique complexe dans I’apex de la racine

sous déficit hydrique. L’effet de la température sur la croissance de la racine du mais a aussi
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été analysé a I’aide de I’équation de continuité (Pahlavanian et Silk, 1988). L’augmentation
de la température, dans des gammes de variations allant de 16 a 29°C, induit un déplacement
et un allongement des cellules plus fort quelle que soit la position au sein de I’apex. Le taux
de variation de la biomasse le long de I’apex est aussi température-dépendante. Girousse et
ses collaborateurs (2005) ont étudié I’effet de I’attaque du puceron sur I’expansion radiale et
longitudinale de la tige de luzerne, et ont appliqué I’équation de continuité pour étudier I’effet
du stress sur le taux d’accumulation de I’eau, du carbone et de I’azote. Ils montrent ainsi
gu’une attaque de pucerons sur une courte période induit chez la luzerne une forte réduction
synchronisée des taux d’expansion et de déposition de I'eau et du carbone.

Ce formalisme a aussi été appliqué pour analyser I’activité de division au sein des
zones en croissance (Figure 23 ; Fiorani et Beemster, 2006). Dans ce cas, la propriété
d’intérét, p, est la densité cellulaire, soit I’inverse de la longueur cellulaire. La vitesse de
variation de la densité cellulaire correspond a la vitesse de production de cellules. Cette
approche a été utilisée pour analyser les processus responsables de la variabilité de la
croissance de la racine primaire de 18 accessions d'Arabidopsis thaliana (Beemster et al.,
2002). Les variations de croissance observées entre accessions peuvent étre, entre autres,
expliquées par des différences de vitesses de production cellulaire. West et ses collaborateurs
(2004) ont utilisé la méme approche pour étudier I’effet d’un stress salin sur le cycle
cellulaire. Ils montrent que la vitesse de production cellulaire au sein du méristeme de la
racine d’A. thaliana diminue sous I’effet du stress, entrainant une réduction de la taille du
meristéme. Cette vitesse est mise en regard de I’activité de cyclin-dependant kinase (CDK).
Comme la gquantité de proteines de CDKA;1 et CDKB1;1 reste inchangee face au stress, les
auteurs concluent que I'inhibition temporaire de I'activité mitotique qui permet I'adaptation au
stress salin est issue d’un contrdle post-traductionnelle de l'activité CDK. La vitesse de
production cellulaire a aussi été utilisée chez des mutants d’A. thaliana pour étudier I’effet
d’une mutation particuliere sur la croissance de la racine (pour exemple, Beemster et Baskin,
2000 ; Fleury et al., 2007 ; Kutschmar et al., 2009 ; Achard et al., 2009 ). Ce formalisme est
un outil puissant et est trés utilisé pour comprendre les mécanismes qui régissent la croissance

d’un organe et sa réponse aux stimuli environnementaux.

11.2.4- Spécifications eulérienne et lagrangienne d’une propriete
Dans une zone de croissance, les propriétés (par exemple la densité de transcrits) sont

souvent décrites de facon spatiale de méme que les profils de vélocité, de REGR et les
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Figure 24 : Description eulérienne ou lagrangienne d’une propriété dans la zone en
croissance. En tant qu’observateur, la croissance le long d’un axe peut étre décrite de deux
manieres. A. Dans I’approche spatiale ou eulérienne, I’expérimentateur observe une propriété
a différents positions fixées le long de I’axe. B. Dans I’approche référentielle ou lagrangienne,
I’expérimentateur porte son attention sur une propriété d’un élément situé a une position X1.
Cet élément est suivi au cours du temps a toutes les positions. La propriété peut alors étre

décrite a la fois en fonction de I’espace et du temps.
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dérivées matérielles, c'est-a-dire décrites en fonction de la position dans I’organe en
croissance, a un instant donné (Birnbaum et al., 2003, Brady et al., 2007). On parle alors
d’une description spatiale ou eulérienne (Figure 24A). Cependant, nous avons montré que
bien que la zone de croissance soit stable, les éléments cellulaires qui la composent sont
constamment renouvelés et « fluent a travers » cette zone. Dans ce type de configuration, il
est possible de s’intéresser a un élément (une cellule) qui a partir du méristeme « traverse » la
zone de croissance. Ainsi, le point de repére pour I’observateur est la position 0, fixée a la
pointe de la racine (vers le méristeme). La propriété est donc considérée a I’intérieur d’une
cellule, et son évolution est suivie au cours du temps, donc au cours du déplacement de la
cellule le long de la zone de croissance. La propriété n’est plus uniquement décrite de facon
spatiale mais aussi de facon temporelle. Il s’agit alors d’une description matérielle ou
lagrangienne de la propriété (Figure 24B ; Gandar, 1983a, 1983b). En d’autres mots, une
description lagrangienne est une description spatio-temporelle de la propriété. La trajectoire
de croissance (qui permet de déterminer le temps nécessaire a une particule pour se déplacer
le long de la zone en croissance) permet de passer d’une description eulérienne a une
description lagrangienne (Gandar, 1983a, 1983b). Les coordonnées spatiales sont converties
en coordonnées temporelles, a chaque position x correspond un temps t.

Dans un tissu en croissance, le temps et I’espace sont intimement mais non
linéairement liés. Les cellules sont déplacées plus rapidement en fin qu’en début de zone de
croissance. Des lors, la représentation lagrangienne d’une propriété est différente de sa
représentation eulérienne. La trajectoire de croissance peut étre utilisée pour déterminer le
temps entre I'apparition d'un signal et les changements morphologiques ou chimiques initiés
dans la cellule. La trajectoire de croissance est un puissant outil pour étudier les bases

physiologiques des processus de croissance (Silk, 2006).
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En situation de déficit hydrique, la croissance est le premier processus physiologique
affecté, avant méme une modification détectable du statut hydrique (potentiel hydrique de
base, teneur en eau), de la conductance stomatique ou de la photosynthése (Hsiao, 1973 ;
Bogeat-Triboulot et al, 2007). Le maintien du statut hydrique sous sécheresse édaphique
suppose de limiter la transpiration et/ou maximiser I’absorption de I’eau. Ainsi la capacité
d’une plante a maintenir la croissance de ses racines lors d’un déficit hydrique léger est une
composante de I’acclimatation a la sécheresse. Il apparait alors essentiel d’étudier les
mecanismes qui contrdlent la croissance de la racine sous déficit hydrique. A I’échelle de la
zone en croissance, le déficit hydrique induit des variations des vitesses d’allongement et de
déplacement des cellules le long de I’apex de la racine et une réduction de la taille de la zone
de croissance (Sharp et al., 1988). Il existe donc une hétérogénéité de réponse dans la zone en
croissance. De facon simplifiée, deux régions se distinguent: une région apicale ou les
parametres d’allongement et de déplacement ne sont pas affectés par le déficit hydrique et une
région distale ou ces parameétres sont réduits sous deficit hydrique. Le processus d’expansion
cellulaire est différentiellement impacté par le déficit hydrique selon la position le long de
I’apex. Il apparait alors nécessaire d’analyser les mécanismes de régulation de I’expansion
cellulaire dans la zone de croissance, avec une résolution suffisamment fine.

Les contrbles d’un processus physiologique peuvent étre étudiés a plusieurs niveaux.
Le choix s’est porté dans cette thése sur I’étude du contréle de I’expansion cellulaire au
niveau moléculaire (niveau de transcrits). Comme illustré dans I’introduction, les acteurs
moléculaires intervenant dans I’expansion cellulaire sont nombreux. Sur la base du modéle de
Lockhart, plusieurs parametres sont importants pour I’expansion cellulaire, notamment
I’extensibilité des parois et la conductivité hydraulique membranaire. J’ai fait le choix
d’analyser le contréle de I’expansion cellulaire et, en particulier, de me focaliser sur des
acteurs moléculaires potentiellement impliqués dans la modulation de la conductivité
hydrauliqgue membranaire : les aquaporines TIP1 (aquaporines du tonoplaste modulant les
flux entre le cytoplasme et la vacuole et connues pour transférer I’eau). En effet lors de
I’expansion cellulaire, de grandes quantités d’eau et de solutés sont stockées dans la vacuole
générant la pression de turgescence indispensable a I’expansion cellulaire. Malgré une
disponibilité moindre sous déficit hydrique, I’eau doit parvenir jusqu’aux cellules en
croissance pour permettre le maintien d’une expansion cellulaire et une croissance de la
racine. Ainsi il parait pertinent d’étudier la régulation de ces aquaporines sous déficit
hydrique. Afin d’apporter des éléments de compréhension a la régulation de la croissance

sous déficit hydrique, deux autres génes ont été étudiés : une aquaporine de type PIP2 (fixée a
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la membrane plasmique et dont la classe est connue pour avoir une forte capacité de transfert
d’eau) et un facteur de transcription impliqué dans la différenciation du protophloeme qui est
une source probable de flux d’eau vers la zone de croissance.

Jusqu’a présent, les connaissance sur les mécanismes de régulation de la croissance
sous deficit hydrique restent encore fragmentaires, en partie car les analyses détaillées de la
croissance et des mécanismes moléculaires sous-jacents sont relativement rares (Skirycz et
al., 2010 ; Rymen et al., 2007 ; Spollen et al., 2008). Comme récemment souligné par Skirycz
et Inzé (2010), les données disponibles sur la réponse au déficit hydrique sont majoritairement
obtenues sur des tissus matures ou des plantes entiéres. Cependant, le stade de développement
et I’identité cellulaire influencent les réponses physiologiques et moléculaires au déficit
(Skirycz et al., 2010 ; Dinneny et al., 2008). Les analyses moléculaires a I’échelle d’un
organe en croissance ne sont pas simples et souvent mal abordées. Dans un organe en
croissance, les cellules grandissent et sont déplacées au cours du temps et de I’espace, alors
que cette dynamique est absente dans un organe mature. L’équation de continuité peut
prendre en compte cette dynamique et nous permet d’analyser les mécanismes moléculaires
de régulation de la croissance (cf. Introduction).

L’objectif de ce travail est d’étudier I’expression des aquaporines TIP1s et leur
régulation au sein de la zone de croissance de la racine et I’impact du déficit hydrique sur ce
patron de régulation. Cette étude a été menée sur du peuplier, arbre modéle en biologie
moléculaire. En effet, c’est le genre pour lequel les outils moléculaires sont les plus
développés (transformation, publication du génome de Populus trichocarpa, Tuskan et al.,
2006). En plus de son importance economique, le peuplier présente un certain nombre
d’avantages pour I’expérimentation : croissance rapide, capacité de bouturage et propagation
clonale. Pour cette étude, le modéle biologique choisi est un hybride commercial Populus
deltoides x nigra cv ‘Soligo’, qui se cultive aisément en hydroponie et présente I’avantage de
développer de grosses racines adventives a la base de la bouture, facilitant ainsi I’analyse de
la croissance.

Dans un premier temps nous formalisons un cadre d’analyse pour étudier la régulation
des génes dans un organe en croissance. Une démarche intégrative combinant biologie
moléculaire et concepts issus de la mécanique des fluides est menée. Cette démarche nécessite
un systeme d’étude simple : systéme ou des états de croissance sont contrastés mais stables
dans le temps. Cependant, la réponse de la croissance des organes sous déficit hydrique
modéré est souvent caractérisée par une phase d’inhibition, suivie d'une phase de récupération

et d'ajustement a la nouvelle condition (Skirycz et Inzé, 2010). Ainsi, chez plusieurs especes
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dont le peuplier (Hummel, 2006), la vitesse de croissance de la racine diminue fortement juste
aprés I’application d’un déficit hydrique de faible intensité. Apres une (courte) phase
d’acclimatation, la vitesse de croissance retrouve un niveau proche de celles des témoins, et
peut méme étre stimulée. Cette réponse est souvent interprétée comme adaptative car elle
favoriserait I’exploration du milieu édaphique et I’exploitation des ressources hydriques. En
réponse a un déficit plus sévere, la récupération de la vitesse de croissance est plus lente et
souvent partielle. Ainsi dans un deuxieme temps, nous avons recherché si, et le cas échéant, a
partir de quand la croissance revenait a un état stable et caractériser ces d’états de croissance
contrastés sous déficit hydrique. Différents niveaux de déficit ont été appliqués sur plusieurs
jours afin de générer ces états de croissance.

Le systéeme d’étude mis en place, les densités de transcrits des aquaporines TIP1s ainsi
gue de deux autres genes sont étudiées le long de I’apex de la racine dans les différents états
de croissance. Cette densité permet d’étudier les réorganisations d’expression dans la zone de
croissance sous déficit hydrique. Enfin, le cadre d’analyse développé pour étudier la
régulation de I’expression des genes a été appliqué a ces états de croissance contrastés. Ce
cadre permet de déméler s’il existe un déterminisme spatial et/ou temporel de la regulation

des génes sous déficit hydrique et lors d’un remaniement de la croissance.

Mes travaux de recherche s’articulent ainsi autour de 4 questions principales :

Question 1 : Comment s’affranchir de I’hétérogénéité des parametres de croissance le long
de I’apex de la racine pour analyser la régulation de I’expression d’un géne ?

Pour répondre a cette question, j’ai mis en ceuvre une démarche intégrative et multi-
échelle. Les transcrits sont quantifiés avec une haute résolution spatiale (millimétrique) le
long de I’apex de la racine du peuplier, et le profil de vitesse d’allongement relatif (REGR)
est déterminé a partir d’une analyse cinématique. L’équation de continuité est appliquée a la
densité de transcrits de deux genes dit de référence, ACTIN11 et EF1B. Le cadre expérimental
développé donne acces a la régulation spatiale et temporelle de I’expression des genes dans un

organe en croissance.

Question 2 : Quel est I'impact de différents niveaux de déficit hydrique sur la vitesse
d’allongement relatif au sein de la zone de croissance de la racine du peuplier ?
Deux niveaux de déficit hydrique sont appliqués et induisent des états de croissance

stables et contrastés. Le déficit hydrique est simulé en hydroponie par ajout de polyéthyléne
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glycol (PEG, poids moléculaire 3500 g mol™), qui réduit le potentiel hydrique de la solution
nutritive. Les effets des déficits hydriques sur I’allongement des cellules au sein de la zone en

croissance sont caractérisés par une analyse cinématique.

Question 3: Des états de croissance contrastés sont-ils associés a une expression
différentielle des aquaporines TIP1 le long de I’apex de la racine ? Ces profils d’expression
sont-ils liés & I’état de croissance ?

Les densités de transcrits des TIP1s, d’une PIP2 et d’APL sont analysées dans chaque
état de croissance. Les résultats sont discutés au regard de I’origine du flux d’eau au sein de la
zone en croissance et I’état de croissance considéré. La classe des TIP1s ayant été fortement
dupliquée au sein du génome, les différences d’expression entre genes paralogues sont

discutées.

Question 4 : Des états de croissance contrastés impliquent-ils une régulation différentielle de
I’expression des genes le long de I’apex de la racine ? La régulation de I’expression des

aquaporines est-elle régie par un controle positionnel ou temporel ?

La dérivée matérielle de la densité de transcrits donne acces a la régulation de
I’expression des génes le long de I’apex. Ce cadre permet de déterminer les patrons de
régulation dans les états de croissance contrastés et de les comparer. Sous I’hypothese d’une
stabilité temporelle des états de croissance, la trajectoire des cellules le long de la zone en
croissance est caractérisée pour chacun des états de croissance et la spécification lagrangienne
de la dérivée matérielle est calculée. Cette spécification donne acces a une description

temporelle de la régulation de I’expression des genes.
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Figure 25 : Preé-culture et suivi de la croissance de la racine. A. Pré-culture des boutures
en phytotron dans des bacs opaques, B. Bouture placée dans un bac horizontal pour mesurer la
croissance de la racine. C. Schéma récapitulant la chronologie des mesures depuis la phase de

pré-culture jusque la récolte des racines.
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I- Matériel végétal, conditions de pré-culture et de culture

L’étude a été menée sur des racines adventives d’un clone de peuplier (Populus
deltoides x nigra cultivar ‘Soligo’). Cet hybride se cultive aisément en hydroponie et présente
I’avantage de développer de grosses racines a la base de la bouture, facilitant ainsi I’analyse
de la croissance de ces derniéres.

Au cours de la thése, trois lots de boutures (30 cm de long) ont été utilisés. Les
boutures sont produites en janvier (les pépiniéres de la Dive, Curcay sur Dive, France), puis
conservées en chambre froide (4°C, le premier centimetre de la bouture dormante placée dans
I’eau) et les lots sont renouvelés annuellement pour éviter des phénomeénes de vieillissement.
Au moment de la mise en culture, un lot de boutures homogénes (environ 2 cm de diametre)
est sélectionné. Les deux extrémités de la bouture sont coupées (pour éviter les effets induits
par le trempage et/ou la déshydratation) et la bouture est coupée en deux. Chaque bouture (15
cm) est placée dans un bac pour une phase de pré-culture en hydroponie (Figure 25A). Une
extrémité de la bouture (environ 10 cm) plonge dans une solution nutritive : Hoagland Y2
enrichie en phosphate (0.5 mM KNOs, 0.8 mM KH,PO,, 1 mM MgSO,, 2.3 mM Ca(NO;)?,
23 uM de H3BOs3, 4.6 uM MnCly, 0.4 uM ZnSOy, 0.09 uM HgMO,N,H7, 0.18 uM CuSOQ,,
20 uM FeNaEDTA). Le pH de la solution est ajusté a 5.8 avec du NaOH 1N. La solution est
aérée a I’aide d’un diffuseur d’air a aquarium et renouvelée deux fois par semaine. Les bacs (8
L) sont placés dans un phytotron sous une atmosphere contr6lée (température de I’air : 21°C,
humidité relative : 70%, photopériode 16 h jour / 8 h nuit, densité de flux de photons
photosynthétiques : 200 umol s m™). La pré-culture est réalisée dans des bacs opaques pour
éviter I’exposition des racines a la lumiére. Cette pré-culture permet de sélectionner des
racines adventives de diameétre homogene pour I’analyse de croissance. L’apparition des
racines d’intérét est plus ou moins précoce selon la bouture et le temps de pré-culture varie de
1 a 2 semaines. Les boutures peuvent aussi developper des feuilles.

Dés qu’une racine presentant les critéres de sélection apparait, la bouture est transférée
dans le systeme de mesure dans une chambre noire. Le transfert s’effectue toujours en début
de la phase nuit du phytotron pour conserver par la suite, une « nuit continue ». Pour éviter les
effets de la température sur la croissance de la racine, la température de la chambre noire est
ajustée a celle du phytotron (21°C). Enfin, la bouture est transférée avec la solution de pré-
culture, conservée tout le long de I’expérimentation. La racine du peuplier étant plagiotrope,
la croissance est mesurée dans un bac horizontal de 700 mL. La bouture est tenue

verticalement a I’aide d’une pince sur un trépied, la base plongeant dans la solution nutritive,
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Condition Tempg de cu.lture Nombre de racines Chaplt\re Lot de boutures
de culture en nuit continue de lathése
Expérience 1 Témoin laéh 6 Chapitre | 2008/2009
Témoin 75a87h 6
Chapitre 1l
Expérience 2 PEG 100g L™ 75a87h 6 Chapitre Il 2009/2010
Chapitre IV
PEG 200 g L? 754 87h 6

Tableau 1 : Plan des expérimentations. Au cours de la thése deux expériences ont été

menées. Chaque expérience est issue d’un lot de boutures différent.
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qui est aérée a I’aide d’un bulleur a aquarium dans un circuit paralléle. C’est pendant cette
phase de culture qu’ont été réalisés les traitements. Le déficit hydrique est simulé par ajout de
polyéthyléne glycol (PEG : HO(C2H4O).H, poids moléculaire : 3500 g mol™) & la solution
nutritive. Deux niveaux de stress osmotiques sont appliqués : un stress modéré par ajout de
100 g L™ de PEG (80 mosmol kg™) et un stress fort de 200 g L™ de PEG (250 mosmol kg™).
Le potentiel osmotique de la solution de culture est vérifié (Vapor Pressure Osmometer,
Wescor 5500). La solution nutritive est oxygénée par bullage a I’aide d’une pompe a air pour
aquarium). Plus la solution est épaissie par la PEG, plus le flux d’air est important. La
croissance de 6 racines par traitement a été suivie. Le tableau 1 résume les expériences

réalisées.

I1- Mesure de la croissance des racines

I1.1- Suivi de la croissance

Un réglet est placé dans le plan de la racine pour calibrer les analyses d’image (Figure
25B). La prise de photo est réalisée a I’aide d’un appareil photo Canon Powershot 80 placé
sur une loupe binoculaire Leica MZ6 située au dessus de la bouture. Apres un temps de
« relaxation », une série de photos zénithales est realisée, a raison d’une photo toutes les
3 heures pendant au moins 3 jours. Une lumiere verte s’allume une minute avant la prise de
photo et s’éteint une minute apres. La variation de longueur de la racine est mesurée entre
chaque photo. La vitesse de croissance de la racine est calculée toutes les trois heures. La

Figure 25C récapitule la chronologie des mesures depuis la phase de pré-culture.

11.2- Determination du profil de vélocite

Apreés le suivi de croissance, la bouture est délicatement retirée du bac. La zone de
croissance de la racine est tamponnée puis marquée avec des particules de carbone qui sont
déposées a I’aide d’un pinceau. La bouture est alors replacée dans le bac de mesure. Apres
une période de « relaxation » de quelques minutes, une photo zénithale est prise toutes les
2 minutes pendant au moins une heure avec le méme systeme d’acquisition mais avec une
plus forte résolution centrée sur la zone de croissance.

Le logiciel Kineroot (Basu et al., 2007 ; http://roots.psu.edu/node/782) est utilisé pour

analyser, a partir des images séquentielles, le déplacement des particules de carbone dans le
temps et I’espace. Ce logiciel développé sous Matlab permet de recalculer un profil de

vélocité a une résolution choisie. Une série de 3 a 10 photos consécutives est analysée. Parmi
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Figure 26 : Principe du logiciel Kineroot. A. Des points de repéres (cercles noirs) sont
appliqués de facon arbitraire le long de I’axe de la racine sur une image de référence. Un
champ N est alors défini autour des points de reperes. B. Ce champ N est recherché par
analyse de nuance de gris sur I’image suivante dans un champ R d’une surface plus grande
(Basu et al., 2007). C. Mise en évidence du deplacement des particules entre différentes

photos successives sur une racine de peuplier.
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toutes les images chargées dans le logiciel, la premiere photo d’une série temporelle est
définie comme image de référence. Dans cette derniére, des points de repére artificiels sont
positionnés le long de I’axe médian de la racine. Le choix des points est arbitraire et sans
rapport avec I’emplacement des particules de graphite. Le point situé a I’extrémité de I’apex
est défini comme le référentiel d’analyse. Afin d’obtenir un profil dans lequel les valeurs de
vélocité sont déterminées a des coordonnées équidistantes, il est nécessaire que les points de
repere soient équidistants, ce qui est généré par interpolation. Les points de repére sont alors
suivis dans toute la séquence d’images. Ce suivi s’effectue image par image par analyse de
nuance de gris. Autour des points de référence, le champ de pixels est défini sur une surface N
dans I’image de référence (Figure 26). Ce nuage de pixels N est suivi dans I’image suivante
dans un nouveau champ de surface R, plus grand que N. Par exemple, si les points de
référence sont placés sur I’image i, le logiciel identifie leurs positions dans I’image i-1 et/ou
i+1. Pour identifier leurs positions dans I’image i+2, I’image i+1 deviendra I’image de
référence. Le logiciel détermine le déplacement du champ N dans le champ R entre deux
images par analyse de nuance de gris a I’aide d’un coefficient de corrélation. Il est important
de définir au préalable un champ R de grand taille pour étre certain que le champ de recherche
N soit toujours présent dans le champ R entre deux photos. Le logiciel calcule un déplacement
et une vitesse entre chague image. Dans mes expériences, le champ N et le champ R font
20x20 et 80x80 pixels respectivement.

A la fin de I'analyse, une moyenne de vélocité est obtenue pour chaque point de
référence. Bien entendu, la résolution de I’image détermine la qualité de I’analyse. Notre
qualité d’image (3264x2448 pixels) nous permet d’obtenir de fagcon précise et répétable des

valeurs de vélocité, déterminées tous les 0.25 mm par interpolation et lissage.

I11- Quantification de la densité de transcrits

I11.1- Quantification des transcrits a haute résolution dans la zone de

croissance de la racine

Pour chaque racine dont le profil de vélocité a été caractérisé, les 11 premiers
millimetres de I’apex, incluant la coiffe, sont immédiatement découpés sous une loupe
binoculaire en segments d’un millimétre de long. Pour inhiber la dégradation potentielle des
ARNSs, I'apex est coupé dans un tampon (RNA later, Ambion). Chaque segment est placé
dans un tube de 1,5 mL, incubé 24 h dans 100 pL de RNA later a 4°C. Le RNA later est retiré

et les segments stockés a -80°C (Figure 27).

39



® v i i i o

Extraction ARNs Totaux

RAEERRLEERL

Concentration en ARN Total

250 ng/pL » 10 ng/pL
||
Normalisation de la quantité d’ARN a 100 ng dans 10 pL(10ng/pL)
|
@ Reverse transcription avec Alien® ,';1

Synthese d’ADNc

JUITTVIVIVY

Pool d’ADNCc : 2 yL de chaque échantillon Dilution de chaque échantillon par 5
® ¥ @
__ LY, Protocole Q-PCR :
5 *T 1 Pour une réaction de 15 pL on utilise :
= l16 cDNA (ou H,0) 2.5 L
5 Solution de Primers (R+F) 0.5 pL (10uM chq)
o [T 1 Ios H,0 _ 4.5 pL
o |\ MESAGREEN Mix 7.5 L
E = Volume Final =15 L
5 Y1024 ¥
o
"j' 1 Cycle Q-PCR :
/16384 5 min & 95°C
' 40 cycles: 15 sec a 95°C
1 min & 60°C

Test Efficacité des primers

Figure 27 : Etapes successives de la quantification des transcrits par PCR quantitative.
Etape 1 : La racine est découpée en segments d’un millimétre de long dans du RNA later. Les
ARN totaux sont extraits dans chacun des segments. Etape 2 : Les ARN totaux sont reverse
transcrits en ADNc en présence d’une référence externe (Alien®). Etape 3 : Un pool d’ADNc
est réalisé a partir de tous les échantillons pour constituer une gamme de dilution afin de tester
I’efficacité des primers. Etape 4: Les échantillons individuels sont analysés par PCR

quantitative selon le protocole joint.
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Les ARNSs totaux sont extraits de chaque segment a I’aide du kit RNeasy Micro Kit
(Qiagen), complété d’un traitement a la DNasel (Figure 27). La concentration en ARN total
de tous les extraits est déterminée par une quantification au Ribogreen (Quant-iT Ribogreen,
Molecular Probes) et au spectrophotométre (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). La qualité
des ARNSs est aussi vérifiée (kit Experion RNA HighSens, Bio-Rad).

La transcription réverse est realisée a partir de 100 ng d’ARN total (kit iScript cDNA
Synthesis, Bio-Rad). Afin de vérifier que la transcription réverse est efficace et homogéne
pour tous les échantillons, une quantité connue de référence externe est ajoutée avant la
transcription réverse a toutes les matrices (kit Alien QRT-PCR Inhibitor Alert, Stratagene).
Cette référence externe est une séquence chimeérique d’ARN.

Des amorces spécifiques sont dessinées a partir de la séquence du génome de

référence (Populus trichocarpa), dont la v1.1 est disponible sur http://genome.jgi-psf.org,

http://urgv.evry.inra.fr/projects/FLAGdb++/ et la v2.0 est sur http://www.phytozome.net/. Les

séquences des amorces sont dessinées avec les critéres : Primer size : 19-21pb, Primer TM :
59-61°C, Product size <200nt- a I’aide du logiciel Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Les séquences des amorces spécifiques sont données dans le Tableau 2.

Les matrices d’ADNc obtenues sont diluées 5 fois. La gamme de dilution des ADNc
est realisee a partir d’un mélange de tous les échantillons (i.e. une représentation égale de tous
les segments de toutes les racines, tous traitements confondus). La quantité de transcrits dans
chaque matrice est déterminée par PCR quantitative. Le mélange réactionnel est composé de
2.5 pL de cDNA dilué, 7,5 pL de mix MESA GREEN gPCR Mastermix, 0.5 pL du couple
d’amorces spécifiques (500 nM), et 4.5 pl d’H20. Les cycles de température (5 min a 95°C,
40 cycles de 15 secondes a 95°C suivis d’une minute a 60°C) sont réalisés par un
thermocycleur (MJ research PTC 2000) qui est couplé a un systeme de détection (Chromo 4,
Bio-Rad). En fin de programme, une courbe de dissociation est réalisée (incrément de
température de 65°C a 95°C, avec une lecture tous les 0.5°C) pour déterminer la spécificiteé
des amorces (i.e. si le produit d’amplification est unique, il est dissocié a une seule
température, déterminée par sa séquence nucléotidique). Le plan d’expérimentation comporte
des témoins négatifs (absence de matrice ADNc, remplacée par de I’eau ou la matrice ARN)
et un témoin positif (matrice séquence chimeérique Alien).

La PCR quantitative repose sur la détermination de la quantité d'’ADN amplifiée a
chaque cycle, c'est-a-dire en temps réel et non en point final comme dans la PCR classique.
Le principe de la technologie SybrGreen est un suivi d’intensité de fluorescence a la fin d’un
cycle de PCR (dénaturation, hybridation, élongation) qui traduit la quantité d'’ADN double
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Nom Description N° d'accession séguence des amorces 5' — 3' Taille de la séquence | Efficacité
des génes P 4 amplifiée (bp) | PCR-0 (9%)
PITIPL:1 Tonoplast Intrinsic 549212 F-AAACATCGGCCTTTGCTCTA 124 99
Protein Class1 R-TCACCCTTCTTTGGGTCAAC
PLTIPL:2 Tonoplast Intrinsic 833283 F-GGGTGACATCGGGATAATTG 181 972
Protein Class1 R-TGCAGAACCAACGAATGGAC
PLTIPL:3 Tonoplgst Intrinsic 822504 F-CATGCATTCGCACTCTTTGT 92 99.3
Protein Class1 R-CCAATAAGTGCACCGAAGGT
PLTIP1:4 Tonoplgst Intrinsic 656044 F-AATCCTGCTGTGACCTTTGG 109 99.6
Protein Class1 R-GAAGCAAGCAAGCAACAACA
PLTIPL:5 Tonoplgst Intrinsic 667870 F-TCTTCCGTGGCATCCTTTAC 140 97.4
Protein Class1 R-AACGAAGGCGTTCCATACAC
PLTIP1:6 Tonoplz}st Intrinsic 589502 F-CTGCTTTCGCTCTGTCCTCT 138 94,4
Protein Class1 R-TTGGAGCTATGATCCCCAAG
PLTIPL:7 Tonoplz}st Intrinsic 558321 F-CTTTCCTTGGTGGCAACATT 140 1055
Protein Class1 R-CCCAGGGGACAGAGTGAATA
PLTIPL:8 Tonoplz}st Intrinsic 828458 F-CATTGGTGGCAACATCTCAC 136 96,9
Protein Class1 R-CCCAGGGGACAAAGTGAATA
Actin11? Actin CA8240001 F-CACACTGGAGTGATGGTTGG 228 99,4
R-ATTGGCCTTGGGGTTAAGAG
EF182 elongation factor 1-8 BI125345 F-AAGAGGACAAGAAGGCAGCA 145 99,6
R-CTAACCGCCTTCTCCAACAC
PtApl Altered Phlogm Development 765696 F-CTTTGATTTGGTCGGACGAT 113 105
transcription factor R-TAATGGTGGTGCAATCTGGA
PLPIP2:6 PIasmAa Intrinsic CV227359 F-GCTTTGTCTCTCGCCAAACT 60 98,5
Protein Class2 R-TTCAACGTCCTTGCCCATA
PtADH Alcohol deshydrogenase 816232 F-CGCATATTCGGTCATGAAGC 60 96,2
R-GGTAAATTGGCTTTCCGTTG

Tableau 2 : Liste des génes et amorces utilisés.  amorces publiées par Brunner et al.,

(2004).
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brin présent dans le volume réactionnel (Figure 28). En effet, le SybrGreen est un intercalant
nucléaire qui ne fluoresce que sous sa forme fixée a I’ADN double brin. Cycle apres cycle,
I’intensité de fluorescence augmente en suivant une sigmoide, reflétant I’évolution la quantité
d’ADN produit a chaque cycle. Un seuil de fluorescence est établi au point d’inflexion de la
courbe de fluorescence (précédent la phase exponentielle du signal). Ce point d’inflexion est
obtenu apres x cycles d’amplification et son ordonnée est appelée "Ct" pour "Cycle
Threshold". Plus la quantité initiale d’ADNc correspondant au gene d’intérét est forte dans le
milieu réactionnel, plus le Ct est atteint rapidement et correspond a un faible nombre de
cycles. A I’inverse, plus la quantité initiale d’ADNCc est faible, plus le Ct est atteint lentement.
La gamme de dilution est utilisée pour convertir le Ct en quantité d’ADNCc initial.

Dans notre étude, douze genes ont été analysés en PCR quantitative dans chaque
segment d’un millimétre pour chaque traitement. L’analyse a été réaliseée sur trois répliquas
biologiques et deux répliquas techniques. L’ensemble des étapes est résumé sur la Figure 27.
Afin de s’assurer que le PEG ne provoque pas une hypoxie au niveau des racines, le niveau
d’expression d’un géne codant un membre de la famille des alcools déshydrogénases est
analysé (PtADH, Annexe 1). La séquence protéique de PtADH présente 85% d’identité avec
la séquence protéique d’Atlg77120 d’Arabidopsis thaliana. Ce géne a été montré comme

induit lors du stress hypoxique (Liu et al., 2005).

I11.2- Expression normalisée et densité de transcrits

Le niveau d’accumulation de transcrits, mesuré par PCR quantitative, peut étre
exprimé soit en unité arbitraire (en se basant uniquement sur une échelle de valeurs arbitraires
pour la gamme de dilution) soit en nombre de copies (si la gamme de dilution est réalisée a
partir d’une quantité connue de copies du gene d’intérét). Afin de s’assurer que les différences
de niveau d’un transcrit d’intérét entre deux echantillons sont effectivement dues a une
répression ou une induction spécifique, il est nécessaire de prendre en compte un niveau basal
d’expression dans les deux échantillons. Il s’agit de normaliser I’expression du gene d’intérét
en regard de celle d’un géne, dit « de référence », dont I’expression est relativement stable et
reflete les processus moléculaires fondamentaux (« housekeeping gene »). La détermination
du ou des « meilleurs » génes de référence, parmi les génes dont I’expression est mesurée
dans plusieurs échantillons, a été réalisee en utilisant geNorm (Vandesomplele et al., 2002,
http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). Ce programme utilise des comparaisons deux a
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Figure 28 : Principe de la technologie SybrGreen pour quantifier les transcrits. Adapté

de http://www.ilm.pf/PCRtempsreel.
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deux ainsi que des moyennes géométriques a travers une matrice d’expression de genes et
d’échantillons biologiques.
Pour chaque gene, un ACt est calculé : le Ct le plus faible (Ctmin) au sein de la matrice
d’échantillon est soustrait aux Ct de tous les autres échantillons.
ACt = Ct-Ctpin
L’expression relative du gene considéré dans un échantillon est calculée en considérant une
efficacité d’amplification optimale.
Expression relative = 204"
La matrice d’expression relative de tous les génes dans tous les échantillons est soumise au
logiciel geNorm. Le logiciel détermine alors le/les géne(s) présentant I’expression relative la
plus stable parmi toutes les conditions. 1l(s) est (sont) alors utilise comme géne(s) de
référence dans la détermination de I’expression normalisée des génes d’intérét.
Expression normalisée = 2((Ctgéne d'intérét - Ct gene de référence))
Les expressions normalisées de chaque gene (nombre relatif de transcrits exprimé en unité

arbitraire) dans chaque échantillon peuvent alors étre comparées.

En considérant que I’échantillonnage de la matrice ARN est représentatif, la quantité de
transcrits par millimetre, c'est-a-dire la densité de transcrits, correspond au produit de la
guantit¢ d’ARN total dans un segment par la quantité de transcrits mesurée par PCR
guantitative. La densité de transcrits du géne d’intérét (unités arbitraires par mm) est calculée
dans chaque segment en prenant compte de la quantité d’ARN total présente initialement dans
le segment :

Densité de transcrits = quantité ARN total x Expression normalisée

V- Méthodes numériques

IV.1- Détermination du profil de REGR
Le profil de REGR (Relative Elemental Growth Rate) est issu du profil de vélocité par

une dérivée spatiale. Pour réduire le bruit de fond, une dérivée point a point a été privilégiée.
Les formules d’Erickson (1976) sont des formules permettant de dériver localement des
points équidistants. REGR a été calculé selon la formule suivante :

REGR = (_2(\/)(_2) _1(\/X—1) +1(VX+1) + 2(\/x+2)
X 10Ax
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Ou Vy est la vélocité en une position X, et AX la distance entre deux positions x. Avec cette
formule, 5 points de mesure sont nécessaires pour dériver V en une position X. Avec des
valeurs de V tous les 0.25 mm sur une plage [0.5-10.5 mm], REGR est obtenu pour la plage
[1-10 mm].

IV.2- Détermination de la trajectoire de croissance

La trajectoire de croissance résulte de I’intégration des valeurs de vélocité. Des valeurs
de vélocité sont disponibles tous les 0.25 mm entre 0 et 11 mm. Le temps nécessaire pour
joindre la position x +0.25 mm a partir de la position x est calculé en divisant la distance
(0.25 mm) par la moyenne des vélocités en x et x +0.25 mm. A chaque coordonnée spatiale

correspond une coordonnée temporelle.

IV.3- Equation de continuite

Le systéme d’équations différentielles utilisé ici est issu de la mécanique des fluides et
appelé équation de continuité (Erickson et Sax, 1956 ; Goodwin et Avers, 1956 ; Hejnowicz
1956). Comme présenté en introduction (11.2.2), la dérivée matérielle, D, représente la vitesse
de variation d’une variable (p) dans un élément d’un organe en croissance. L’équation de

continuité donne acces a la dérivée matérielle:
op ov

op
D,y=— +V +p—
07 Bt OX ) Pox w0 P

Dans nos cas, p est la densité de transcrits (u.a.. mm™) ou la densité d’ARN total (ng
mm™), v la vélocité exprimée en mm h™, x la distance & I’apex (mm) et t le temps. 3p/ot
correspond a la variation locale de p, c’est a dire sa variation temporelle a une position X.
dp/ox est la variation spatiale du parametre p, et 6v/dx la variation spatiale de v a été définie
précedemment comme étant REGR.

Lorsque le parametre mesure est stable dans le temps, c’est a dire lorsque p/at est nul,

I’équation (1) est simplifiée :
op oV

D, =v&® L,
(x) OX (x) p8X(x)(2)
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La dérivée matérielle de la densité de transcrits des génes d’intérét est calculée.
Comme la densité de transcrits et la densité d’ARN, sont mesurées tous les millimétres, les
données sont interpolées en utilisant une spline cubique interpolante et en fixant les dérivées
secondes a zéro. Cette interpolation est réalisee a I’aide de la fonction “‘csape’ sous le logiciel
Matlab (MATLAB, The MathWorks, MA, USA). Les valeurs sont extraites tous les 0.25 mm
sur une plage [0.5-10.5 mm)]. La dérivee spatiale de p a été déterminée de la méme facon que
pour le calcul du REGR, c'est-a-dire en utilisant la formule d’Erickson a 5 points sur une
plage [1-10 mm].

Pour tester la stabilité temporelle de la densité de transcrits (Equation 1), deux lots de
trois racines ont été étudiés par traitement. Aprées 72 h de culture, les racines sont récoltées 1)
entre 75 h et 78 h, correspondant a une phase théorique de nuit et 2) entre 84 et 87 h de

culture, correspondant a une phase théorique de jour.

IV.4- Traitements statistiques

Les graphiques représentent soit les données individuelles soit les valeurs moyennes
par traitement. Dans ce cas, les valeurs moyennes sont représentées * erreur standard (i.e.
écartype/\n).

L’impact de chacun des traitements par rapport au témoin a été testé sur les parametres
de croissance avec un test paramétrique. En effet le test de Shapiro-Wilk a montré que la
distribution de tous échantillons était normale. Comme la condition d’homoscédasticité n’était
pas respectée dans toutes les comparaisons, le test de Welsh a été utilisé pour les
comparaisons 2 a 2 (test t sans nécessité d’égalité des variances, o = 0.05, Annexe 2, 3 et 4).
La recherche des faux positifs (multiples comparaisons) a été effectuée avec le test de
Bonferonni.

Un test de régression linéaire (sous Excel) a été utilisé pour tester la stabilité de la

vitesse de croissance de la racine pendant les 20 derniéres heures de I’expérience (Annexe 5).
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I- Comment s’affranchir de I’hétérogénéité des parametres de
croissance le long de I’apex de la racine pour analyser la régulation

de I’expression d’un gene ?
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Présentation de I’étude

L’induction ou la répression d’un géne correspond & la variation temporelle de son
expression, i.e. la variation de densité de transcrits entre deux temps. Dans un organe mature,
un échantillonnage local (a une position x) considere la méme cellule ou le méme groupe
cellulaire, quel que soit le temps t de prélevement. En revanche, dans un organe en croissance,
en une position X, entre deux temps de mesure, les cellules ont été déplacées. Si on souhaite
étudier la régulation d’un géne au sein d’une cellule dans un organe en croissance, il est
nécessaire de prendre en compte le déplacement des cellules et leur expansion. Un formalisme
de la mécanique des fluides, I’équation de continuité permet de calculer une dérivée
matérielle, c’est-a-dire la vitesse de variation d’une propriété dans un organe en croissance
(cf. Introduction 1) en prenant en compte la vitesse de déplacement et la vitesse
d’allongement relatif des cellules le long de I’apex en croissance. Alors que cette équation a
été couramment utilisée pour étudier différents parameétres liés a la croissance, elle n’a jamais
été appliquée a I’analyse de I’expression des genes.

Nous avons appliqué ce formalisme a la densité de transcrits de deux génes, Actinll et
EF1B, qui sont frequemment utilisés comme genes de reférence. Les transcrits ont été
quantifiés par PCR quantitative le long de I’apex de la racine du peuplier avec une forte
résolution spatiale (millimétrique). Une analyse cinématique a permis de caractériser les
profils de déplacement et d’allongement des cellules le long de I’apex de la racine.

L’ objectif de cette étude est de developper un cadre expérimental permettant de
s’affranchir de I’hétérogénéité des parametres de croissance le long de I’apex pour analyser la
régulation de I’expression d’un géne. En outre, le cadre, développé en condition témoin,
donne accés a la régulation spatiale et temporelle de I’expression des génes dans un organe en
croissance. Cette étude a fait I’objet d’un article paru dans BMC Biology.
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Abstract

structures.

Background: Technological advances have enabled the accurate quantification of gene expression, even within
single cell types. While transcriptome analyses are routinely performed, most experimental designs only provide
snapshots of gene expression. Molecular mechanisms underlying cell fate or positional signalling have been
revealed through these discontinuous datasets. However, in developing multicellular structures, temporal and
spatial cues, known to directly influence transcriptional networks, get entangled as the cells are displaced and
expand. Access to an unbiased view of the spatiotemporal regulation of gene expression occurring during
development requires a specific framework that properly quantifies the rate of change of a property in a moving
and expanding element, such as a cell or an organ segment.

Results: We show how the rate of change in gene expression can be quantified by combining kinematics and
real-time polymerase chain reaction data in a mechanistic model which considers any organ as a continuum. This
framework was applied in order to assess the developmental regulation of the two reference genes Actini1 and
Elongation Factor 1-B in the apex of poplar root. The growth field was determined by time-lapse photography and
transcript density was obtained at high spatial resolution. The net accumulation rates of the transcripts of the two
genes were found to display highly contrasted developmental profiles. Actin11 showed pulses of up and down
regulation in the accelerating and decelerating parts of the growth zone while the dynamic of EF18 were much
slower. This framework provides key information about gene regulation in a developing organ, such as the
location, the duration and the intensity of gene induction/repression.

Conclusions: We demonstrated that gene expression patterns can be monitored using the continuity equation
without using mutants or reporter constructions. Given the rise of imaging technologies, this framework in our
view opens a new way to dissect the molecular basis of growth regulation, even in non-model species or complex

Background

Understanding time-course changes in gene expression
and their complex interplay is a major challenge in gene
regulation networks [1,2]. Attention has been shifted
from mRNA steady-state levels towards rates of changes
in transcript abundance and their regulation [3-5].
These dynamic of gene expression become even more
complex when dealing with the developmental biology
of multicellular bodies. Indeed, the fact that both tem-
poral and positional cues are known to directly influ-
ence transcriptional networks [6] creates the need for a
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110 EFABA, F-54280 Champenoux, France
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spatiotemporal specification of the changes in gene
expression. Coordinated gene expression in tissue (or
cells) at different stages of development has been
revealed using technologies such as microarray analyses
[7,8], mutant screening [9,10] and novel imaging techni-
ques [11,12]. However, these approaches only provide
snapshots of gene expression at given times or develop-
mental stages. In these widespread cases, gene expres-
sion is mapped in an Eulerian specification, using spatial
coordinates at a given time. In developing multicellular
structures, changes in gene expression occur alongside
changes in organ size, shape and anatomy. Cell positions
thus vary continuously due to cell movements, cell
growth and cell death [13,14]. It is thus relevant to fol-
low a cell during its movement over time in the growing

© 2010 Merret et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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tissue to assess gene expression along the developmental
trajectory through a material or Lagrangian specifica-
tion. Despite evidence of important gene regulations fol-
lowing cell movements [15], there has so far been little
research into quantitatively monitoring the rates of
changes in expression levels over time and position dur-
ing the developmental movements.

The question of how cell expansion and cell displace-
ment both influence organ growth and gene expression
can be addressed using mechanistic models that con-
sider an organ as a continuum [13,15]. Quantifying rates
of change in moving elements has been a longstanding
issue in continuum mechanics. This approach requires a
detailed characterization of the motion velocity field v(x,
t) which can be monitored using video or time-lapse
photography [15,16]. Based on the conservation of mass
in a deforming continuum, the continuity equation
properly quantifies the rate of change of a property in a
moving element [17]. For instance, if the concentration
of compound A varies across a growing tissue but not
with time (that is, A(t) is steady but A(x) is not con-
stant), then the local rate of change dA/dt at any posi-
tion x is zero. However, there has necessarily been a
change in the concentration of compound A in the
moving element to match the change between A(x) and
A(x+v.dt) (convective changes). By the same token, if
the element volume has increased between t and t+dt,
then a constant A over time means that net synthesis
has occurred and compensated the dilution due to volu-
metric growth. The continuity equation is able to take
into account not only the local rate of change but also
the consequences of movement and of possible changes
in volume on the rate of change of the property [18].

The use of the continuity equation and the underlying
kinematic analyses for growth studies was developed in
the 1950’s [19-21]. It was then introduced to a wider
audience [22,23] and reviewed in [18,24]. Plant tissues
can easily be considered as a continuum: since plant
cells are stuck together by their middle lamella, shear
between cells is usually infinitesimal. Consequently, cell
motion in a growing organ is due to the elongation of
other cells pushing it [24]. To date, the continuity equa-
tion has mainly been applied to gain insights into the
physiology of both growth and development of elongat-
ing organs. For example, the continuity equation frame-
work has revealed overwhelming convective components
of the rate of change of uronide deposition in growing
roots [25]. It has also been used to assess the effects of
stresses on growth [26,27].

Surprisingly, this framework has not yet been applied
to gain a spatiotemporal description of the rates of
change in gene expression and provide molecular devel-
opmental information in growing tissue. In the present
work, changes in the rate of gene expression in the apex
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of poplar roots growing under optimal conditions were
quantified at high spatial resolution with real-time poly-
merase chain reaction (real-time PCR). We assessed the
developmental regulation of two genes: Actinll and
Elongation Factor 1-f. These two genes are widely used
as internal controls in real-time PCR [28]; yet both may
be under transcriptional regulation in time and/or space
in an actively growing organ. We show that the rate of
change in gene expression can be quantified in time and
space by combining kinematics and the continuity equa-
tion with real-time PCR. The resulting fields of expres-
sion rate revealed highly contrasted profiles for the
control of Actinll and Elongation Factor 1-f during the
developmental movement. We highlighted the impor-
tance of the convective component for monitoring
changes in gene expression. These results underline that
careful attention must be paid to growth and its possible
alteration induced by changes in the environment before
drawing any conclusions from raw transcript profiling in
growing organs [29]. We demonstrate that the regula-
tion of gene expression can be evidenced in growing tis-
sues without using mutants or reporter constructions.
Consequently, the proposed framework also constitutes
in our view a useful bypass for in-depth analysis of the
molecular basis of growth regulation in a wide range of
non-model species.

Results

Trajectory, velocity and relative elemental growth rate
along the growth zone

The growth-velocity profile (velocity of cell movement
away from the root tip) was determined in 6 roots aged
from 5 to 11 days (Figure 1A). As shown by the very
low variability around the average profile, neither root
age nor the time of the observation along the night
(from 1 h to 6 h after light shutting, see Additional File
1: Figure S1A) induced significant changes in the growth
profiles. A side experiment comparing root growth dur-
ing the light phase and the night phase did not reveal
any change due to direct light signaling or possible
nycthemeral rhythm (see Additional File 1: Figure S1B).
Growth was thus assumed to be steady for a few days in
the following. The spatial derivative of velocity - that is,
the relative elemental growth rate measuring relative
elongation per unit time of elements along the axis, had
a skewed bell-shaped distribution peaking at 4.5 mm
from the root tip (Figure 1B). The first 2 mm, which
include the root cap and the meristematic zone, dis-
played low velocity. Velocity increased with distance
from the root tip, reaching a plateau of 0.026 mm min™
at approximately 9 mm, corresponding to the elongation
rate of the whole root. Given the assumption of steady
state, the growth trajectory - that is, the mapped posi-
tion on the root of a meristem-derived tissue element as
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Figure 1 Velocity, relative elemental growth rate and growth
trajectory along the root apex. (A) Displacement velocity profile
along the root apex (reference point is the root tip). Mean +
standard error of mean (SEM; n = 6). (B) Relative elemental growth
rate (spatial derivative of displacement velocity) along the root apex.
Mean + SEM (n = 6). C: Growth trajectory of a meristem-derived
element initially located at 1 mm from the root tip - the time at
which it reached a given distance from the tip along its
developmental movement away from the meristem. Growth
trajectory was calculated from mean velocity data. It was drawn
only from 1 mm onwards, since velocity was almost nil in the apical
first mm, making the calculated displacement time uncertain.

a function of time was calculated from velocity data. It
was found highly non-linear (Figure 1C). A tissue ele-
ment crossed the growth zone in about 2800 min (about
2 days), but spent more than 2300 min (over 38 h) in
the 1-3 mm section - over 80% of total growth duration.

Transcript density along the growth zone

As the growth zone shows highly heterogeneous local
velocity and relative elemental growth rate (Figure 1A
and 1B), the spatial distribution of molecular entities
was analysed at high spatial resolution. The transcript
densities of Actinll and a putative Elongation Factor
1- (EFIP) were plotted against the current segment
position on the root axis (Eulerian specification,
Figure 2A and 2B). The Actinll density profile displayed
two peaks at 1.5 and 3.5 mm from the root tip with
similar spans, but decreasing intensity, and low values in
more distal segments. The EFIf density profile differed
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from that of Actinll, displaying a single peak at 1.5 mm
and very low levels in all the more distal segments.

No time trend of the RNA profiles can be suspected
(see Additional File 2: Figure S2A), suggesting a tem-
poral stability of the RNA profiles whatever the age of
the root, or the time of the observation during the night
phase. Consistently with the steadiness of growth, the
profiles of transcript density were thus assumed to be
steady for a few days in the following (see also Addi-
tional File 2: Figure S2B for additional indirect argu-
ments). Assuming steady growth and steady transcript
density, the developmental time-course of the transcript
density in a tissue element initially positioned at 1 mm
from the root tip (Lagrangian specification, Figure 2C
and 2D for Actinll and EFIp, respectively) was calcu-
lated by combining transcript density (Figure 2A and
2B) with growth trajectory (Figure 1C). Due to non-lin-
ear changes in local velocity, the actual time-course of
transcript density in a given tissue element was quite
different from what could be expected intuitively from
Figures 2A and 2B. For Actinll (Figure 2C), the first
peak lasted almost five times longer than the second
peak, indicating that the first changes in Actinll were
smooth and long-lasting, whereas the second peak was a
transient shift (8 h). However, even these transcript den-
sity profiles (Figure 2) cannot be analysed for regulation
of gene expression simply by considering position-to-
position variations, since as time goes on, each element
not only moves but also expands (Figure 1B). While the
Lagrangian specification of transcript density considers
the movement of the tissue element, only the continuity
equation gives an unbiased view of gene expression dur-
ing growth, taking into account both cell movement and
cell volume expansion.

Regulation of gene expression

The material derivative of transcript density D (expressed
in arbitrary unit mm™ min') was calculated from the con-
tinuity equation. D corresponds to the net accumulation
rate of transcripts in each element along the root. In other
words, D reveals the regulation of gene expression result-
ing from the balance of transcription and decay along the
root, corrected for the positional and dilutive effects of
growth (if D = 0, then transcript level remains constant).
From equation (3), it is possible to plot the two compo-
nents of D, namely the convective and the dilutive compo-
nents. Under the assumption of steady transcript density,
the local rate of change in gene expression dp /5t is null.
The convective rate of change, v.5p/dx, corresponds to the
variation in transcript density in an element moving to a
region further away from the root tip (Figure 3A and 3B).
The dilutive component, p.dv/dx (Figure 3C and 3D)
assesses potential compensation of the dilution of tran-
script abundance during expansive growth through net
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transcript synthesis (that is, if p.dv/8x = 0, then net tran-
script synthesis just compensates for the expansion-driven
dilution).

Figures 3E and 3F illustrate these net accumulation
rates along the root growth zone (Eulerian specification)
for the Actinll and EFIf transcripts, respectively. For
both genes, the profile of the net accumulation rate of
transcripts in tissue elements D was highly dynamic in
the zone of increasing relative elemental growth rate
(Figure 1B). In the distal part of the growth zone (5-
9 mm), D was generally not significantly different from
zero, indicating that the transcript level remained almost
constant for both genes. There was an active accumula-
tion of Actinll transcripts peaking at 3.25 mm in cells
undergoing growth acceleration, followed by a negative
peak of almost the same amplitude at 4.25 mm (Figure
3E) in cells just starting to decelerate their growth (Fig-
ure 1B). Significant peaks of smaller amplitude were
observed, showing that Actinll transcripts accumulate
in cells at 1.5 mm from the root tip (probably sitting in
the division zone) and in cells that were poised to enter
post-growth cell differentiation at 8.5 mm. In compari-
son, the EF1f3 expression is up-regulated closer to the
root tip, at 1.5 mm (Figure 3F). As for Actinll, this
accumulation phase was followed by a phase during
which the decay rate overcame the transcription rate.

For Actinll, the absolute value of D was clearly mainly
attributable to the convective component whereas for
EF1p the relative contribution of the convective and
dilutive components was balanced (Figure 3), meaning
that synthesis rates were unequal for both transcripts.
Note also that net transcript synthesis overreached dilu-
tion in the first 5 mm - the zone of increasing relative
elemental growth rate (Figure 3C and 3D). Beyond
5 mm, the dilutive effect was just compensated.

Since the density of nuclei and presumably the cellular
activity are heterogeneous along the root growth zone
[29,30], the net accumulation rate of total RNA was
used as a control. The total RNA content varied signifi-
cantly along the growth zone, with a lognormal distribu-
tion and a peak at 1.5 mm from the tip (Figure 4A).
The net accumulation rate of total RNA, calculated
using the same formalism as above, was positive in the
1-3 mm range and showed a flat and near null profile
thereafter (Figure 4B). The simulated distribution of D,
shown by box-and-whiskers plots, included zero, mean-
ing that the mean value of D can be null by chance. In
other words, the net accumulation rate of total RNA
can not be considered as strictly different from zero
beyond the 3 mm mark (Figure 4B). This location of
total RNA accumulation adds to the evidence for a high
cellular activity of a meristematic zone.
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Given the calculation of temporal variations using the
growth trajectory (as in Figure 2C and 2D), net accumu-
lation rates were plotted in space and time (Figure 5,
Additional Files 3, 4, 5: Moviel, Movie2 and Movie3). In
other words, variations of net accumulation rate were
tracked in a tissue element which was originally located
at 1 mm from the root tip and moved through the
growth zone away from the meristem. This spatiotem-
poral mapping enables to equally perceive kinetic and
positional cues. The Lagrangian specification is shown
here for a single element, but as long as growth and
development are steady, all the elements display the
same developmental fate [18]. Figure 5 highlights that
the variations in net accumulation rate of Actinll and
EF1p transcripts differed markedly from the dynamics of
total RNA, thus strengthening the conclusion of a tight
regulation of gene expression in any cell crossing the
growth zone. Given that total RNA accumulation rate
did not significantly differ from zero beyond the 3 mm

mark (or 3400 min, Figure 4B), its dynamics appear
more stable than the sharper dynamics of Actinll. Both
transcripts appeared to be under distinct control. The
dynamics of EF1f3 were much slower than the dynamics
of Actinll, which varied very rapidly in the ageing cell.
However, both were maintained at an almost constant
rate of net accumulation for approximately 1500 min-
utes (25 hours) at the very tip of the root. These results
offer novel insights into the developmental analysis of
gene regulation in growing plant organs.

Discussion

Specification of space, time and age in the study of
dynamic processes

The present work focuses on the combination of two
dynamic processes: expansive growth and gene expres-
sion. The analysis of both processes is influenced by the
way space, time and age are considered. This stands as a
pivotal point, since it shapes every experimental design
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and, therefore, drives conclusions. Dynamic analyses
necessarily involve considering the rates of change in a
biological structure (a cell, a piece of tissue or a segment
of an organ). Whereas growth studies usually consider
the rates of change (relative elemental growth rate),
many investigations into the control of gene expression
are based on the quantification of mRNA transcript
levels, which are shaped by a dynamic interplay between
the rates of synthesis and decay [3,5]. In mature tissues,
where cells no longer move nor enlarge irreversibly, the
transcriptional regulation of gene expression (for exam-
ple environmental induction) is revealed by the temporal
derivative of local transcript density. However, a further
step is needed in order to capture gene regulation in
growing structures by considering movement and
expansion, which are taken into account by the input of
the partial derivatives and the growth velocity field into
the continuity equation [18]. The present work is, to
our knowledge, the first study to apply this framework
to transcript density, providing an unbiased view of the
spatiotemporal regulation of gene expression (Figure 4E
and 4F). In a steady growing structure, constant patterns
of activity are displayed while material flows through it
[31,32]. The developmental changes in net rates of gene
expression were revealed by the convective and dilutive
partial derivatives, two terms that are usually not con-
sidered in typical molecular studies of development.
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Figure 5 Spatio-temporal mapping of gene regulation.
Lagrangian representation of Actin11 (A), EF1B (B) transcript
accumulation rate (a.u. mm™ min™") and total RNA accumulation
rate (C) (ng mm™' min™") along the primary root apex and with
time. Net accumulations rates (Z axis) are plotted along the growth
trajectory of an element (curve in the XY, see Figure 1C). Computed
on Matlab software.

We studied growth kinematics and gene expression
under steady conditions of growth (window of stable
growth rate, dark phase and constant temperature). In
these conditions both the growth velocity and transcript
density of housekeeping genes were assumed to be time
invariant. When transcript density and/or velocity vary
(ies) over time and are properly quantified at each time
step, equation (1) has to be used [instead of simplified
equation (3)]. Quantification of material derivative
through equation (1) requires a larger experimental
effort but is still straightforward (see for example [33]).
Vital imaging of growth and gene expression, as well as
high throughput quantitative analyses of gene transcript
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abundance, will greatly support such measurements in
the near future, enlarging the potential uses of the
method presented here.

In the present work, mean trends were established
from the mean value of three independent measurements
of p (transcript density or total RNA density) at every
position. RNA extraction from very small samples is
destructive and missing values prevented analysis at the
individual root level. However, the advent of imaging
techniques which provide accurate positioning and quan-
titative measurement of transcript level [11,12] will enable
more detailed analyses of individual organs using the
continuity equation. This could be a major breakthrough,
as the analysis of single roots have revealed a steep rela-
tive elemental growth rate gradient between the meristem
and the elongation zone, which is usually smoothed when
pooling data from several roots [34]. Taking such gradi-
ents into account should reveal even more dynamic pat-
terns of gene expression rates due to convective and
dilutive terms. By the same token, our framework could
be used to conduct a more detailed analysis at the level
of small cell territories in order to characterize the contri-
butions of different cell types along the root growth zone
[8], but would require more advanced three dimensional
kinematic and a more complex formalism. For simplifica-
tion, the growth field of the root apex was considered
here as a one dimensional vector field (the main axis)
due to the slenderness of the root and the anisotropy of
its growth and to the lack of shear growth (this is similar
to the rod approximation in the beam theory of solid
mechanics [24]). However, two or even three dimensions
can be taken into account by using equations developed
for appropriate coordinate systems (cylindrical, rectangu-
lar, spherical), as given by Silk [18]. More complex struc-
tures with a lower level of symmetry (for example,
branching roots or apical meristem of shoots) can also be
considered, using natural curvilinear coordinate system
and proper tensorial formalism [35]. The transcript den-
sity would have to be characterized with the necessarily
accuracy in the three dimensions. While feasible, it would
require a large experimental effort.

Once the rates of change have been properly com-
puted, the next significant challenge to reveal regulation
processes is the spatial and temporal specifications of
these rates. In most studies of growing organs [7,36],
the property of interest is described at a given develop-
mental stage (time) as a function of the position in the
growth zone (Eulerian specification, as in Figure 2A and
2B for transcript density). This can reveal spatial
mechanisms such as those related to highly diffusible or
transported chemicals (for example, auxin in roots [37]).
An even more insightful way to describe this dynamic
process is to choose an element and track its properties
as it is displaced in space and time and undergoes
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developmental changes (Lagrangian specification, Figure
5). These three dimensional plots are necessary in order
to handle the fact that, in a growing organ, time and
space are intimately but non-linearly linked. In the pre-
sent study, Eulerian and Lagrangian specifications of
dynamic processes highlight different aspects of develop-
mental regulation. The Lagrangian time*space specifica-
tion revealed a long-term steady accumulation of
transcripts of the studied genes (EF1f and Actinll), as
well as total RNA in the first 2 mm of the root tip (pre-
sumably the meristem) followed by highly dynamic reg-
ulation as the cells move away and undergo the
accelerating and decelerating phases of expansion
growth.

Towards a dynamic analysis of transcriptional regulation
during development
A deeper understanding of the mechanisms underlying
organ growth and development requires quantitative data
on three dimensional morphology and gene expression at
a variety of stages and scales [13]. Recent technological
advances have made it possible to analyse gene expres-
sion in individual cell types, tissues or organs through the
use of specific mutants [7,8,38]. Fluorescent proteins can
thus be coupled with high-resolution imaging in order to
display the expression patterns of a gene at whole-organ
level. For example, the expression of the vein marker
gene ATHBS8 can be used to track the earliest stage of
vein development in leaves of Arabidopsis seedlings [39].
This approach has also been used to study tissue organi-
zation and gene expression during phloem development
[40]. However, even if the analysis of consecutive snap-
shots reveals changes in gene expression, their spatiotem-
poral dynamics need to be clarified in order to avoid
misinterpretation of the observed variations.
Understanding how signals through gene expression
generate patterns and govern ontogenic timing is a cru-
cial challenge in developmental biology. Coupling quan-
titative data with mathematical models provides some
answers [41]. In the present study, real-time PCR asso-
ciated with kinematic analysis of growth at high spatial
resolution gave access to the dynamics of gene regula-
tion (Figure 5A and 5B). The demonstration was con-
ducted on two widely-studied genes considered to be
housekeepers. We chose the gene coding for ACTIN11
as this protein is one of the main components of cell
architecture. Actin microfilaments are involved in many
processes such as cell polarity, division and elongation
[42]. The use of an inhibitor of actin polymerization
(latrunculin B), at a concentration sufficient to remove a
considerable amount of actin, reduced the root growth
rate by about 50% [43]. Using Arabidopsis mutants,
Ringli et al. [44] demonstrated that the Actin2 gene is
involved in root hair growth and Bannigan and Baskin
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[45] pointed out that Actin microfilaments are crucial
for the tuning of cell expansion throughout the organ.
In line with these findings, the expression of poplar
Actinll appears to be tightly controlled along the root
growth zone (Figure 5A). Three pulses of up-regulation
were observed, corresponding to: (i) the division zone;
(ii) the accelerating part of the elongation zone; and (iii)
to just before the entry into the maturation zone. The
putative Elongation factor 1-B(EF1f) encodes a subunit
of the EF-1 complex, an essential enzyme for protein
synthesis in eukaryotes [46]. EFla, another part of the
same functional EF-1 complex, is accumulated in
regions of high protein synthesis [47]. EFlc is used as a
marker for meristematic activity in maize [48]. Poplar
EFIB was found to be up-regulated in the first two mm
of the growth zone (Figure 5B). The high regulation of
Actinll and EF1f expression and their patterning along
root growth zone pointed out that these genes did not
display the expression stability required for their use as
endogenous controls in real-time PCR.

Conclusions

In contrast with the transcript density profiles widely
used in the literature [7,8,36], the material derivative of
transcript density provides key information about gene
expression patterns, such as the location and the inten-
sity of gene induction/repression. This framework
appears to be very useful, offering rapid tracking of gene
regulation, even in non-model species and species that
are not-easily transformable. Moreover, contrary to
green fluorescent protein/B-glucuronidase tracking, the
framework makes it possible to analyze many genes in
the same biological sample (the number is only limited
by the available amount of RNA). In addition, this
approach can be used: (i) to test hypotheses on when
and where a transduction signal is perceived, which is a
key step in rebuilding the between-gene interplays
underlying growth; (ii) to unravel the temporal and spa-
tial aspects of gene regulation between treatments
affecting the time-course of cells across the growth
zone, even under non-steady state situations; and, ulti-
mately, (iii) to assess putative reference genes in the
very dynamic context of growing and developing tissues.
Although illustrated here for plant roots, the method is
fairly generic and can be applied to most developing
plant or animal organs or tissues, as long as they can be
considered as a continuum [13,14].

Methods

Cultivation condition

Poplar cuttings (Populus deltoides x nigra cv ‘Soligo’) were
grown in hydroponics in a controlled-environment growth
cabinet (air temperature: 21°C, relative humidity: 70%,
16 h light regime, photosynthetic photon flux density:
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200 pmol s* m?). The Hoagland 1/2 nutrient solution
was supplemented with 0.8 mM KH,PO, and pH was
adjusted to 5.8. It was aerated by air bubbling and renewed
once a week. This production of plant material was done
in opaque plastic pots to avoid root exposure to light.

Root growth

The growth rate of a root depends on its total length or its
age (the time in days between its emergence and its sam-
pling). Root growth is slow when emerging, constant for
several days and then decreases (due to the competition of
the lateral roots). Roots were sampled in the plateau phase
and were 5-11 days old. Six roots were used to assess the
velocity profile. Cuttings were sampled during the dark per-
iod and transferred for measuring velocity to a dark room
where temperature was kept constant. Root growth mea-
surements were conducted in continuous dark in order to
avoid possible actinic light artefact. As poplar roots are pla-
giotropic, growth was assessed in a horizontal 700 mL tray
filled with the same aerated nutrient solution. First, the root
apex was carefully marked with graphite powder under
‘safe’ green light. The cutting was then fixed vertically, the
base plunging in the tray so that the marked root was sub-
merged. Time lapse photography was performed using a
Canon Powershot S80 camera placed on a Leica MZ6 mod-
ular stereomicroscope, which was set vertically above the
tray. A ruler was set close to the root for calibration. After a
1 h rest, a series of pictures was taken at 10 min intervals
under a ‘safe’ green light (switched on for 1 min every 10
min). The MATLAB-based software Kineroot [49] was
used to track the displacement of graphite particles over
space and time and determine the velocity (the local rate of
longitudinal displacement due to growth of cells along the
growth zone) at a resolution of 0.25 mm.

Transcript density

The root apices were harvested after velocity measure-
ment. The apical centimetre, including the root cap, was
cut into 1 mm-long segments under a stereomicroscope
in RNA later (Ambion, Texas, USA) following the man-
ufacturer’s protocol. Total RNA was extracted using an
RNeasy Micro Kit (Qiagen, CA, USA) with an additional
DNAse I treatment, following the manufacturer’s proto-
col. Total RNA concentration was determined in dupli-
cate using a Quant-iT Ribogreen RNA Kit (Molecular
Probes, Oregon, USA) and NanoDrop 1000
spectrophotometer (Thermo Scientific, Colorado, USA)
following the manufacturer’s protocols. RNA quality was
assessed using an Experion RNA HighSens Analysis kit
(Bio-Rad, CA, USA). Since total RNA content varied up
to 14-fold between root segments, reverse transcription
was performed on a standardized 100 ng RNA using an
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). An Alien QRT-
PCR Inhibitor Alert kit (Stratagene, CA, USA) was used
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to assess reverse transcription efficiency, following the
manufacturer’s protocol. Real-time PCR was performed
in a 96-well thermocycler (M] research PTC 2000) with
a chromo4 detection system (Bio-Rad) according to the
recommended cycling program (5 min 95°C, 40 cycles
of 15 s at 95°C, and 1 min at 60°C) followed by the gen-
eration of a dissociation curve to check for specificity of
amplification. The mix contained MESA GREEN qPCR
MasterMix (Eurogentec, Liege, Beligum), 500 nM gene-
specific primers and 2.5 pL ¢cDNA (diluted 1/5) in each
15 pL reaction. Actinll (CA824001 similar to
At3g12110) and a putative Elongation Factor 1-8
(BI125345 similar to At2g18110) were amplified using
previously published primers [28]. Primer efficiencies
were close to 100% and calculated using Opticon Moni-
tor v3.1 software (Bio-Rad) on standard curves gener-
ated using a fourfold dilution series of all cDNA, over at
least five dilution points measured in duplicate. By set-
ting the most diluted point of the standard curve to one
copy, threshold cycle values were linearly transformed
into arbitrary units. Transcript abundances (a.u.) were
assessed on two technical replicates. Given that all real-
time procedures were conducted on standardized 100
ng RNA, transcript linear density (a.u. mm™) was calcu-
lated as the transcript abundance with respect to total
RNA content in each segment. For simplification, the
root was considered as a homogeneous cylinder.

Numerical methods

The system of differential equations applied here is
reviewed in Silk and Erickson [22] and Silk [18]. The
material derivative D (the rate of change of any property
p in a tissue element of a growing organ) can be com-
puted from the continuity equation:

D(x,t):% +V?)£ +P? (1)
(xt) X (xt) X (xt)

Here p is the transcript density (a.u. mm™) or total
RNA density (ng mm™), v the velocity of the tissue ele-
ment (mm min™), x the distance from a reference point
(here the root tip), and t the time (min), 8p/dt is the
local partial time-derivative at position x, dp/dx is the
spatial gradient in p, and &v/6x is the growth velocity
gradient, which measures local growth activity and has
previously been termed ‘relative elemental growth rate’
[18] or ‘growth induced strain rate’ (&, [24]). D is the
material derivative (taking into account the movement
and expansion in length of each tissue element) with (v
dp/6x) the convective component and (p dv/6x) the dilu-
tive component. Contrary to most studies on the
dynamics of fluids with low compressibility, this dilutive
component cannot be neglected in growing tissues [32].
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At any given time (t):

e L W
()™ 5t (x)+V aX(x)+an(x) @

As a reasonable first approximation (see Additional
File 2: Figure S2), p is assumed to be steady (time invar-
iant) and the equation is simplified:

ap +8v

Dyy=v—— -
O™ 3 ok

(3)

Using equation (3), we computed the material deriva-
tive D of (i) the transcript density of Actinll and EF1f
and (ii) total RNA density. Note that if the investigated
property exhibits temporal variations (waves, circa-
dian,...), the sampling method should be adequately
adapted to accurately assess dp/dt, the local partial time-
derivative over time and space [equation (2)].

As the transcript density p was determined every mm,
data were interpolated using cubic spline interpolation
and setting the end second derivatives to zero
(MATLAB, The MathWorks, MA, USA). The spatial
derivatives of velocity (6v/0x) and transcript density (dp/
dx) were calculated using the five-point quadratic differ-
entiation formula [50] to filter high frequency noise.
Applying this formula with a 0.25 mm resolution
restricted the calculation of D to the 1-9 mm range but
avoided potential boundary effects.

RNA extraction from very small samples and real-time
PCR are subject to experimental hazards, leading to
missing values. While growth was measured on six inde-
pendent roots, transcript densities p for every position
on the root axis were measured in three out of the six
roots. In addition to the calculation of mean D profiles
(from the mean profiles of p and v), dispersion around
mean D values was estimated on 1000 bootstrap repli-
cates. The 1000 computed profiles were randomly gen-
erated by sampling with replacement of the original
dataset, which consisted of three (p, v) pairs for every
position on the root axis. Unless specified, graphs were
computed using Sigmaplot software.

Under the assumption of steady state of growth (see
Additional File 1: Figure S1), the growth trajectory (ele-
ment position as function of time) was computed by
temporally integrating the (steady) velocity. The succes-
sive positions of a particle were iteratively tracked
according to X¢.dy = X() + V() dt. The initial position of
the particle was set at 1 mm of the root tip in order to
avoid discrepancies due to the very low velocity in the
first millimetre. Under the assumption that both growth
trajectory and p profile were constant, they were com-
piled to draw a Lagrangian specification of gene
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expression and gene regulation. Note that Lagrangian
specifications can be drawn for unsteady parameters
provided that the temporal variations are taken into
account.

Additional material

Additional file 1: Figure S1. Data supporting the time stability of
growth. (A) Velocity profiles determined by time lapse photography and
Kineroot [49]. Time corresponds to the time between beginning of the
dark and the sampling time. The mean velocity shown in Figure 1A is
the mean + standard error of mean of these six profiles. (B) Biplot
between velocity measured during the light phase and velocity
measured after 72 h continuous dark (n = 3, mean + standard deviation).
The relation is not statistically different from the identity function - that
is, intercept = 0, slope = 1.

Additional file 2: Figure S2. Data supporting the time stability of RNA
profiles. (A) Profiles of Actin11 transcript density. Blue and red symbols
correspond to the data shown in Figure 2A. Data were split into two
groups according to their sampling time. The black lines correspond to
complementary data - three independent roots collected after more than
72 hours of continuous dark. (B) Additional arguments for the steadiness
of expression profile. The assumption of a steady profile for Actin11 is
supported by the mining and viewing of diurnal and circadian
microarray data from Arabidopsis and poplar http://diurnal.cgrb.
oregonstate.edu. Figure S2B shows the diurnal patterns of Actin
expression in leaves, which are the most exposed to light and
presumably the most light-sensitive organ. The Arabidopsis ortholog
(At3g12110) (dashed lines) exhibited a diurnal regulation of its expression
with no circadian persistency. On the contrary, poplar Actin11
(continuous lines) showed a very constant expression over the diurnal
cycle and no circadian rhythm. The absence of circadian control in
poplar leaf supports the hypothesis of constancy of Actinl1 expression in
roots. Blue and red = 12 h light/12 h dark; black = continuous light;
dashed black = continuous dark. Temperature was constant (22°C).

Additional file 3: Movie1. Rotating spatio-temporal mapping - Actini1.
Visualization of the three dimensional Figure 5A rotating from the
temporal axis to the spatial axis.

Additional file 4: Movie2. rotating spatio-temporal mapping - EF1f.
Visualization of the three dimensional Figure 5B rotating from the
temporal axis to the spatial axis.

Additional file 5: Movie3. Rotating spatio-temporal mapping - total
RNA. Visualization of the three dimensional Figure 5C rotating from the
temporal axis to the spatial axis.

Abbreviations
EF: elongation factor; real-time PCR: real-time polymerase chain reaction.
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Figure S1. Data supporting the time stability of growth. A.Velocity profiles determined by
time lapse photography and Kineroot [49]. Time corresponds to the time between beginning
of the dark and the sampling time. The mean velocity shown in Figure 1A is the mean *
standard error of mean of these six profiles. B. Biplot between velocity measured during the
light phase and velocity measured after 72 h continuous dark (n = 3, mean * standard
deviation). The relation is not statistically different from the identity function - that is,

intercept = 0, slope = 1.
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Figure S2. Data supporting the time stability of RNA profiles. A. Profiles of Actinll
transcript density. Blue and red symbols correspond to the data shown in Figure 2A. Data
were split into two groups according to their sampling time. The black lines correspond to
complementary data - three independent roots collected after more than 72 hours of
continuous dark. B. Additional arguments for the steadiness of expression profile. The
assumption of a steady profile for Actinl1 is supported by the mining and viewing of diurnal

and circadian microarray data from Arabidopsis and poplar http://diurnal.cgrb.oregonstate.edu

webcite. Figure S2B shows the diurnal patterns of Actin expression in leaves, which are the
most exposed to light and presumably the most light-sensitive organ. The Arabidopsis
ortholog (At3g12110) (dashed lines) exhibited a diurnal regulation of its expression with no
circadian persistency. On the contrary, poplar Actinll (continuous lines) showed a very
constant expression over the diurnal cycle and no circadian rhythm. The absence of circadian
control in poplar leaf supports the hypothesis of constancy of Actinll expression in roots.
Blue and red = 12 h light/12 h dark; black = continuous light; dashed black = continuous dark.

Additional files 3 to 5: http://www.biomedcentral.com/1741-7007/8/18/additional/
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Conclusions

Notre étude montre que coupler des données de densité de transcrits acquises a une
forte résolution spatiale a des analyses de cinématique permet d’accéder a la vitesse de
variation de la quantité de transcrits, autrement dit a la régulation de I'expression des genes,
résultat de I'équilibre entre leur transcription et de leur dégradation le long de la racine,
corrigées des effets dilutifs et positionnels de la croissance. L’équation de continuité permet a
partir des données de PCR quantitative d’obtenir la description spatiale de la régulation de
I’expression d’un gene le long de I’apex. Il est ainsi possible de déterminer les positions
auxquelles débutent et se terminent I’induction/répression de I’expression des génes.

Couplée a une trajectoire de croissance, c'est-a-dire au déplacement d’un territoire
cellulaire en fonction du temps, la dérivée matérielle donne acces a la régulation temporelle
de I’expression d’un gene, c’est a dire a la durée de I’induction/ de la répression le long de
I’apex. Ce cadre d’analyse permet aussi d’obtenir une description temporelle de la régulation
de I’expression d’un géne.

Les deux genes étudiés Actinll et EF1B sont classiquement utilisés en biologie
moléculaire en tant que gene de réference (Brunner et al., 2004). Nous montrons par cette
étude, qu’au sein d’un apex de racine, ces genes peuvent étre soumis a une forte régulation a
la fois spatiale et temporelle, remettant en cause leur statut de géne de référence pour un apex
en croissance.

Contrairement aux profils de densités de transcrits largement utilisés dans la
littérature, la vitesse d’accumulation de transcrits fournit des informations clés sur les patrons
d'expression des genes, telles que la localisation, [Iintensité et la durée des
inductions/répressions. Notre approche permet aussi de déméler les aspects temporels et
spatiaux de la régulation de I’expression des genes le long de I’apex de la racine. Prenant en
compte I’hétérogenéité des parametres de croissance (REGR, vélocité), le cadre d’analyse est
approprié pour comparer la régulation de I’expression des genes le long de I’apex de la racine

entre des traitements affectant la croissance.
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I1- Croissance de la racine du peuplier sous déficit hydrigue
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Figure 29 : Analyse de la croissance en condition témoin. A. Vitesse de croissance de 6 racines de
peuplier pendant 72 heures de nuit continue. Les racines ont été récoltées a 75 h, 78 h, 84 h ou 87 h.
Les boutures etant initialement cultivées sous une photopériode définie, les phases ‘nuit théorique’ et
‘jour théorique’ sont représentées par les barres noires et grises respectivement. L’encart montre les
derniéres mesures pour chaque racine. B. Profil de vélocité le long de I’apex des 6 racines, déterminé
juste avant leur récolte (marquage au carbone et analyse d’images avec Kineroot, Basu et al., 2007).
C. Relation entre la vitesse et la vélocité maximale. D. Profil de REGR issu de la dérivée spatiale du
profil de vélocité. Pour les graphiques A, B et D, les cercles vides correspondent aux racines récoltees
en phase ‘nuit théorique’ (75 h et 78 h) et les cercles pleins correspondent aux racines récoltées en
phase ‘jour théorique’ (84 h et 87 h). Les lettres entre parenthéses correspondent au nom de la racine.
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I1.1- Croissance en condition témoin

Aprés une phase de pré-culture en phytotron dans des conditions mimant une
alternance jour/nuit, la bouture est transférée dans une chambre noire pour mesurer la vitesse
de croissance d’une racine. Les mesures sont réalisées en lumiére verte pour limiter les effets
de la lumiére sur la croissance. Les racines sont sélectionnées rigoureusement : le diametre de
la racine est égal a 1 millimétre. La vitesse de croissance de six racines, cultivées en condition
témoin est mesurée pendant plus de 3 jours (Figure 29A). Au bout de 3 jours, la vitesse de
croissance est en moyenne de 1.39 + 0.01 mm h, les vitesses individuelles variant entre 1.34
et 1.43 mm h™*. Au pas de temps de mesure (3 h), aucune variation rythmique de la croissance
et aucun éventuel effet rémanent de I’alternance jour/nuit pendant la phase de pré-culture ne
sont détectés.

Le profil de vélocité est déterminé juste avant la récolte, a la suite des 3 jours de suivi
de la vitesse de croissance, et apres un marquage avec des particules de graphite (Figure 29B).
Le point de repére étant fixé a la pointe de la racine, la vélocité représente la vitesse de
déplacement des cellules dans la zone de croissance depuis la coiffe jusqu’a la zone de
maturation et au-dela. Dans les deux premiers millimétres apicaux, correspondant a la coiffe
et une partie de la zone division ou les cellules s’allongent peu, la vitesse de déplacement est
faible. Au-dela, la vélocité augmente avec la distance, s’infléchit et atteint a la position
9.5 mm de I’apex un plateau moyen de 1.40 + 0.01 mm h™. Comme pour la vitesse de
croissance, la variabilité entre individus est faible. Le biplot entre la vitesse de croissance
mesurée au dernier point (Figure 29A) et la vélocité maximale mesurée par kineroot (Figure
29B), montre que vitesse de croissance et velocité maximale, mesurées indépendamment, sont
bien corrélées (R2=0.99, N = 6, Figure 29C). Dans nos conditions, le marquage aux particules
de graphite (nécessaire a la détermination du profil de vélocité) n’affecte pas la croissance de
la racine. Le temps d’attente de quelques minutes aprés le marquage permet a la racine de se
rétablir de la manipulation.

La vitesse de croissance relative ou vitesse d’allongement relatif d’un segment
(Relative Elemental Growth Rate) est obtenue en dérivant le profil de vélocité et est exprimée
en h™. Les profils individuels sont présentés en Figure 29D. Les profils présentent une allure
classique, en cloche dissymétrique. Dans la zone [0-2.5 mm], la vélocité est trés faible, a la
limite de résolution de I’analyse d’image. Entre deux photos (At = 2 min), les particules de
graphite sont peu déplacées, ce qui peut augmenter I’imprécision de la mesure, amplifiée par

la dérivée du calcul de REGR. Des lors, les variations individuelles peuvent étre fortement
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Figure 30: Analyse de la croissance sous stress osmotique moderé. A. Vitesse de
croissance de 6 racines de peuplier pendant 72 heures de nuit continue sous stress
osmotique modéré (PEG : 100 g L™, 80 mosmol kg™). L’application du stress débute & Oh. B.
Profil de vélocité le long de I’apex des 6 racines, déterminé juste avant leur récolte. L’encart
représente la relation entre la vitesse et la vélocité maximale. C. Profil de REGR issu de la
dérivée spatiale du profil de vélocité. Les cercles vides et pleins correspondent aux racines
récoltées en phase ‘nuit théorique’ (75 h et 78 h) et en phase ‘jour théorique’ (84 h et 87 h)
respectivement. La moyenne des témoins (+ e.s.) est rappelée (ligne noire). Les lettres entre

parenthéses correspondent au nom de la racine.
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amplifiées dans cette zone. Apres passage par un maximum a la position 4.5 mm, REGR
diminue jusqu’a s’annuler a la position 9.5 mm, indiquant la fin de la zone de croissance (les
cellules ont atteint leur longueur maximale). Dans la zone [5.5-7 mm], on note un
« épaulement », systématique pour les six racines, la diminution de REGR est ralentie dans

cette petite zone.

11.2- Croissance sous stress osmotique

La culture et la conduite des mesures de croissance sont identiques a celles mises en
ceuvre pour la condition témoin. Apres transfert dans la chambre de mesure, la vitesse de
croissance est suivie pendant environ 3 h. Le stress osmotique est appliqué (changement de la
solution nutritive par une solution nutritive enrichie en PEG, 3500 g mol™). La mesure de
croissance est suivie sur plus de 3 jours. Deux niveaux de stress osmotique sont appliques : un
stress osmotique modéré de 100 g L™ de PEG (80 mosmol kg™) et un stress osmotique fort de
200 g L™ de PEG (250 mosmol kg™).

11.2.1- Stress osmotique modére

Avant I’application du stress, la vitesse de croissance des racines est de
1.39 + 0.01 mm h%, c’est-a-dire identique & celle des témoins. La vitesse de croissance chute &
0.88 + 0.14 mm h™ en moyenne aprés 3 h de stress osmotique modéré (Figure 30A). La
variabilité interindividuelle est forte pendant les six premieres heures de stress. Le pas de
mesure (3 h) ne permet pas de caractériser avec précision la baisse initiale de croissance, ni
d’extrapoler les fluctuations potentielles sur des périodes plus courtes. Trois racines
présentent une vitesse de croissance minimale entre 0-3 h puis récupérent au-dela. La vitesse
de croissance des trois autres racines diminue encore pendant les trois heures suivantes. Au-
dela de six heures, la vitesse de croissance de toutes les racines augmente progressivement. A
63 h, la vitesse de croissance se stabilise & 1.50 + 0.01 mm h™, et devient significativement
supérieure & celle des témoins (1.39 mm h™+ 0.01, Annexe 2, P<0.05).

Le profil de vélocité des racines soumises a un stress osmotique modéré présente une
allure similaire a celles des témoins (Figure 30B). Cependant la vélocité maximale est
significativement plus élevée sous stress osmotique modéré (Annexe 3, P<0.05), atteignant
une valeur maximale de 1.50 mm h™ + 0.01 mm h™. L’analyse des profils moyens de REGR
met en évidence que les valeurs obtenues sous stress modéré sont identiques ou légérement

plus faibles que celles des témoins dans la partie proximale de la zone de croissance [O-
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4.75 mm] et significativement plus élevee dans les parties distales a [5-6 mm] et a [7-9 mm)]
(Annexe 4, P<0.05). Le profil de REGR présente la méme allure que pour les témoins avec un
épaulement similaire. Le maximum de REGR est décalé de 0.5 mm et la zone de croissance
est plus longue de 0.75 mm.

11.2.2- Stress osmotique fort

La vitesse de croissance est de 1.38 + 0.02 mm h™ avant application du stress. Aprés 3
h d’application du stress, elle chute & 0.38 + 0.08 mm h™. Aprés 6 h & 15 h de stress selon la
racine considérée, elle diminue encore, mais plus faiblement. Ensuite, elle récupere
progressivement pour atteindre 0.58 mm h™+ 0.01 mm h™ aprés de 66 h de stress et se
stabilise a cette valeur (Figure 31A, Annexe 2).

L effet du stress osmotique fort n’est visible sur le profil de vélocité qu’au dela du 4°™
millimetre (Figure 31B), ou la vélocité devient significativement différente de celle du témoin
(Annexe 3, P<0.05). La vélocité est réduite par rapport a la moyenne des témoins, atteignant
une valeur maximale de 0.60 + 0.01 mm h™au millimétre 6. En condition de stress fort, le
profil de REGR présente une allure en cloche comme celui des témoins mais montre un
important raccourcissement de la zone de croissance. L’allongement relatif des cellules
s’arréte dés la position 6.5 mm (Figure 31C). Dans la partie apicale du profil [0 et 3.5 mm],
REGR n’est pas différent de celui du témoin. Le maximum de REGR est atteint a la position
3.5 mm (soit un décalage d’1 mm par rapport au témoin). Un épaulement n’est visible que

pour deux des six racines.

11.3- Discussion

La vitesse de croissance des racines, en particulier en condition témoin, présente peu
de variations entre individus. La stricte sélection des racines pour leur diamétre (1 mm),
contribue & cette faible variabilité. Chez le chéne, la vitesse de croissance des racines est
correlée a leur diamétre (Pages, 1995). Dans nos conditions de mesure, i.e. en nuit continue,
la vitesse de croissance ne présente pas de rythmicité. Il n’y a pas d’effet remanent de la
photopériode appliquée lors de la pré-culture. L’absence de variation journaliere de la
croissance a aussi été observée pour les racines de cerisier, de pommier, de riz, de sorgho ou
encore de mais, cultivés sous alternance jour/nuit tant que tous les autres parametres
environnementaux sont constants (Head, 1965 ; lijima et al., 1998 ; Walter et al., 2002 ;

Walter et Schurr, 2005). Cette constatation s'applique non seulement a la vitesse
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d'allongement des organes mais aussi a l'activité de division cellulaire (Campilho et al.,
2006). Cette insensibilité de la croissance de la racine a la photopériode est remarquable car
I'absorption des nutriments et le transfert des sucres vers la racine sont sujets a des rythmes
journaliers (Hansen, 1980 ; Schurr et Schulze, 1995). Cependant, dans notre dispositif de
mesure, la bouture ne présente pas ou peu de feuilles développées et I'impact de la
transpiration, et par conséquent de la compétition entre organes, est limité. Par ailleurs, les
racines adventives de peuplier disposent d’une source d’énergie importante, les réserves de la
bouture, permettant une croissance stable et vraisemblablement indépendante de la
photosynthese. La croissance des racines de peuplier a été analysée sous conditions contrélées
(température 21°C) et homogeénes entre les phases de pré-culture et de mesure (conservation
de la solution nutritive) car la croissance des racines est tres sensible aux fluctuations de ces
paramétres de I’environnement. La croissance des racines de mais réagit fortement aux
changements de température (Pahlavanian et Silk, 1988). La croissance de racines de tabac
suivrait de facon quasi linéaire les variations journaliéres de température (Hummel et al.,
2007). Ces ajustements de croissance peuvent étre trés rapides. En quelques minutes, la
croissance des racines du mais est modifiée lors de changements de la température (Walter et
al., 2002) ou de la disponibilité des éléments nutritifs (Walter et al., 2003). Bien que peu
d'études quantitatives examinent cet aspect, la vitesse de croissance des racines peut aussi
osciller indépendamment de I’environnement. La période d'oscillation de la croissance de la
racine de mais varie de douze minutes a une heure selon la disponibilité en nutriments (Walter
et al., 2003), suggérant une corrélation entre I’oscillation de la croissance et I'absorption des
nutriments. Nos analyses de vitesse de croissance ont été effectuees a un pas de temps de 3 h,
il n’est pas exclu que ce pas de temps masque des oscillations de croissance de courte période.

Le profil de distribution spatiale de REGR le long de la zone de croissance de la racine
du peuplier est similaire a celui retrouvé chez toutes les espéces étudiées a ce jour et
comparable a celui des feuilles de monocotylédones : un profil en forme de cloche (Figure
29D). L’existence de pics secondaires notamment au niveau de la zone de transition
division/expansion ou I’apparition de deux pics de REGR dans la zone d’expansion a
précédemment été reportée (Walter et al., 2002, Walter et al., 2003). Nous n’observons pas de
second pic de REGR significatif mais un léger « épaulement » dans la zone [5.5-7 mm] en
conditions témoin et de stress osmotique modéré qui disparait pour quatre des six racines sous
stress osmotique fort.

L’application du stress osmotique a généré, apres 3 jours de stress, deux états de

croissance stable mais contrastés: une stimulation de la vitesse de croissance (100 g L™ de
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PEG) et une restauration partielle de la croissance (200 g L™ de PEG) par rapport a la
condition témoin. Le déficit hydrique est connu pour induire, en fonction de son intensité, des
effets différentiels sur la croissance de la racine. Chez le pin maritime, une augmentation de la
croissance racinaire en réponse a un stress osmotique (réalisé en hydroponie) a également été
reportée (N’Guyen et Lamant, 1989 ; Triboulot, 1996). Meyer et Boyer (1981) ont observé le
méme phénomeéne sur des hypocotyles de plantules de soja cultivées sur vermiculite. Au cours
de la premiere phase d’application d’un déficit hydrique progressif, la croissance des racines
de plantules de mais a dépassé celle des témoins (Sharp et Davies, 1979). Dans cette étude, le
déficit hydrique est appliqué par desséchement du sol. La stimulation de la croissance de la
racine de peuplier par un déficit hydrique modéré n’est donc pas due a I’utilisation de PEG.

Sous les deux conditions de stress osmotique, la vitesse de croissance de la racine du
peuplier présente deux phases distinctes : une phase d’inhibition, suivie d’une reprise de la
croissance, et d’une phase de stabilisation (Figure 30A et 31A). La croissance des plantes
sous un stress d’intensité moyenne est souvent caractérisée par une phase aigue de rapide
inhibition, suivie d'une phase de récupération et d'acclimatation a la nouvelle condition
(Skirycz et Inzé, 2010). Chez les feuilles d'orge, un stress salin au niveau des racines induit
une diminution du taux d'expansion des feuilles jusqu’a un niveau proche de zéro en quelques
secondes, suivie d'une reprise du taux d'expansion des feuilles a environ 46% puis 70% par
rapport aux témoins en quelques minutes et quelques jours, respectivement (Fricke et al.,
2006). De méme chez Arabidopsis thaliana, l'activité du cycle cellulaire est diminuée sous
12 h et 36 h de stress salin mais est restaurée au bout de quatre jours de stress (Burssens et al.,
2000). Selon Skirycz et Inzé (2010), la réponse aigué, i.e. une inhibition rapide de la
croissance, peut étre interprétée comme une anticipation d’éventuelles conditions plus séveres
et la phase de reprise de croissance correspondrait a I'établissement d'un nouvel état
d'équilibre sous un stress prolongé et stable.

Nos résultats montrent que, quelle que soit I’intensité du stress osmotique, son effet
sur la vélocité et le REGR dépend de la position le long de la zone de croissance. Dans les
quatre millimetres apicaux de la zone de croissance, le REGR des cellules est identique dans
toutes les conditions, stress osmotiques et témoin (Annexe 4, P<0.05). L’effet différentiel de
I’intensité du stress osmotique sur la croissance n’est visible qu’au-dela. Alors que la
stimulation de la croissance par un stress osmotique modéré genére des profils de REGR
supeérieurs a ceux des témoins dans la région distale de la zone d’expansion [5-10 mm], un
stress osmotique fort réduit la taille de la zone de croissance, I’arrét de I’expansion cellulaire

ayant lieu plus prés de I’apex. En termes d’allongement relatif, la région apicale de la zone de
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croissance de la racine du peuplier apparait donc insensible au déficit hydrique. Par des
analyses fines de vélocité et de REGR, Sharp et al. (1988) ont aussi montré que les trois
premiers millimetres de la zone de croissance de la racine du mais étaient insensibles a
différents niveaux de stress hydrique. Il a été proposé que le maintien de la vitesse
d’allongement relatif dans les premiers millimetres apicaux impliquerait un fort ajustement
osmotique et que cette capacité d’ajustement disparaitrait au-dela de ces positions (Sharp et
al., 1990). D’autres ajustements peuvent aussi contribuer au maintien de la vitesse
d’allongement relatif dans les premiers millimetres apicaux. Un relachement des parois
permettrait le maintien de I’expansion sous une faible pression de turgescence (Cosgrove,
2005 ; Spollen et Sharp, 1991). Le deficit hydrique pourrait avoir un effet différentiel sur les
capacités d’extension des parois selon la position des cellules le long de la zone de croissance
(e.g. Pritchard et al. 1993 ; Wu et al., 1996). Sous déficit hydrique, I’accumulation de phénols
et de lignines dans la région distale de la zone de croissance, liée a I’activité de peroxydases et
d’oxydases, rigidifierait les parois par des liaisons covalentes aux polysaccharides pariétaux
(Fan et al., 2006). Au contraire, dans la partie apicale, I’extensibilité des parois serait associée
a un changement de pH et d’activité des xyloglucan endotransglucosylases/hydrolases (XTH)
qui contribueraient a I’acidification et a la perte de connectivité entre les microfibrilles de
celluloses (Fan et Neumann 2004 ; Wu et al., 2001). Des analyses de protéomique ont montre
que la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) était fortement augmentée dans la
zone ou REGR est maintenu sous déficit hydrique (Zhu et al., 2007). L’augmentation de ROS
en condition de déficit hydrique pourrait &tre impliquée dans I’extensibilité accrue de la paroi
primaire dans cette région (Wu et al., 1996). Des études récentes suggérent que la production
de radicaux hydroxyles peut jouer un réle direct dans le relachement de la paroi primaire par
clivage des polysaccharides pariétaux (Fry, 1998 ; Fry et al., 2001 ; Liszkay et al., 2003).
Cette activité a été mise en évidence dans la zone d'élongation des feuilles (Rodriguez et al.,
2002) et des racines primaires de mais (Liszkay et al., 2004). Une hypothése complémentaire
serait que, dans les premiers millimétres apicaux, les mécanismes de tolérance au déficit
hydrique seraient plus fortement régulés que dans les régions distales. Des études de
transcriptomique ont montré que le maintien de REGR dans les premiers millimétres nécessite
une forte régulation des mécanismes impliqués dans le relachement des parois, dans la
régulation osmotique, la régulation de I’ABA, et la régulation des transports membranaires
(Spollen et al., 2008). Au-dela des ces positions, pour les régions dont la vélocité et le REGR
sont affectés par le déficit hydrique, ce sont principalement des genes impliqués dans la

différenciation des cellules qui sont exprimés, aboutissant a une maturation précoce de ces
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dernieres (Spollen et al., 2008). L’expansion cellulaire devant étre soutenue par des flux
entrants d’eau et de macromolécules (Boyer et Silk, 2004), il est envisageable que la
sensibilité différentielle de REGR au stress osmotique, selon la position le long de la zone de

croissance, implique une réorganisation des flux d’eau au sein de la zone de croissance.
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I11- Densités de transcrits le long de I’apex sous déficit hydrigue
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A

Geénes pris en compte

N°

Echantillon | Segment Echantillon PtTIP1;1 | PtTIP1;2 | PtTIP1;3 | PtTIP1;4 | PtTIP1;5 | PtTIP1;6 | PtTIP1;7 | PtTIP1;8 | PtPIP2;6 | PtAPL | PtActll | PtADH
Témoin 1 0-1mm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Témoin 1 1-2mm 2 0,963 0,973 0,983 0,917 0,886 0,892 0,979 0,856 0,948 0,871 0,950 0,98409
Témoin 1 2-3mm 3 0,917 0,877 0,963 0,898 0,785 0,841 0,760 0,856 0,736 0,820 | 0,930 |0,963838
Témoin 1 3-4mm 4 0,901 0,829 0,911 0,895 0,745 0,818 0,732 0,856 0,708 0,800 | 0,903 |0,911846
Témoin 1 4-5mm 5 0,898 0,707 0,880 0,886 0,740 0,809 0,697 0,844 0,675 0,792 0,883 ]0,880786
Témoin 1 5-6mm 6 0,898 0,648 0,877 0,883 0,735 0,801 0,697 0,844 0,675 0,789 0,880 ]0,877738
Témoin 1 6-7mm 7 0,892 0,633 0,815 0,722 0,697 0,678 0,683 0,844 0,661 0,771 0,769 ]0,816125
Témoin 1 7-8mm 8 0,877 0,620 0,790 0,695 0,681 0,646 0,676 0,832 0,654 0,756 0,743 ]0,791062
Témoin 1 8-9mm 9 0,874 0,597 0,774 0,693 0,671 0,626 0,660 0,815 0,638 0,743 0,733 ]0,774782
Témoin 1 [9-10mm] 10 0,871 0,582 0,766 0,678 0,660 0,599 0,657 0,815 0,636 0,737 0,722 ]0,766768
Témoin 1 ][10-11mm] 11 0,841 0,572 0,735 0,667 0,639 0,590 0,655 0,815 0,634 0,727 0,701 |0,735533
Témoin 2 0-1mm 12 0,841 0,540 0,735 0,653 0,590 0,588 0,653 0,760 0,632 0,675 | 0,694 |0,735533
Témoin 2 1-2mm 13 0,829 0,452 0,727 0,651 0,420 0,570 0,646 0,760 0,625 0,590 | 0,689 |0,727926
Témoin 2 2-3mm 14 0,826 0,429 0,722 0,642 0,418 0,553 0,635 0,745 0,615 0,581 0,682 ]0,722897
PEG200 3 6-7mm 95 0,010 0,000 0,410 0,000 0,019 0,003 0,010 0,434 0,322 0,489 0,351 ]0,410901
PEG200 3 7-8mm 96 0,009 0,000 0,382 0,000 0,019 0,003 0,009 0,425 0,315 0,452 0,316 | 0,382058
PEG2003 | [8-9mm 97 0008 | 0000 | 0372 | 0000 | 0018 | 0003 | 0000 | 0415 | 0229 | 0415| 0285 |0,372001
PEG2003 | [9.10mm]| 98 0,007 | 0000 | 0344 | 0000 | 0018 | 0002 | 0000 | 0401 | 0216 | 0362 0156 | 034433
PEG2003 |[10-1imm]| 99 0,003 | 0,000 | 0321 | 0000 | 0015 | 0002 | 0000 | 0398 | 0000 | 0208 | 0002 |0321271

M<15 | 1150 |BSIGBBN 1658 | 2.436 | 1,784 | 1,643 | 1,021 | 2,341 | 2,275 | 1,950] 1,931 | 1,705
B PtTIP1;1|PtTIP1;3
1 1
0,963 0,983
0,917 0,963
0,901 0,911
0,898 0,880
0,898 0,877
0,892 0,815
0,877 0,790
0,874 0,774
0,871 0,766
0,841 0,735
0,841 0,735
0,829 0,727
0,826 0,722
0,010 0,410
0,009 0,382
0,008 0,372
0,007 0,344
0,003 0,321

Figure 32 : Expression relative des génes au sein des échantillons. A. Extrait de la matrice

des expressions relatives des 11 géenes étudiés. Chaque racine est découpée en 11 segments. Il

y a trois répétitions biologiques par traitement (témoin, modéré, fort) et par segment soit un

total de 99 échantillons. Une expression relative est calculée indépendamment pour chaque

gene dans les 99 échantillons, en normalisant par la valeur de Ct minimum observée pour le

gene considéré dans I’ensemble des échantillons. B. GeNorm génere les moyennes

géométriques (M) pour chagque géne au sein de la matrice A. La moyenne géométrique la

plus forte désigne le géne le moins stable dans la matrice. Ce géne est alors retiré de

I’analyse. L’analyse est itérative et reprend jusqu’a ne conserver que le (ou les) gene(s) dont

I’expression relative est la plus stable (M<1.5). PtTIP1;1 présente la moyenne géométrique la

plus faible (M = 1.150) et est utilisé comme géne de référence pour cette matrice.
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L application du stress osmotique a géneré, apres 3 jours de stress, deux états de
croissance stable mais contrastés: une stimulation de la vitesse de croissance (100 g L™ de
PEG) et une restauration partielle de la croissance (200 g L™ de PEG) par rapport a la
condition témoin. Nous avons testé si ces états de croissance sont associés a un patron
différentiel d’expression des aquaporines le long de I’apex. Nous avons considéré dans ce
chapitre que la variation de la quantité normalisée des transcrits entre des états de croissance
contrastés aurait une signification fonctionnelle. Selon cette hypothése, I’augmentation du
nombre de transcrits ne conduit pas forcément a I’augmentation proportionnelle du nombre de
protéines, I’activité de traduction n’étant pas considérée proportionnelle a celle de
transcription. La durée de vie des transcrits et des protéines peut varier et I’efficacité de
traduction peut aussi étre dépendante des conditions environnementales. Cependant, en tenant
compte du co(t de transcription, il semble parcimonieux de considérer que la variation
normalisée du nombre de transcrits ne reflete pas un processus aléatoire. Ainsi, nous avons
posé I’hypothése qu’une variation de densités de transcrits reflete des ajustements
fonctionnels quel que son impact sur la variation de la quantité de protéines. Nous avons donc
recherché les membres les plus régulés en réponse au déficit hydrique et un lien potentiel avec

les états de croissance.

111.1- Densité de transcrits le long de I’apex

111.1.1- Expression normalisée des génes

La quantification des transcrits est réalisée sur une quantité de matrice ARN identique
pour chaque segment (100 ng) afin d’éviter des biais techniques lors de la transcription
inverse et de la PCR quantitative. Pour comparer I’expression d’un gene entre les différents
segments, la quantité de transcrits du gene d’intérét est normalisée en regard de celle d’un
géne de référence. Par définition, les génes de référence ne sont pas induits/réprimés par le
traitement étudié et sont souvent utilisés pour représenter I’activité métabolique de base de la
cellule. De nombreux génes de références sont classiqguement utilisés en PCR quantitative,
notamment les génes codant des éléments du cytosquelette comme I’actine ou la tubuline
(Brunner et al., 2004 ; Czechowski et al., 2005). Bien que normaliser par un gene de
référence constitutivement exprimé soit la méthode la plus courante, il n’existe pas de gene de
référence universel, stable dans toutes les conditions expérimentales (Czechowski et al.,

2005). Chez Arabidopsis thaliana, plusieurs genes sont considérés plus performants que les
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Figure 33 : Densité d’ARN total par millimétre (quantité mesurée dans chaque segment
d’un millimétre) le long de I’apex de la racine du peuplier (ng mm™) aprés 75 h 2 87 h de
culture. A. en condition témoin. B. sous stress osmotique modéré. C. sous stress osmotique

fort. Moyenne + e.s., N = 6.
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genes de référence traditionnels en terme de stabilité d'expression au cours du développement
et dans une vaste gamme de conditions environnementales (Czechowski et al., 2005). Il est
nécessaire d’identifier des génes de référence propres a chaque protocole. Pour déterminer
quels génes de référence sont les plus appropriés, des algorithmes statistiques ont été
développés, tels que geNorm (Vandesompele et al., 2002). Ce programme utilise des
comparaisons deux a deux ainsi que des moyennes geométriques a travers une matrice de
genes et d’échantillons biologiques pour identifier le meilleur gene de référence parmi le jeu
de données utilisé (cf Matériel et Méthodes). Dans notre étude, nous avons utilisé geNorm
pour déterminer quel était, parmi nos génes testés, le géne le plus stable quel que soit le
segment au sein de I’apex et le traitement considéré (11 segments x 3 répétitions x 3
traitements = 99 échantillons). Les trois répétitions biologiques sont les racines récoltées a 75
h & 78 h. Le logiciel geNorm a déterminé que, dans nos 99 échantillons, parmi tous les genes
étudiés, le gene PtTIP1;1 présentait la plus grande stabilité quelle que soit la position et quel
que soit le traitement considéré (Figure 32). L’expression relative des autres geénes est
calculée par rapport a PtTIP1;1 (cf. Matériel et Méthodes). Cette expression relative permet
de comparer [I’expression des différents genes dans toutes les combinaisons
position/traitement.

111.1.2- Densité d’ARN total le long de I’apex

La quantité d’ARN total est mesurée avant I’étape de PCR quantitative dans chaque
segment d’un millimétre. La densité d’ARN total (exprimée en ng mm™) est déterminée sur
six racines par traitement (Figure 33). Quelle que soit la condition, la densité d’ARN total
varie fortement selon la position. Les quatre premiers millimetres sont trés riches en ARN,
avec une densité supérieure & 500 ng mm™ et un maximum de 2000 ng mm™ dans le segment
[1-2 mm]. Au-dela du 4°™ millimétre, la densité est d’environ 200 ng mm™. Aprés 75 h de
stress osmotique fort ou modéré, I’allure du profil de densité est relativement similaire a celle
du témoin, avec un pic de densité dans le méme segment. Néanmoins, pour les deux niveaux
de stress, la densité d’ARN total est plus forte dans le premier millimétre (environ deux fois
plus forte qu’en condition témoin). De plus, sous stress fort, la densité dans la zone [4-

11 mm] est deux fois plus élevée que dans les autres conditions.
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O-I1mm J12mm | 23mm| 34mm | 45mm ] 56mm]| 6-7mm]| 7-8 mm | 89 mm | 9-10 mm | 10-11 mm

. 0,1 0,3 0,7 2,2 59 9,3 18,4 28,7 46,8 45,0 0,0
PITIP1;2 +0,0 £0,1 +0,2 +0,3 +0,3 +1,3 +1,9 +0,6 £1,1 +71 +0,0
. 0,1 0,2 0,3 0,3 0,5 0,7 0,7 0,6 0,6 1,4 6,5
PITIPL;3 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,2 £2,2
PtTIP1:4 0,0 2,9 13,6 21,7 55,8 57,1 48,3 40,0 21,0 18,3 41,3
’ +0,0 +0,4 +1,1 +1,0 £0,8 0,9 £04 £0,8 +0,7 +2,8 +£14,1
PITIPL:5 28,5 43,3 41,5 47,9 8,3 2,0 6,2 4,6 0,7 2,1 23,7
' +58 £8,2 +4,3 +£1,0 +0,5 +0,1 +0,2 +0,3 +0,0 £0,3 £8,1
P{TIP1:6 22,0 24,1 25,0 18,4 9,6 4.4 2,2 0,6 0,3 0,5 0,3
' +£53 £3,4 £3,2 £1,3 £0,3 £0,3 £0,0 £0,0 £0,0 £0,0 £0,1
PITIP1:7 46,2 25,3 17,7 9,0 19,6 26,3 23,9 25,3 30,3 32,1 26,1
' £11,4 +12,1 +8,3 +25 +0,8 £2,3 £2,0 +1,1 +£0,3 +10,3 +25,0

. 2,9 3,8 1,2 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 1,9
PITIP1;8 +0,4 +£0,4 +0,1 +£0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 £0,0 +£0,7
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tableau 3 : Contribution de chaque PtTIP1s par rapport a la population globale des
TIP1s dans chaque segment de I’apex (%) en condition témoin. A chaque position, le géne

le plus représenté est signalé en rouge. Moyenne + e.s., N=3.

O-I1mm | 1-2mm | 2-3mm | 3-4mm | 45mm | 56mm | 6-7mm | 7-8 mm | 8-9 mm | 9-10 mm | 10-11 mm
PITIP1:2 0,0 0,1 4,2 6,9 6,4 10,5 5,0 10,8 15,3 16,4 81,9
' +0,0 +0,0 +0,6 +11 +1,3 +3,0 +0,5 +15 +1,6 +0,2 +2,.2
PITIP1:3 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,5 0,9 0,6 0,8 1,8 2,3
' +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,3
PITIP1:4 0,1 3,0 11,9 18,5 41,1 53,7 52,3 44,7 29,3 18,5 8,9
' +0,1 +0,2 +0,3 +13 +0,8 +19 +0,5 +3.2 +0,8 +04 +1.2
PITIPL5 43,7 59,2 55,7 41,8 25,6 4,2 7,5 5,0 1,0 2,3 54
' +0/4 +0,5 +25 +0,7 +0,6 +0,1 +0,5 +04 +0,0 +0,1 +0,7
PtTIP1:6 27,4 23,2 20,2 18,5 7,8 2,8 2,5 0,6 0,6 1,0 0,1
' +0,7 +04 +21 +11 +0,2 +0,4 +04 +0,1 +0,0 +0,5 +0,0
PtTIP1:7 25,1 11,6 7,0 13,5 18,6 28,2 315 38,2 52,8 59,6 0,4
' +0,3 +0,2 +0,5 +0,2 +0,2 +10 +0,5 +50 +0,8 +0,3 +0,0
PITIP1'8 3,6 2,6 0,8 0,4 0,32 0,2 0,2 0,2 0,5 0,3 1,1
' +0,3 +0,2 +0,1 +0,1 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,1
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tableau 4 : Contribution de chaque PtTIP1s par rapport a la population globale des
TIP1s dans chaque segment de I’apex (%) apres 75 ou 78h de stress modéré. A chaque

position, le gene le plus représenté est signalé en rouge. Moyenne +* e.s., N=3.

O-I1mm J12mm | 2-3mm| 3-4mm | 45mm ] 56mm]| 6-7mm | 7-8 mm | 89 mm | 9-10 mm | 10-11 mm

PtTIP1:2 0,0 0,7 10,5 23,3 39,8 23,3 24,7 30,0 36,9 46,3 41,0
! +0,0 +0,1 +0,5 +0,8 +1,0 +1,8 +6,0 +6,1 +4,9 +0,8 +5.8

. 0,2 0,1 0,1 0,4 0,6 0,9 1,1 1,1 1,5 2,0 2,5
PLTIPL;3 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,1 £0,2 £0,2 £0,5
PITIP1:4 1,2 2,9 12,2 42,0 34,2 56,2 47,3 32,7 43,9 41,6 30,2
' +1,1 +0,3 +1,4 £0,9 +1,7 £0,9 £2,2 £3,9 £2,6 £0,6 £2,9
PtTIP15 40,1 45,2 36,1 17,0 12,1 7,6 12,6 18,8 2,2 3,4 7,9
' +2,8 +1,7 +3,0 +0,4 +2,8 +2,4 +0,8 +2,4 +£0,0 £0,3 £2,3

. 23,5 9,3 8,8 6,0 4,6 4,3 3,1 1,5 1,3 1,0 0,2
PITIP1.6 +25 0,9 +0,4 +£0,5 +0,1 0,3 0,8 +0,1 +£0,1 +0,2 0,0
PtTIP1:7 31,2 41,0 32,2 11,2 8,4 7,3 10,9 15,1 13,6 5,0 16,1
' £1,9 £1,7 £1,6 £0,8 £2,3 £0,4 £3,1 £8,7 £6,0 £0,7 £3,7

. 3,8 0,9 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,8 0,5 0,8 2,0
PtTIP1,8 +0,0 +£0,0 +0,0 +£0,0 £0,0 +£0,0 +£0,0 £0,0 +£0,0 £0,0 +£0,3
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Tableau 5 : Contribution de chaque PtTIP1s par rapport a la population globale des
TIP1s dans chaque segment de I’apex (%) aprés 75 ou 78h de stress fort. A chaque

position, le gene le plus représenté est signalé en rouge. Moyenne * e.s., N=3.
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111.1.3- Contribution relative des PtTIP1s le long de I’apex

Dans le génome du peuplier, huit génes appartiennent a la sous-classe des aquaporines
TIP1 (Gupta et Sankararamakrishnan, 2009). PtTIP1;1 a été utilisé comme gene de référence
pour normaliser I’expression des genes codant les sept autres TIP1 (PtTIP1;2 a PtTIP1;8). La
contribution relative de chagque membre a la population totale des transcrits PtTIP1s est
déterminée pour chaque segment en condition témoin (Tableau 3). Au sein de chaque segment
un gene représente toujours au moins 40% des transcrits TIP1 et ce géne dépend du segment.
Alors que PtTIP1;5 est fortement représentée dans la partie proximale de I’apex, PtTIP1;4 est
prépondérante dans les segments [4 a 8 mm] et [10-11 mm], et PtTIP1;2 en fin de zone
d’expansion. La proportion de PtTIP1;7, qui est forte (46%) dans le premier segment
correspondant a la coiffe et au méristeme, est supérieure a 9% dans tous les segments. Ces
résultats suggerent un réle spécifique des aquaporines TIP1;2, 1;4, 1;5 et 1;7 dans les
différentes zones de I’apex (Tableau 3). La contribution relative de chaque membre a la
population totale des transcrits PtTIP1s dans chaque segment est peu affectée par le stress
osmotique moderé (Tableau 4). Comme en condition témoin, les segments apicaux [0-4 mm]
contiennent en majorité des transcrits de PtTIP1;5 et les segments [4 a 8 mm] des PtTIP1;4.
La contribution relative de PtTIP1;7 est plus forte dans les segments [8 a 10 mm] et plus
faible dans le premier millimetre par rapport a la condition témoin. PtTIP1;2 n’est majoritaire
que dans le dernier segment (82%) en fin de zone de croissance. Par contre, sous stress
osmotique fort (Tableau 5), la contribution relative de PtTIP1;2 est toujours supérieure a 20%
dans les segments [3-11 mm]. Les contributions de PtTIP1;5 et PtTIP1;4 demeurent
prépondérantes sous stress osmotique fort dans la zone apicale et dans la zone médiane de

I’apex, respectivement.

111.1.4- Densité de transcrits PtTIP1 le long de I’apex
Le polyéthyléne glycol rend la solution nutritive visqueuse et pourrait induire une
hypoxie. Afin de tester cette hypothése, I’expression relative du géne codant une alcool
déshydrogénase, PtADH est analysée dans chaque segment pour tous les traitements (Annexe
1). A chaque position, I’expression relative de PtADH ne differe pas entre traitements, ce qui
suggére que, dans nos conditions ou la solution nutritive était fortement aérée, les traitements
osmotique au PEG n’ont pas induit d’hypoxie. Néanmoins, I’allure du profil d’expression

laisse supposer une régulation de PtADH le long de I’apex.
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Figure 34 : Densités des transcrits PtTIP1 du peuplier au sein de I’apex de la racine en
condition témoin. Les trois racines sont récoltées en phase ‘nuit théorique’. Les densités
exprimees en unités arbitraires par millimétre sont normalisées par rapport a PtTIP1;1.

Moyenne £ e.s., N =3.
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La densité de transcrits PtTIP1;2 a PtTIP1;8 est analysée le long de I’apex de trois
racines cultivées en condition témoin et récoltées en phase de nuit théorique (Figure 34). Les
valeurs de densité sont interpolées a I’aide d’une spline interpolante (tracé noir). Les densités
de transcrits de PtTIP1;3 et PtTIP1;8 sont faibles par rapport aux autres genes. Les profils de
densité de transcrits PtTIP1;2 et PtTIP1;4 suivent une cloche dissymétrique avec un
maximum de densité, respectivement mesuré a la position [8-9 mm] et [4-6 mm]. Un pic de
densité de transcrits PtTIP1;5 est localisé au segment [3-4 mm], la densité est réduite d’un
facteur 10 au segment suivant et est quasi nulle dans toute la zone distale. La densité de
PtTIP1;6 est forte dans la partie apicale de la zone d’expansion. Le profil de densité de
transcrits PtTIP1;7 est relativement stable le long de la zone de croissance.

Les densités de transcrits PtTIP1s sont mesurées le long de I’apex de trois racines
apres 3 jours de stress osmotique modéré (Figure 35). Dans chaque sous-graphe, le tracé bleu
rappelle la spline ajustée au profil de densité des témoins. A I’exception de PtTIP1;2, les
profils de densité de transcrits des PtTIP1s au sein de I’apex de la racine présentent une allure
et un ordre de grandeur proches de ceux déterminés en condition témoin. Comme en
condition témoin, les densités de PtTIP1;8 et PtTIP1;3 restent faibles en condition de stress
osmotique modéré. Concernant PtTIP1;2, le maximum de densité situé a [8-9 mm] en
condition témoin, est décalé en toute fin de zone de croissance a la position [10-11 mm] sous
stress modéré. PtTIP1;4 présente un maximum de densité a la position [5-6 mm] contre [4-6
mm] chez les témoins, la valeur maximale de la densité de transcrits est 1.3 fois plus forte.
Alors qu’en condition témoin, un maximum de densité de transcrits de PtTIP1;5 est visible &
la position [3-4 mm], en condition de stress modéré, le pic est moins marqué, la densité de
transcrits étant forte entre [1-4 mm]. La densité de transcrits PtTIP1;6 présente un patron
spatial proche de celui trouvé chez les témoins. Au-dela, comme pour les témoins, la densité
est trés faible et proche de zéro aprés le millimétre 8. PtTIP1;7 présente une densité de
transcrits plus faible que les témoins pour les 3 premiers millimetres apicaux et plus fortes au-
dela de cette position mais le profil demeure relativement plat.

Les profils de densité de transcrits sont plus fortement modifieés aprés 3 jours de stress
fort qu’aprés 3 jours de stress modéré (Figure 36). La densité de transcrits PtTIP1;2 dans les
trois premiers millimetres est plus forte qu’en condition témoin, le maximum de densité est
fortement décalé (de 5 mm) vers la base de I’apex. PtTIP1;3 et PtTIP1;8 présentent des
valeurs de densité plus élevées qu’en condition témoin mais qui restent faibles en regard des
autres transcrits. Concernant PtTIP1;8, le stress osmotique fort génére un décalage du

maximum de densité vers le millimetre apical et le pic est élargi sur deux millimetres. Le
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Figure 35 : Densités des transcrits PtTIP1 du peuplier au sein de I’apex de la racine sous
stress modéré (PEG 100 g L™). Les trois racines sont récoltées en phase ‘nuit théorique’. Les
densités exprimées en unités arbitraires par millimétre sont normalisées par rapport a
PtTIP1;1. Moyenne + e.s., N = 3. La ligne bleue correspond a une spline cubique interpolante

de la moyenne des témoins.
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Figure 36 : Densités des transcrits PtTIP1 du peuplier au sein de I’apex de la racine sous
stress fort (PEG 200 g L™). Les trois racines sont récoltées en phase ‘nuit théorique’. Les
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profil de densité de transcrits PtTIP1;4 présente un pic de densité déecalé de 2 mm vers I’apex
et dont la valeur maximale est plus élevée qu’en condition témoin. Le maximum de densité
est aussi décalé vers la partie apicale de la zone de croissance pour PtTIP1;5, avec une densité
plus forte que les témoins. Un décalage et un élargissement de pic sont observés pour
PtTIP1;6 mais les niveaux de densité de transcrits sont comparables a ceux mesures en
condition témoin. PtTIP1;7 présente la plus forte augmentation de la densité de transcrits par
rapport a la condition témoin (avec des valeurs 5 fois plus fortes). Un pic de densité, non
visible chez les témoins, est présent entre les positions [1-3 mm]. Globalement, le stress
osmotique fort affecte davantage I’allure des densités relatives des TIP1s que le stress
osmotique faible. Le pic de densité de transcrits est, dans la plupart des cas, décalé vers la
base de I’apex avec des densités plus élevées.

Les profils de densité de PtTIP1;4 ayant une allure proches de celles des profils de
REGR, ils ont été superposés pour chaque traitement respectivement (Figure 37). Plut6t bien
superposés pour chaque traitement, les profils de densité de PtTIP1;4 et de REGR, ont de
surcroit un maximum colocalisé et ce dans les trois états de croissance. En considérant que la
variation de densité de transcrits est fonctionnelle, la forte correspondance détectée suggere
que PtTIP1;4 pourrait étre impliquée dans I’expansion cellulaire.

111.1.5- Densité des transcrits PtP1P2;6 et PtAPL le long de I’apex

Les densités de PtPIP2;6, codant une aquaporine de la sous-classe PIP2, et de PtAPL,
codant un facteur de transcription impliqué dans la différenciation du protophloéme) sont
mesurées, en phase de nuit théorique, le long de I’apex dans les trois états de croissance
(Figure 38 A-F). Quelle que soit la condition, le profil de densité présente une allure en
cloche. La densité maximale de transcrits PtPIP2;6 semble colocaliser avec le maximum de
REGR. Ainsi, le pic de densité qui est détecté a la position 5.5 mm en condition témoin et de
stress modéré, est légérement décalé vers I’apex (a la position 3.5 mm) sous un stress
osmotique fort. Le niveau de transcrits est beaucoup plus élevé sous stress osmotique fort par
rapport aux autres conditions.

En condition témoin, la densité de PtAPL est faible dans les premiers millimétres [0-3
mm], et de plus en plus forte dans les segments de plus en plus distants de I’apex. Le
maximum de densité est retrouvé dans le dernier segment [9,5-10,5 mm]. En condition de
stress osmotiques modéré et fort, les profils de densité de PtAPL le long de I’apex sont

proches de celui déterminé en condition témoin. Alors que la densité de transcrits est plus
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Figure 38 : Profils de densité de transcrits de PtPIP2;6 et PtAPL le long de I’apex. A et
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valeur du bootstrap. (D’aprés Gupta et Sankararamakrishnan, 2009).
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faible sous stress osmotique modeéré qu’en condition témoin, le stress osmotique fort induit
une augmentation nette de la densité de transcrits. Dés lors sous stress osmotique fort, la
densité de PtAPL est nettement plus élevée qu’en condition témoin aux positions proximales
[0-3 mm].

111.2- Discussion

A notre connaissance, nous avons mené la premiére analyse de I’expression de
I’ensemble des TIP1s chez le peuplier, ce dans I’apex de la racine. A ce jour, peu de travaux
portent sur I’expression des aquaporines TIP1s au regard des PIPs. Chez le peuplier, quelques
études ont été menées (Almeida-Rodriguez et al., 2010; Secchi et al., 2009, 2010) qui

s’intéressent principalement a I’expression des PIPs a I’échelle de I’organe.

Les sequences protéiques du sous-groupe TIP1, sont trés conservées, notamment au
niveau des acides aminés formant le motif aromatique/Arginine (Ar/R). Dans cette région, qui
constitue un filtre de sélectivité, I'arginine hautement conservée est remplacée par une valine
chez Arabidopsis thaliana et Populus trichocarpa. Cette substitution ne figure pas chez les
TIP1s de la mousse de Physcomitrella patens (Danielson et Johanson, 2008) suggérant que les
TIP1s jouent un role spécifique chez les plantes supérieures. Toutefois, la démonstration du
role physiologique des TIP1s fait défaut et les résultats disponibles sont contradictoires. La
régulation négative d’AtTIP1;1 par ARN interférent (RNAI) chez A. thaliana provoque une
sénescence précoce et une mort de la plante (Ma et al., 2004). Le degré de répression de ce
gene entraine une gamme de phénotypes allant d’un phénotype comparable au sauvage a un
phénotype létal. Les plantes transformées présentant une réduction d’expression d’AtTIP1;1
sont affectées dans leur métabolisme du carbone, dans le transport vésiculaire, et dans le
réseau de signalisation. Les auteurs suggerent que TIP1;1 joue une fonction essentielle dans le
transfert a travers les cellules par un mécanisme impliquant le trafic vésiculaire (Ma et al.,
2004). Cependant, un mutant tipl;1 chez A. thaliana, généré par mutation insertionelle, est
tout a fait viable et ne présente aucune variation dans son métabolisme par rapport au sauvage
(Schussler et al., 2008). L analyse du double mutant d’A. thaliana déficient en tipl;1 et tip1;2
montre que ces mutations n’induisent aucune variation dans la capacité de rétention de I’eau
de la plante (Schissler et al., 2008). Par contre, la surexpression de TIP1;1 de Panax ginseng
chez A. thaliana, entraine une croissance rapide des organes, une floraison précoce, et une

biomasse plus importante comparée au sauvage (Peng et al., 2007). De plus, les lignées
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d’A. thaliana surexprimant PgTIP1;1 semblent résistantes a des stress salins et hydriques (Lin
et al., 2007 ; Peng et al., 2007). Ainsi TIP1;1 serait aussi impliquée dans la croissance des
organes et dans la tolérance aux stress abiotiques. De plus, au sein de protoplastes de cellules
de tabac BY-2, la surexpression de la NtTIP1;1 entraine a la fois la régénération de la vacuole
et une augmentation de I'expansion cellulaire (Okubo-Kurihara et al., 2009). Dans notre
étude, la densité de transcrits des PtTIP1s au sein de I’apex du peuplier est modifiée lors d’un
stress osmotique fort. Les pics de densités sont décalés vers I’apex, suggérant un role
physiologique des TIP1 dans la croissance de la racine dans les premiers millimétres.

L analyse phylogénétique des TIP1s du peuplier révele que les séquences protéiques
sont proches deux a deux, révélant 4 groupes de génes paralogues (Figure 39, issue de Gupta
et Sankararamakrishnan, 2009). Hormis le couple [PtTIP1;7 et 1;8], les autres TIP1 du
peuplier ont des orthologues chez d’autres espéces. Ainsi le couple [PtTIP1;5 et 1;6] dérive
d’un ancétre commun a ZmTIP1;1 et d’OsTIP1;1. Les couples [PtTIP1;1, et 1;2] et [1;3 et
1;4] sont apparentés a AtTIP1;3. Au regard des autres génomes disponibles, le peuplier
apparait avoir un plus grand nombre de TIP1s : 8 PtTIP1s contre 3 AtTIP1s, 2 ZmTIP1s et 2
OsTIP1s. L’amplification du nombre des PtTIP1s est cohérente avec les événements de
duplication massif détectés au cours de I’analyse de la séquence génomique du peuplier
(Tuskan et al., 2006). Les évenements de duplication ont un impact fort sur I’évolution des
patrons d’expression des genes de familles multigéniques. Il a été avancé que I’évolution des
patrons d’expression des genes dupliqués aurait contribué a I’adaptation du peuplier a son
environnement (Tuskan et al., 2006). Le génome du peuplier ne présente pas d’orthologue
direct d’AtTIP1;1 et AtTIP1;2. Selon la Figure 39, ces deux séquences proteiques résultent de
la duplication d’un géne ancestral et de I’évolution de leur séquence au sein du génome d’A.
thaliana. 1l s’agit donc de génes paralogues. Cependant, les transcrits d’AtTIP1;1 sont
localisés dans la zone d’expansion de la racine (Ludevid et al., 1992), la protéine AtTIP1;2 est
exclusivement localisée dans la coiffe (Gattolin et al., 2009). Les patrons d’expression des
deux paralogues ont donc vraisemblablement divergé depuis la duplication du gene ancestral.
Selon Force et ses collaborateurs (1999), un relachement de la pression de sélection permet
I’évolution des séquences paralogues. Au sein d’un génome, des événements de mutation
peuvent : 1- entrainer une divergence des séquences paralogues, et I’apparition d’une nouvelle
fonction (« neofunctionalization »), 2- aboutir a une répartition de I’expression et de la
fonction de I’ancétre commun entre les deux paralogues (« subfonctionalization »), 3-
entrainer une perte d’expression et de fonction d’un des deux paralogues (le rdle de I’ancétre

commun est conservé pour un seul paralogue, « nonfunctionalization », Force et al., 1999).
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Dés lors, I’évolution de ces sequences paralogues au sein du génome du peuplier complique
fortement la comparaison avec les patrons d’expression des orthologues du mais, de I’arabette
ou encore du riz.

En condition témoin, le long de I’apex, nous avons montré que PtTIP1;3 et PtTIP1;8
sont faiblement exprimées, ainsi que PtTIP1;1 qui a été utilisé comme géne de référence. De
plus, un paralogue de chaque couple n’est quasiment pas exprimé, sauf PtTIP1;6 qui est plus
faiblement exprimé que son paralogue PtTIP1;5. PtTIP1;5 et PtTIP1;6, présentent des profils
de densités similaires avec des valeurs importantes dans les premiers millimetres de I’apex,
c’est-a-dire dans la coiffe, la zone de division, et dans la partie proximale de la zone
d’expansion. Des résultats similaires ont été trouves chez le mais pour ZmTIP1;1, proche en
séquence protéique de PtTIP1;5 et PtTIP1;6, qui est exprimée a la fois dans les cellules en
division et les cellules en expansion de I’apex de la racine (Chaumont et al., 1998). De plus,
I’expression de ZmTIP1;1 serait forte principalement dans les tissus conducteurs comme
I’épiderme ou I’endoderme (Barrieu et al., 1998). Nos resultats, cohérents avec la littérature,
suggerent une implication de PtTIP1;5 et PtTIP1;6 dans la croissance dans les premiers
millimetres de la zone de croissance de la racine. Le profil de densité de PtTIP1;4 coincide
avec le profil de REGR, ceci pour les trois états de croissance, suggérant une possible
implication dans I’expansion cellulaire.

Il N’y a pas de démonstration de la fonction des TIP1s chez le peuplier. Toutefois,
chez d’autres especes, les TIP1s présentent une forte capacité de transfert d’eau notamment
AtTIP1;1 (Maurel et al., 1994), AtTIP1;3 (Soto et al., 2008), ZmTIP1;1 (Chaumont et al.,
1998) ou encore I’isoforme RsTIP1;1 du radis (Suga et Maeshima, 2004). Cependant, les
aquaporines ont la capacité de transférer d’autres solutés dont H,O, qui présente une analogie
chimique avec I’eau. Les aquaporines AtTIP1;1, AtTIP1;2 et AtTIP2;3 sont perméables a
H.O, (Bienert et al., 2007; Dynowski et al., 2008b). Par translocation de H,O, dans la
vacuole, les TIPs pourrait contribuer a sa détoxification. D’autre part, il a été montré que des
especes réactivesde I’oxygéne (ROS) sont accumulées dans la zone ou le REGR est maintenu
sous déficit hydrique chez la racine de mais et pourraient contribuer au maintien de croissance
(Zhu et al., 2007). Ces ROS ont été suggérées comme impliquées dans I’expansion de la paroi
primaire (Fry, 1998 ; Fry et al., 2001 ; Liszkay et al., 2003). PtTIP1;4, PtTIP1;5, PtTIP1;6 et
PtTIP1;7 sont exprimés fortement dans cette zone sous stress osmotique fort. Ce qui laisse
suggérer une implication de ces aquaporines dans la réponse au déficit au sein de cette zone.
Toutefois, la traduction et la fonctionnalité de ces aquaporines chez le peuplier restent a
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démontrer, ce qui nécessiterait de localiser les protéines et de déterminer si ces aquaporines
transferent I’eau, voire H,O, par des mesures de permeabilité sur ovocytes ou levures.

Les PIP2 sont connues pour présenter une forte capacité de transfert d’eau chez A.
thaliana ou encore le mais (Chrispeels et al., 2001). Notre analyse conjointe de I’expression
de PIP2;6 et de PtAPL, sous I’hypothese que la variation de la quantité de transcrits soient
des indicateurs de la variation de la quantité de protéines, apporte des éléments au schéma
hypothétique de la circulation de I’eau dans la zone de croissance de la racine. Selon un
modele actuel, I’eau nécessaire a I’expansion des cellules provient en grande partie du
protophloéme par connectivité symplasmique (Boyer et Silk, 2004 ; Wiegers et al., 2009). Le
protophloéme est fonctionnel jusqu’au milieu de la zone de croissance de la racine (Esau,
1969). L’eau est alors distribuée aux cellules distantes de I’apex soit par le symplasme, soit a
travers la membrane plasmique (cf. Introduction). Quel que le soit le traitement, le profil de
densité de transcrits de la PI1P2;6 est trés similaire au profil de REGR. Bien que ne concernant
qu’une PIP2 et sous I’hypothese d’une « traduction proportionnelle » et d’une fonctionnalité
du canal, nos résultats supportent I’hypothese d’un transfert de I’eau important par voie
transmembranaire sans exclure pour autant un transfert symplasmique. Parallelement, les
profils de transcrits de PtAPL suggérent une différenciation du protophloéme plus apicale en
réponse au stress fort, comme déja proposé Silk (1992). Notre resultat est cohérent avec cette
réponse anatomique qui permettrait un flux d’eau vers les jeunes cellules en expansion pour
maintenir une croissance. Cette réorganisation des profils de densité de transcrits PtAPL et
PtPIP2;6 sous les deux niveaux de stress osmotique apporte des éléments pour appuyer

I’hypothése d’un flux d’eau issu du protophloeme et véhiculé par les PIP2.
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Figure 40 : Graphique représentant les valeurs moyennes de Ct du géne PtTIP1;2
mesurees a 75 et 78 h en fonction des valeurs moyennes de Ct mesurées a 84 et 87 h.
Chaque point correspond a la moyenne des répétitions pour une combinaison
traitement/segment. Les points bleus correspondent aux témoins, les points roses au stress
osmotique modéré, et les points verts au stress fort. La ligne noire est la bissectrice. Moyenne

+es.,N=6.

2000 -

1500 +

1000

500 - ¥

Densité d'ARN total "Jour théorique”

0 T T T
0 500 1000 1500 2000

Densité d'ARN total "Nuit théorique"

Figure 41: Graphique représentant les densités moyennes d’ARN total (ng mm™)
mesurées a 75 et 78 h en fonction des densités moyennes mesurées a 84 et 87 h. Chaque
point correspond & la moyenne des répetitions pour une combinaison traitement/segment. Les
points bleus correspondent aux témoins, les points roses au stress osmotique modére, et les

points verts au stress fort. La ligne noire est la bissectrice. Moyenne + e.s., N = 6.
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IV- Description spatiale et temporelle de la régulation de
I’expression des génes dans la zone de croissance sous déficit

hydrique
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Le déficit hydrique induisant des variations de vitesse d’allongement et de
déplacement des cellules dans nos trois états de croissance, la cadre expérimental développé
dans le Chapitre | a éte appliqué a I’analyse des transcrits. Ce cadre permet d’accéder a la
vitesse de variation de la densité de transcrits, c'est-a-dire la vitesse d’accumulation de
transcrits. La vitesse d’accumulation calculée correspond a la résultante de la transcription et
de la dégradation, corrigée des effets dilutifs et positionnels de la croissance. Une vitesse
d’accumulation positive correspond a une prépondérance de la transcription du géne par
rapport & la dégradation des transcrits, c’est-a-dire une induction. Inversement, une vitesse
d’accumulation négative correspond a une prépondérance de la dégradation des transcrits par
rapport a la transcription du géne, c’est-a-dire a une répression. La vitesse d’accumulation de
transcrits correspond donc a la régulation de I’expression d’un géne dans une zone en
croissance. Ce cadre a été appliqué a I’analyse de la régulation de I’expression des PtTIP1s,
de PtPIP2;6 et de PtAPL le long de I’apex sous déficit hydrique.

IV.1- Description spatiale de la régulation de I’expression des génes

IV.1.1- Stabilité temporelle de la densité de transcrits
L’equation de continuité comporte trois termes dont%, la variation temporelle

(locale) de la densité de transcrits. Afin d’estimer cette variation temporelle locale, la densité
d’ARN total et la densité des transcrits de PtTIP1;2 sont mesurées dans un lot de racines
récoltées a 75 et 78 h et un lot de racines récoltés a 84h et 87 h. Quels que soient la position et
le traitement, les variations de Ct (représentatif de la quantité de transcrits PtTIP1;2) et de
densité d’ARN total entre deux périodes sont faibles (Figure 40 et 41 respectivement). Nous
pouvons donc accepter I’hypothése d’une stabilité temporelle de la densité d’ARN total et de

transcrits de ce géne sur ce pas de temps (9 h) et I'absence d’effet rémanent de la

photopériode sur ces paramétres. Dans notre éetude, le terme Ep est considéré nul par

extension pour tous les géenes. Pour tous les génes considérés, le calcul de la vitesse
d’accumulation de transcrits est realise a partir de I’équation 2 présentée dans « Matériel et
Méthodes ».
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IV.1.2- Description spatiale de la vitesse d’accumulation d’ARN total

La vitesse d’accumulation de I’ARN total (ng mm™ h™%) est calculée dans les trois états
de croissance, i.e. en condition témoin, sous stress osmotique modéré, et sous stress
osmotique fort (Figure 42). Quelle que soit la condition, la vitesse d’accumulation d’ARN
total varie selon un profil similaire le long de I’apex (gamme de variation entre -50 et +100 ng
mm™ h%). Alors que la densité d’ARN total montre un trés fort gradient le long de la zone de
croissance, la prise en compte des variations de vélocité et d’allongement relatif, montre que
la vitesse d’accumulation d’ARN total est trés faible au regard de la densité (-50 a +100 ng

mm™ h* versus 200 & 2000 ng mm™).

IV.1.3- Description spatiale de la régulation de I’expression des PtTIP1s

La vitesse d’accumulation des transcrits PtTIP1s le long de I’apex en condition
témoin, exprimée en unités arbitraires mm™ h™, est présentée en Figure 43. Parmi les sept
génes étudies, PtTIP1;3 et PtTIP1;8 montrent une trés faible vitesse d’accumulation le long
de I’apex (entre -0.5 et 0.5 u.a. mm™ h™). Autrement dit, I’équilibre entre la transcription et la
dégradation de ces génes tend a étre maintenu le long de I’apex. En revanche, les cing autres
PtTIP1s présentent des vitesses d’accumulation fortes (entre -40 et +40 u.a min® h™)
notamment dans la zone d’expansion [2-10 mm]. Une augmentation de la vitesse
d’accumulation de transcrits PtTIP1;2 est détectée le long de I’apex des 2 mm jusqu’a la
position 8.5 mm. Au-dela, la vitesse d’accumulation devient tres négative, ce qui traduit a une
plus forte dégradation des transcrits PtTIP1;2 par rapport au niveau de transcription. La
vitesse d’accumulation de PtTIP1;4 est positive entre les positions [2-5.75 mm] avec un pic a
4.25 mm, elle est négative entre les positions [7-10 mm]. PtTIP1;5 montre une accumulation
rapide de transcrits dans la zone [2-4 mm] puis une dégradation tout aussi rapide dans les
segments suivants [4-5 mm]. Au-dela, une légere accumulation est détectée en position [5-
6 mm]. PtTIP1;4 et PtTIP1;5 sont les deux genes dont la régulation de I’expression est la plus
fortement régulée. La vitesse d’accumulation des transcrits PtTIP1;6 présente un patron
similaire a celui de PtTIP1;5 avec une amplitude plus faible. Le long de I’apex, PtTIP1;7
présente deux petits pics d’accumulation positive, le premier a 5 mm et le deuxieme a
7.5 mm. Lorsque I’on superpose les vitesses d’accumulation des cing PtTIPs fortement
régulés, des pics communs se démarquent le long de la zone de croissance. La partie apicale

de la zone d’expansion [2-4 mm] présente une induction de PtTIP1;5 et PtTIP1;6. La position
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Figure 44 : Vitesse d’accumulation de transcrits PtTIP1s le long de I’apex en condition
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[4-7 mm] est caractérisee par une induction de PTIP1;4 et PtTIP1;7. La fin de la zone
d’expansion [7-10 mm] présente une accumulation des transcrits PtTIP1;2 et PtTIP1;7.

Sous un stress osmotique modéré, les niveaux d’induction et répression sont du méme
ordre de grandeur que chez les témoins. De plus, les profils de vitesse d’accumulation sont
peu affectés par rapport a ceux observés pour les témoins (Figure 44). Cependant, deux
différences sont a noter. PtTIP1;2 présente un profil différent qu’en condition témoin. Deux
pics d’induction d’intensité moyenne sont détectés a 5 et 8 mm de I’apex. Un pic d’intensité
plus forte est aussi détecté a la position 10. Les pics d’induction/répression sont Iégérement
décalés de 0.25 mm vers la partie distante de I’apex pour PtTIP1;4.

Sous un stress osmotique fort, les pics d’inductions des PtTIP1 sont soit plus faibles
soit de méme amplitude qu’en condition témoin mais souvent décalés vers I’apex (Figure 45).
Alors que certains profils de densité présentent des valeurs plus fortes qu’en condition témoin
(Figure 36), aucune vitesse d’accumulation n’est supérieure a celles des témoins. Ainsi, alors
que la vitesse d’accumulation de PtTIP1;2 présente une amplitude similaire en condition de
stress osmotique fort et en condition témoin (Figure 45), le pic de densité de transcrits est
décalé mais plus élevé sous stress osmotique fort (Figure 36A). La dérivée matérielle de la
densité de transcrits montre que des régulations de méme amplitude peuvent pourtant générer
des densités de transcrits différentes.

La superposition des profils de vitesses d’accumulation des cing PtTIP1s fortement
régulées met en évidence une nouvelle configuration spatiale de la régulation de I’expression
des PtTIP1s sous stress osmotique fort. Au-deld du 7°™ millimétre, la régulation de
I’expression des PtTIP1s est proche de 0. Au-dela de cette position, la croissance des cellules
est achevée, ces derniéres ont atteint leur taille mature. En revanche, au sein des six premiers
millimetres, les PtTIP1s présentent une régulation d’expression dynamique. PtTIP1;5 et
PtTIP1;7 présentent des vitesses d’accumulation positives entre les positions [1-3 mm]. Les
positions [2-4.5 mm] sont caractérisées par une forte vitesse d’accumulation des transcrits
PtTIP1;2 et PtTIP1;4. Une accumulation des transcrits PtTIP1;6 se produit en fin de zone

d’expansion.

IV.1.4- Description spatiale de la régulation de I’expression de PtPIP2;6
et PtAPL

En condition témoin, PtPIP2;6 présente une vitesse d’accumulation positive et forte

aux positions [3-5 mm]. La vitesse reste proche de zéro au dela. Sous stress osmotique
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modére, le profil de vitesse d’accumulation est similaire avec un pic d’accumulation plus fort
et décalé a 5 mm contre 4.5 en condition témoin. Sous stress osmotique fort, comme pour les
PtTIP1, le pic de régulation d’expression de PtPIP2;6 est decalé vers la base de I’apex
(Figure 46). En revanche, la valeur absolue de la vitesse d’accumulation est trois fois plus
forte que celle des témoins. Contrairement aux PtTIP1s, I’intensité de I’induction de PtTIP2;6
est nettement plus forte sous stress fort qu’en condition témoin.

Le long de I’apex, la variation d’accumulation des transcrits PtAPL est positive
(Figure 47). Quel que soit le traitement, la transcription du géne PtAPL augmente avec la

distance & I’apex. En condition témoin, la vitesse d’accumulation augmente dés le 2°™
millimétre progressivement jusqu’au 6™

géme

millimetre, puis la vitesse régresse au dela jusqu’a
millimetre. Un nouveau pic d’induction semble se dessiner en fin de zone de croissance.
Sous stress osmotique modéré, I’induction du gene debute a la méme position qu’en condition
témoin. En fin de zone de croissance, un pic d’accumulation de transcrits semble se dessiner
de la méme maniere que pour les témoins. Sous stress osmotique fort, I’induction commence

a la base de I’apex avec une intensité plus forte qu’en condition témoin.

IV.2- Description temporelle de la régulation de I’expression des genes

Jusqu’a présent I’ensemble des résultats a été présenté en fonction de la position
spatiale, le long de I’apex. Mais il est aussi intéressant d’avoir une description temporelle
d’une variable attachée a unique particule qui traverse la zone de croissance. Cette
représentation temporelle de la variable est appelée représentation mateérielle ou lagrangienne.
Dans le cas d’une racine, il s’agit de pouvoir préciser ce qui se passe pour une particule
apparue au niveau du méristeme (a t = 0) et qui «traverse » la zone de croissance. La
trajectoire de croissance, issue des données de vélocité, permet de convertir la référence
spatiale en réference temporelle. Le calcul simple de la trajectoire de croissance a partir du
profil de vélocité repose sur I’hypothése d’une stabilité de croissance pendant la durée
nécessaire a la traversée compléte de la zone de croissance par la particule. Il est possible de

prendre en compte une instabilité de croissance mais cela complique nettement les calculs.

IV.2.1- Trajectoire de croissance

Une analyse statistique basée sur un test de pente montre que la croissance est restée
stable pendant les 20 h précédant la récolte quelle que soit la condition (Annexe 5). 1l est alors

possible de tracer des trajectoires de croissance sur une plage horaire de 20 h.
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Figure 49 : Trajectoires de croissance d’une particule. A. D. G. Trajectoire de croissance
d’une particule a une position initiale de 2 mm 20 h avant la récolte. B. E. H. Trajectoire de
croissance d’une particule a une position finale de 10 mm au moment de la récolte. C. F. I.
Trajectoire de croissance d’une particule positionnée a la fin de la zone de croissance, i.e. a la

position finale ou le REGR = 0, au moment de la récolte.
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Classiquement, la trajectoire de croissance est calculée pour une particule positionnée
proche de I’apex a t = 0. Cependant, il est aussi possible de « remonter le temps » et tracer la
trajectoire inverse d’une particule qui finira sa course en une position finale déterminée.
Assumant la stabilité de la croissance pendant les 20 h précédant la récolte, quel que soit le
traitement, la trajectoire inverse de particules réparties le long de I’apex entre les positions 1
et 10 mm a été calculée (Figure 48). L’hétérogénéité de la vitesse de déplacement le long de
I’apex induit des distances de déplacement variables selon la position. En condition témoin,
une particule présente en position finale @ 10 mm se trouvait @ 2 mm 20 h avant la récolte,
alors qu’une particule présente en position finale a 2 mm était en position 1.25 mm 20 h avant
la récolte (Figure 48A). Quelles que soient la condition considérée et les particules dont la
position finale était entre 1 et 10 mm, celles-ci se situent entre les positions [0.75-2.25 mm]
20 h avant la récolte (Figure 48).

Alors que ces trajectoires sont issues de la moyenne des velocités par traitement, il est
aussi intéressant de considérer la variabilité intra-racine entre chaque traitement et de
considérer des particules a différentes positions clés. La Figure 49 considére les trois
répétitions individuelles par traitement et illustre les trajectoires de trois particules d’intérét :
une particule dont la position initiale est 2 mm a t=-20 h, une particule dont la position
finale est 10 mm at =0 h et une particule dont la position finale correspond a la fin de la zone
de croissance (position ou le REGR = 0) at = 0 h. Lorsqu’a t=-20 h, la particule est
positionnée a 2 mm, la variabilité des trajectoires est forte, notamment pour la condition
témoin (Figure 49A, D et G). Ceci s’explique par le fait que dans les premiers millimetres de
I’apex, une faible différence de vitesse de déplacement entre répétitions engendre, au fur et a
mesure, des écarts cumulés de déplacement importants. Aprés 20 h de déplacement, la
position finale de la particule varie fortement d’une racine a I’autre. Pour la racine I, qui
grandit plus rapidement que les deux autres, la particule est déja hors de la zone de croissance.
Pour la racine G, la position finale correspond a la fin de la zone de croissance. Pour la racine
I, la position finale est de 6.5 mm. Cette grande variabilité est toutefois moins marquée dans
les deux conditions de stress.

Si la trajectoire de croissance est tracée pour une particule dont la position finale apres
20 h de déplacement sera 10 mm, la variabilité entre les différentes racines est réduite
(Figure 49B, E, H). En fin de zone de croissance, peu de variabilité au niveau de la vélocité
est observée. Les écarts dus aux différences de vélocité dans la partie apicale de la zone de

croissance ont moins d’impact sur I’allure de la trajectoire.
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Figure 50 : Représentations lagrangiennes de la vitesse d’accumulation des transcrits
PtTIP1;4 dans les trois états de croissance. A. Représentation lagrangienne calculée a partir
de la trajectoire d’une particule a la position initiale de 2 mm (20 h avant la récolte). B.
Représentation lagrangienne calculée a partir de la trajectoire d’une particule a la position
finale de 10 mm (au moment de la récolte). C. Représentation lagrangienne calculée a partir
de la trajectoire d’une particule positionnée a la fin de la zone de croissance, i.e. ou le REGR

=0, au moment de la récolte.
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Il est aussi intéressant de tracer une trajectoire de croissance qui reflete 20 h de
déplacement dans la zone de croissance considérée. La taille de la zone de croissance variant
selon les traitements (Figure 29D, 30C, 31C), la position finale de la particule juste en sortie
de cette zone (REGR = 0) sera 9.5 mm, 10.25 mm et 6.5 mm pour les conditions témoin,
stress osmotique modéré et stress osmotique fort, respectivement. 20 h avant la récolte, ces
particules se situent toutes pres de la position 2 mm. Dans les trois traitements, la vitesse de
déplacement étant forte au dela de la position 6.5 mm, la position initiale des particules est

peu affectée par leur position finale.

IV.2.2- Représentation lagrangienne de la regulation de I’expression des
genes

Les représentations lagrangiennes de la régulation de I’expression des genes sont
calculées a I’aide des différentes trajectoires de croissance. La similarité des profils de
densités de PtTIP1;4 et de REGR suggeére un lien entre cette TIP1 et I’expansion cellulaire.
Nous avons donc choisi d’analyser la représentation lagrangienne de la dérivée matérielle de
la densité de transcrits de PtTIP1;4 afin de décrire sa régulation dans le temps. La
représentation lagrangienne est calculée pour les trois particules considérées précédemment.
Ces représentations illustrent la régulation de I’expression du géne dans une unique particule
au cours du temps. Autrement dit, ces représentations donnent acces a I’évolution temporelle
de la régulation du gene dans une cellule au cours de son déplacement.

Lorsque la cellule (ou la particule) d’intérét a pour position initiale 2 mm, la
représentation lagrangienne de la régulation d’expression de PtTIP1;4 aboutit a des profils
temporels tres variables en fonction de la racine considérée (Figure 50A). Les variations entre
les différentes trajectoires individuelles se répercutent sur les profils de régulation.

En revanche, lorsque la position finale de la cellule est a 10 mm, la variabilité
interindividuelle est réduite et un « patron temporel » de régulation se démarque pour chaque
traitement (Figure 50B), malgré une position initiale variable entre les conditions. En
condition témoin, 10 a 20 h avant la récolte, la régulation d’expression de PtTIP1;4 est quasi
nulle. Pendant les 10 derniéres heures, I’expression du gene est induite atteignant un pic 6h
avant son « arrivée » a 10 mm. Sous stress osmotique modéré, un pic d’intensité plus forte est
visible 5 h avant la fin du déplacement. Sous stress osmotique fort, le pic de régulation
apparait 12 h avant. Quelle que soit la position initiale de la particule, le stress osmotique fort

induit une régulation précoce de I’expression de PtTIP1;4. Ainsi, dans un état de croissance
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Figure 51 : Représentations lagrangiennes des vitesses d’accumulation des transcrits
PtAPL et PtPIP2;6 dans les trois états de croissance. A. Représentation lagrangienne de la
variation d’accumulation des transcrits PtAPL calculée a partir de la trajectoire d’une
particule a la position finale ou le REGR = 0. B. Représentation lagrangienne de la variation
d’accumulation des transcrits PtP1P2;6 calculée a partir de la trajectoire d’une particule a la
position finale ou le REGR = 0.
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consideré, I’expression de PtTIP1;4 suit un patron temporel de régulation bien défini tout au
long de son déplacement.

Si la cellule considérée est celle qui finit juste sa croissance a t = Oh (position variable
selon les racines), les représentations lagrangiennes associées refletent une description
temporelle de la variable lié a I’activité de croissance. Ainsi, les pics temporels de régulation
de PtTIP1;4 dans les trois conditions sont beaucoup plus similaires. Bien que la distance de
déplacement pendant 20 h de croissance soit plus courte sous stress osmotique fort
(Figure 49C, F, 1), le patron temporel de régulation de PtTIP1;4 est peu différent de celui de
la condition témoin. Ainsi, pendant 20 h de croissance, toutes conditions confondues, la
régulation de I’expression de PtTIP1;4 suit un patron temporel de régulation. En d’autres
mots, le durée de régulation de PtTIP1;4 sera quasi-similaire pour toute cellule au cours de
ses dernieres heures de croissance quelle que soit la condition.

La Figure 51 présente la régulation de I’expression de PtAPL et PtPIP2;6 dans une
cellule qui a pour position finale la fin de la zone de croissance. Pendant 20 h de croissance, la
régulation de PtAPL suit comme celle de PtTIP1;4 un patron similaire pour tous les
traitements. En condition témoin et stress osmotique modeéré, le géne PtAPL est induit
progressivement 10 h avant la fin de la croissance avec un maximum quelques heures avant la
fin de la croissance. Cependant, sous stress osmotique fort, I’induction du gene débute
progressivement des -20 h et atteint son maximum légérement plus tot entre 3 et 5 h avant la
récolte. En revanche, la régulation de PtPIP2;6 est trés différente selon les traitements au
cours des 20 h précédant la fin de la croissance. En condition témoin et stress osmotique
modéré, PtPIP2;6 est induit progressivement jusqu’5 h avant la fin de la croissance. Sous
stress osmotique fort, I’induction est beaucoup plus forte et plus précoce atteignant un

maximum 7 h avant la fin de la croissance

IV.3- Discussion

Apres trois jours, les deux niveaux de déficit hydrique ont génére deux états de
croissance différents. L’équation de continuité a donné acces a la régulation de I’expression
des genes dans ces différents états de croissance. Cette régulation a été décrite a la fois dans
I’espace et le temps permettant ainsi de déceler le long de I’apex les lieux et temps

d’induction et/ou répression.
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Malgré les avancées technologiques qui permettent une description de I’expression de
I’ensemble des génes a I’échelle d’un type cellulaire (Brady et al., 2007, Birnbaum et al.,
2003), la prise en compte du déplacement et de I’expansion des cellules fait défaut dans les
analyses de I’expression des génes dans un organe en croissance. Les variations spatiales des
densités de transcrits le long d’un apex sont souvent interprétées comme des variations
d’expression le long de I’apex. Récemment, une étude de I’expression de I’ensemble des
genes a I’échelle du type cellulaire a été mené le long de I’apex de la racine d’Arabidopsis
thaliana (Birnbaum et al., 2003). Des données d’expression sont obtenues pour tous les types
cellulaires a différentes positions de I’apex. Une description spatiale de la régulation de
I’expression des genes est alors dressée pour chaque type cellulaire en comparant uniquement
les positions entre elles. L’utilisation de la dérivee matérielle en condition de régime
permanent est la seule fagon d’accéder a la régulation d’un géne au sein d’une particule
(cellule) qui traverse la zone de croissance. Ainsi, nous montrons que sous stress osmotique
fort, les pics d’induction des PtTIP1s ont lieu plus pres de I’apex qu’en condition témoin avec
des niveaux généralement plus faibles. Cette induction faible et précoce dans I’espace aboutit
pourtant & de fortes densités de transcrits. Nous mettons alors en évidence qu’a une position
donnée, une induction forte n’est pas forcément nécessaire pour accumuler fortement des
transcrits. Les analyses qui comparent uniquement les densités de transcrits position a
position aboutissent a des conclusions erronées. Notre description spatiale de la dérivée
matérielle de la densité de transcrits donne ainsi acces au lieu d’induction et de répression des

génes ainsi qu’a leur intensité.

Le tracé de la trajectoire de croissance montre que le temps de déplacement le long de
I’apex varie fortement. Les cellules sont déplacées plus rapidement en fin qu’en début de zone
de croissance. Ainsi, la présence d’un pic de densité de transcrits en début de zone de
croissance sera la conséquence d’une faible accumulation de transcrits, mais prolongée dans
le temps, alors qu’un pic de densité de méme intensité en fin de zone de croissance nécessite
une induction forte car breve. Le temps passé en début de zone de croissance est long. Par
conséquent, une induction forte n’est pas forcément nécessaire pour accumuler des transcrits
dans cette zone. Autrement dit, la description spatiale de la régulation permet d’appréhender
ces pics de densité mais n’est pas suffisante pour comprendre la durée de I’accumulation.
Nous avons utilisé la spécification lagrangienne pour mettre en évidence les temps
d’induction/de répression des différents genes. Cette description temporelle de la dérivée

matérielle de la densité de transcrits donne accés au temps d’induction et de répression des
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genes. Il est ainsi mis en évidence que pendant 20 h de croissance, la régulation de
I’expression de PtTIP1;4 suit une évolution quasi similaire quel que soit I’état de croissance.
Dans le temps, PtTIP1;4 est induit progressivement pendant les 4 a 7 h précédant la fin de
croissance. La correlation entre le profil de densité de transcrits de PtTIP1;4 et du profil de
REGR dans les trois états de croissance, suggérait un role de PtTIP1;4 dans I’expansion
cellulaire (Figure 37). La régulation similaire de I’expression de PtTIP1;4 lors de 20 h de
croissance quelle que soit la condition est un argument supplémentaire pour envisager un lien
entre PtTIP1;4 et I’activité de croissance. Néanmoins, nos résultats ne nous permettent pas de
dire si I’expression de PtTIP1;4 module I’activité de croissance, ou si c’est I’activité de

croissance qui module I’expression de PtTIP1;4.

89






Syntheése et Perspectives

Synthese et Perspectives

90






Syntheése et Perspectives

Le but de cette these était d’étudier le controle moléculaire de la croissance de la
racine du peuplier sous déficit hydrique en ciblant le processus d’expansion cellulaire, et en
particulier I’étude de la régulation de I’expression des aquaporines TIP1s. Le caractére « en
croissance » de I’apex de la racine a nécessité la mise en place d’un cadre conceptuel
permettant d’analyser la régulation de I’expression des génes dans un organe en croissance
prenant en compte les variations de vitesse d’allongement et de déplacement des cellules le
long de I’apex. Ce cadre nous a permis de déterminer comment est modulée la régulation des
aquaporines PtTIP1s sous deux niveaux de déficit hydrique, I’un qui réduit la croissance et
I’autre qui ne I’affecte quasiment plus. Nous mettons ainsi en évidence que lorsque la
croissance est réduite, la plupart des TIP1s sont induites plus précocement dans le temps et
I’espace, générant une forte densité de transcrits dans les premiers millimétres de I’apex, zone
ou la croissance des cellules est maintenue. Les fortes densités de transcrits sont le résultat
d’une induction de méme ampleur qu’en condition témoin mais prolongée dans le temps.
Lorsque la croissance est maintenue, les profils d’induction des PtTIP1s sont similaires a ceux
des témoins. Le patron d’expression de PtTIP1;4 trés similaire au profil de REGR fait
soupgonner un lien entre cette aquaporine et I’expansion cellulaire. La régulation de
I’expression de PtTIP1;4 apparait suivre un patron temporel similaire pour tous les
traitements bien que la taille de la zone de croissance varie, renforcant I’hypothése d’un lien
avec I’activité de croissance sans en donner I’origine de la cause et de la conséquence. Par
ailleurs, I’analyse de la régulation d’une PIP2 permet de montrer que contrairement aux
TIP1s, I’expression de PtPIP2 est induite plus fortement sous stress osmotique fort qu’en

condition témoin.

Amélioration du cadre expérimental

Le cadre expérimental repose sur une analyse d’expression de génes a une résolution
du millimetre. Cette résolution peut apparaitre faible au vue de I’impact du stress osmotique
fort sur la taille de la zone de croissance. Il est envisageable d’améliorer la résolution spatiale
utilisée pour analyser la densité de transcrits. Des analyses de PCR quantitative a des
résolutions plus fines que le millimétre présentent des désavantages (faible rendement en
ARN, précision de la decoupe). Cependant un deécalage dans les découpes des segments d’un
millimetre permettrait d’augmenter le nombre de points. Deux jeux de données pourraient étre
générés : un premier avec notre découpage actuel : 11 segments d’un millimétre, et un
deuxiéme avec toujours des segments d’un millimetre, mais dont le premier commencerait a

0.5 mm de I’apex. Ainsi le cumul des deux jeux de données générerait une nouvelle résolution
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de 0.5 mm (Silk et al.,, 1984). Sous stress osmotique fort, la zone de croissance étant
raccourcie, cette nouvelle résolution permettrait d’obtenir des données d’expression ainsi que
des splines interpolantes plus précises.

Par ailleurs, pour utiliser I’équation de continuité dans sa version
monodimensionnelle, nous avons pose I’hypothése que I’apex de la racine se présentait sous
la forme d’un cylindre de diametre constant a I’intérieur duquel les cellules sont déplacées de
maniéere monodirectionnelle. Nous ne prenons donc pas en compte la variation de volume
qu’il peut exister dans les tous premiers millimetres de la zone de croissance (forme conique).
Les premiers segments présentent un volume plus faible que les segments suivants, la densité
des transcrits calculée est approximative. Une densité de transcrits rapportée par unité de

volume permettrait de prendre en compte ce gradient de diametre.

Révéler des réseaux de co-régulation

L’analyse de la régulation de I’expression montre que les membres de la sous classe
des aquaporines TIP1s sont différentiellement régulés le long de I’apex sous déficit hydrique.
Le stress fort induit une réorganisation de I’induction de certains membres vers la base de
I’apex (positions auxquelles le maintien de croissance est observé). Cette réorganisation
s’accompagne d’une densité de transcrits plus forte a ces positions. Il serait intéressant d’une
part, d’analyser les régions promotrices des séquences codantes de ces aquaporines afin de
déterminer si leur expression est régie par un facteur de transcription commun induit par le
déficit hydrique et d’autre part d’étudier la régulation spatiale et temporelle du facteur de
transcription éventuellement associé. L’ analyse de la régulation de I’expression du facteur de
transcription et de son régulon pourrait mettre en évidence des patrons de co-régulation
séparés dans le temps et/ou I’espace. Ceci permettrait de dessiner un réseau de régulation de
ces aquaporines et d’autres génes en réponse au déficit hydrique le long de I’apex. En effet, la
division, I’expansion ainsi que la différenciation cellulaire sont des processus qui impliquent
de nombreux acteurs moléculaires qui interagissent au sein d’un réseau. Ces acteurs peuvent
étre sous le contrdle d’un facteur de transcription. Ces réseaux de régulation peuvent étre mis
en évidence par des techniques plus élaborées combinant des analyses de mutant et des
analyses de microscopie. Il a ainsi été révélé un réseau de régulation spatiale et temporelle des
genes impliqués dans le cycle cellulaire au niveau du méristeme de la racine d’Arabidopsis
thaliana (Sozzani et al., 2010). Ce réseau serait contr6lé dans le temps et I’espace par les
facteurs de transcription SHR et SCR (pour shortroot et scrarecrow respectivement).

Toutefois, ces techniques restent accessibles uniquement pour I’espece modele Arabidopsis
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thaliana. Ici nous proposons a la fois un cadre conceptuel qui permet I’étude de la régulation
de I’expression d’un géne dans un organe en croissance, mais qui de plus peut permettre de

révéler des réseaux de régulation sur des espéces non-modeles.

Prise en compte de I’hétérogénéité radiale

Par ailleurs ces réseaux de régulation peuvent étre spécifiques d’un type cellulaire.
L’étude de la réponse moléculaire de différents types cellulaires de la racine d’Arabidopsis
thaliana sous un stress salin a été menée a trés haute résolution (Dinneny et al., 2008). 1l est
mis évidence que la réponse au stress salin dépend du type cellulaire et de son stade de
développement. Dans notre étude, nous ne prenons pas en compte I’hétérogénéité radiale des
différents types cellulaires trouvés au sein de la racine (Figure 1). Travailleur sur la densité de
transcrits au niveau du type cellulaire en utilisant la microdissection par exemple, pourrait
révéler des régulations spécifiques d’un type cellulaire le long de I’apex face a un stimulus.
Les cellules étant intimement liées les unes aux autres par la paroi primaire, celles-ci sont
toutes déplacées dans la méme direction, sur un plan radial, les types cellulaires présentent
ainsi la méme vitesse de déplacement. Les analyses moléculaires fines pourront étre alors
couplées a une analyse globale de la croissance de la racine comme dans cette étude. Suite a
notre analyse, les patrons d’induction des PtTIP1s sont connus. Une analyse de localisation
des transcrits par hybridation in situ permettrait de détecter la localisation des transcrits au
niveau du type cellulaire. Cette analyse permettrait de cibler le ou les types cellulaires
d’intérét.

Mieux caractériser le lien entre PtTIP1;4 et I’expansion cellulaire

Nos résultats laissent supposer un lien entre PtTIP1;4 et I’expansion cellulaire.
Néanmoins, nos données ne permettent pas de déterminer si PtTIP1;4 contrdle I’expansion
cellulaire, ou si c’est I’expansion cellulaire qui conditionne I’expression et la régulation de
PtTIP1;4. Une approche pour confirmer ce lien, serait d’analyser I’expression et la régulation
de PtTIP1;4 sous d’autre types de stress affectant la croissance. Cela permettrait de confirmer
si le lien entre PtTIP1;4 et I’expansion cellulaire. Toutefois, une caractérisation de la
croissance de la racine sur un mutant peuplier PtTIP1;4 permettrait d’affirmer ou non si

PtTIP1;4 joue un réle dans I’expansion cellulaire.
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Caractériser I’anatomie de la racine sous déficit hydrique

L’analyse de la régulation d’un facteur de différenciation du protophloeme a suggéré
que sous déficit hydrique le protophloeme se différenciait plus prés de I’apex. Selon Silk
(1992), cette différenciation est I’une des deux adaptations observées au niveau des racines
sous un stress environnemental affectant la croissance. Le second ajustement est
I’augmentation de la taille des cellules a la base de I’apex, qui faciliterait le transfert
intercellulaire de I’eau et des macromolécules. Des analyses histologiques permettraient de
caractériser I’anatomie des cellules le long de I’apex. Des coupes longitudinales le long de
I’apex permettraient de déterminer un profil de longueur de cellules. Ce profil pourra étre
alors comparé dans chaque état de croissance et de révéler un éventuel ajustement anatomique
dans un état de croissance affecté par le déficit hydrique. Durant la these, des expériences de
coupes longitudinales d’apex de racine ont été initiés apres inclusion des échantillons en
paraffine. Les résultats n’ont pas été concluants et une amélioration du protocole est encore
nécessaire. Un changement dans le type d’inclusion est envisagé par une étape d’inclusion en

résine plut6t qu’en paraffine.

Caractériser le taux de division cellulaire

Alors que la croissance résulte de deux processus, I’expansion cellulaire et la division,
cette étude a été principalement focalisée sur I’expansion cellulaire. Nous montrons que quel
gue soit le niveau de stress appliqué, les quatre premiers millimeétres de la zone de croissance
ne présentent aucune variation en termes de vitesse d’allongement et de déplacement. Dans
les premiers millimétres, les processus de division et d’expansion sont actifs. Une étude
complémentaire pourrait &tre menée pour étudier I’impact du deficit hydrique sur les contréles
de la division cellulaire. Le taux de division peut étre calculé en intégrant des données de
densités cellulaires a I’équation de continuité. Ce taux de division cellulaire pourra étre mis au
regard de la régulation de I’expression de cyclin-dependant kinases. Les deux informations
pourraient alors nous renseigner sur les controles spatiaux et temporels de la division sous

stress.
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Annexe 1
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Expression relative
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Annexe 1 : Niveau d’expression de PtADH dans chaque segment le long de I’apex dans
les trois états de croissance. L’expression est normalisée par rapport a PtTIP1;1. Bleu =

témoin, Rose = stress osmotique modére, Vert = Stress osmotique fort. Moyenne + e.s., N=3.
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Annexe 2

Nombre de répétitions Normalité : test de Shapiro-Wilk Ui dg‘\{Velqh’(t-test sans EEREEE
égalité des variances)
Témoin Stlrg,gs S;rggs Témoin Stress 100 stress 200 Vs ;ﬁg]s(gnloo vs ;ﬁzgnzoo
) vriiue § VE|1:|>l-Je P- vaﬁue P- v;ue P- vallzl)ue
value Bonf value Bonf value Bonf value Bonf value Bonf

VCO 6 6 6 0,121 1 0,389 1 0,234 1 0,306 1 0,491 1
VC3 6 6 6 0,712 1 0,403 1 0,560 1 0,003 0,084 2,70E-05 0,001
VC6 6 6 6 0,855 1 0482 1 0,862 1 0,000 0,013 7,28E-08 0,000
VC9 6 6 6 0,308 1 0031 0,892 0,803 1 0,000 0,000 3,42E-09 0,000
VC12 6 6 6 0,332 1 0,144 1 0,440 1 0,000 0,002 2,49E-12 0,000
VC15 6 6 6 0,182 1 0,995 1 0,047 1 0,000 0,000 4,31E-13 0,000
VC18 6 6 6 0,803 1 0,330 1 0,608 1 0,000 0,000 2,75E-11 0,000
vC21 6 6 6 0,294 1 0,079 1 0,270 1 0,001 0,020 2,64E-12 0,000
VC24 6 6 6 0,424 1 0,269 1 0,486 1 0,000 0,000 6,53E-08 0,000
VC27 6 6 6 0,204 1 0,230 1 0,561 1 0,000 0,001 4,60E-09 0,000
VC30 6 6 6 0,682 1 0,175 1 0,098 1 0,000 0,002 3,23E-09 0,000
VC33 6 6 6 0,979 1 0,723 1 0,394 1 0,117 1 2,74E-09 0,000
VC36 6 6 6 0,231 1 0,909 1 0,092 1 0,000 0,006 5,31E-08 0,000
VC39 6 6 6 0,439 1 0,054 1 0,330 1 0,002 0,050 2,87E-06 0,000
VC42 6 6 6 0,427 1 0,219 1 0,743 1 0,061 1 4,64E-13 0,000
VC45 6 6 6 0,453 1 0,777 1 0,658 1 0,099 1 3,33E-10 0,000
VC48 6 6 6 0,148 1 0,632 1 0,507 1 0,127 1 1,63E-08 0,000
VC51 6 6 6 0,386 1 0,355 1 0,062 1 0,577 1 1,17E-11 0,000
VC54 6 6 6 0,661 1 0,196 1 0,152 1 0,599 1 4,53E-11 0,000
VC57 6 6 6 0,687 1 0,288 1 0,554 1 0,052 1 5,94E-07 0,000
VC60 6 6 6 0,766 1 0,365 1 0,004 0,115 0,012 0,351 7,13E-09 0,000
VC63 6 6 6 0,924 1 0,264 1 0,568 1 0,002 0,052 8,38E-09 0,000
VC66 6 6 6 0,978 1 0,991 1 0,022 0,634 0,000 0,002 8,48E-11 0,000
VC69 6 6 6 0,495 1 0,173 1 0,963 1 0,000 0,003 7,04E-11 0,000
VC72 6 6 6 0,119 1 0,013 0,381 0,771 1 0,000 0,006 4,22E-12 0,000
VC75 6 6 6 0,098 1 0,090 1 0,897 1 0,000 0,003 6,45E-13 0,000
VC78 4 5 5 0,972 1 0,763 1 0,748 1 0,000 0,012 8,22E-07 0,000
VC81 3 3 3 0,301 1 0,510 1 0411 1 0,010 0,287 1,91E-06 0,000
VC84 3 3 3 0,785 1 0,297 1 0,175 1 0,019 0,549 2,23E-05 0,001

Résultats des tests statistiques : impact des 2 niveaux de stress sur de la vitesse de
croissance. VCn correspond a la vitesse de croissance au temps t « n heures aprées le début de
I’expérience ». La normalité de la distribution des données a été vérifiée par le test de
Shapiro-Wilk (avec alpha=5%). Une recherche des faux positifs a été effectuée avec le test de
Bonferonni (p-value Bonf., alpha= 5%). L’homoscédasticité n’a pas été vérifiée dans
certaines comparaisons, le test de Welsh a été utilisé pour tester I’'impact des déficits
hydriques sur la vitesse de croissance. Les valeurs en rouge correspondent aux valeurs

significatives (P < 0.05).
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Annexe 3

Nombre Test de Welch (t-test sans
de Normalité : test de Shapiro-Wilk nécessité d'égalité des
répétitions variances)
P Témoin Témoin
T/100/200 Témoin Stress 100 stress 200 vs Stress 100 vs Stress 200
P- P- P- P- P- P- P-
P- P- P-
value value value value value value value value value value
Bonf Bonf Bonf Bonf Bonf Bonf Bonf

V.0.5mm 6 0,205 1 0,943 1 0473 1 0,520 1 0,849 1
V.0.75mm 6 0,427 1 0,858 1 0,784 1 0,258 1 0,936 1
V.1lmm 6 0,957 1 0,898 1 0,492 1 0,688 1 0,837 1
V.1.25mm 6 0,197 1 0,816 1 0,562 1 0,891 1 0,808 1
V.1.5mm 6 0,380 1 0,799 1 0,653 1 0,780 1 0,844 1
V.1.75mm 6 0,494 1 0,485 1 0,689 1 0,792 1 0,881 1
V.2mm 6 0,478 1 0,675 1 0,629 1 0,973 1 0,832 1
V.2.25mm 6 0,622 1 0,369 1 0,696 1 0,956 1 0,819 1
V.2.5mm 6 0,305 1 0,436 1 0,680 1 0,554 1 0,744 1
V.2.75mm 6 0,145 1 0,308 1 0,677 1 0,396 1 0,651 1
V.3mm 6 0,115 1 0,150 1 0,664 1 0,583 1 0,657 1
V.3.25mm 6 0,108 1 0,314 1 0,971 1 0,245 1 0,632 1
V.3.5mm 6 0,160 1 0,153 1 0,969 1 0,032 1 0,346 1
V3.75mm 6 0,230 1 0,090 1 0,970 1 0,041 1 0,351 1
V.4mm 6 0,288 1 0,105 1 0,520 1 0,036 1 0,144 1
V.4.25mm 6 0,249 1 0,096 1 0,517 1 0,025 1 0,004 0,163
V.4.5mm 6 0,782 1 0,145 1 0,518 1 0,007 0,306 0,000 0,004
V.4.75mm 6 0,896 1 0,159 1 0,515 1 0,015 0,687 0,000 0,001
V.5mm 6 0,189 1 0,147 1 0,516 1 0,039 1 0,000 0,000
V.5.25mm 6 0,177 1 0,402 1 0,515 1 0,098 1 0,000 0,000
V.5.5mm 6 0,195 1 0,973 1 0,519 1 0,634 1 0,000 0,000
V.5.75mm 6 0,226 1 0,995 1 0,518 1 0,313 1 0,000 0,000
V.6mm 6 0,228 1 0,872 1 0,521 1 0,976 1 0,000 0,000
V.6.25mm 6 0,222 1 1,000 1 0,521 1 0,540 1 0,000 0,000
V.6.5mm 6 0,214 1 0,768 1 0,521 1 0,773 1 0,000 0,000
V.6.75mm 6 0,210 1 1,000 1 0,521 1 0,892 1 0,000 0,000
V.7mm 6 0,218 1 1,000 1 0,521 1 0,455 1 0,000 0,000
V.7.25mm 6 0,252 1 0,767 1 0,521 1 0,216 1 0,000 0,000
V.7.5mm 6 0,223 1 0,754 1 0,521 1 0,266 1 0,000 0,000
V.7.75mm 6 0,217 1 0,906 1 0,521 1 0,264 1 0,000 0,000
V.8mm 6 0,279 1 0,864 1 0,521 1 0,087 1 0,000 0,000
V.8.25mm 6 0,273 1 0,377 1 0,521 1 0,030 1 0,000 0,000
V.8.5mm 6 0,252 1 0,313 1 0,521 1 0,031 1 0,000 0,000
V.8.75mm 6 0,595 1 0,953 1 0,521 1 0,008 0,373 0,000 0,000
V.9mm 6 0,157 1 0,913 1 0,521 1 0,004 0,186 0,000 0,000
V.9.25mm 6 0,184 1 0,775 1 0,521 1 0,002 0,083 0,000 0,000
V.9.5mm 6 0,204 1 0,974 1 0,521 1 0,001 0,061 0,000 0,000
V.9.75mm 6 0,204 1 0,960 1 0,521 1 0,001 0,047 0,000 0,000
V.10mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.10.25mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.10.5mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.10.75mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.11mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.11.25mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
V.11.5mm 6 0,204 1 0,865 1 0,521 1 0,001 0,031 0,000 0,000
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Annexe 3

Résultats des tests statistiques : impact des 2 niveaux de stress sur de la vitesse de
croissance. V.XXmm correspond a la vélocité a la position x en mm. La normalité de la
distribution des données a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk (avec alpha=5%). Une
recherche des faux positifs a été effectuée avec le test de Bonferonni (p-value Bonf., alpha=
5%). L’homosceédasticité n’a pas été vérifiée dans certaines comparaisons, le test de Welsh a
été utilisé pour tester I’impact des déficits hydriques sur la vitesse de croissance. Les valeurs

en rouge correspondent aux valeurs significatives (P < 0.05).
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Annexe 4

Nombre de Normalité : test de Shapiro-Wilk Test de,‘f"e"?h, ({Hizsil SEs MEEEsTe
répétitions d'égalité des variances)
L Témoin Témoin

T/100/200 Témoin Stress 100 stress 200 vs Stress 100 vs Stress 200
mm P-value P-value P- P-value P_value P-value P-value P-value P-value P-value

Bonf value Bonf Bonf Bonf Bonf
R.0.5 6 0,725 1 0,875 1 0,628 1 0,531 1 8E-01 1
R.0.75 6 0,810 1 0,724 1 0,562 1 0,887 1 8E-01 1
R.1 6 0,944 1 0,59 1 0,700 1 0,973 1 8E-01 1
R.1.25 6 0,723 1 0,339 1 0,733 1 0,563 1 9E-01 1
R.1.5 6 0,337 1 0,388 1 0,672 1 0,751 1 9E-01 1
R.1.75 6 0,811 1 0,178 1 0,663 1 0,823 1 8E-01 1
R.2 6 0,414 1 0,181 1 0,696 1 0,406 1 6E-01 1
R.2.25 6 0,571 1 0,188 1 0,671 1 0,013 0,483 2E-01 1
R.2.5 6 0,906 1 0,147 1 0,629 1 0,025 0,966 3E-01 1
R.2.75 6 0,419 1 0,165 1 0,972 1 0,021 0,811 4E-01 1
R.3 6 0,707 1 0,086 1 0,864 1 0,002 0,073 1E-01 1
R.3.25 6 0,686 1 0,173 1 0,836 1 0,002 0,061 3E-01 1
R.3.5 6 0,629 1 0,800 1 0,223 1 0,005 0,190 1E-01 1
R3.75 6 0,888 1 0,673 1 0,085 1 0,006 0,220 4E-03 0,149
R.4 6 0,779 1 0,798 1 0,053 1 0,003 0,102 3E-04 0,010
R.4.25 6 0,261 1 0,999 1 0,077 1 0,014 0,533 5E-06 0,000
R.4.5 6 0,636 1 1,000 1 0,526 1 0,443 1 2E-08 0,000
R.4.75 6 0,191 1 0,458 1 0,521 1 0,097 1 7E-09 0,000
R.5 6 0,277 1 0,634 1 0,515 1 0,000 0,007 3E-09 0,000
R.5.25 6 0,111 1 0,830 1 0,520 1 0,001 0,020 1E-09 0,000
R.5.5 6 0,688 1 0,955 1 0,522 1 0,000 0,003 1E-09 0,000
R.5.75 6 0,812 1 0,837 1 0,487 1 0,000 0,001 5E-09 0,000
R.6 6 0,193 1 0,791 1 0,539 1 0,002 0,062 5E-09 0,000
R.6.25 6 0,122 1 0,986 1 0,378 1 0,009 0,352 7E-09 0,000
R.6.5 6 0,131 1 0911 1 0,081 1 6E-09 0,000
R.6.75 6 0,785 1 0,609 1 0,002 0,080 3E-08 0,000
R.7 6 0,651 1 0,694 1 0,000 0,014 1E-07 0,000
R.7.25 6 0,443 1 0,611 1 0,001 0,035 3E-07 0,000
R.7.5 6 0,599 1 0,759 1 0,000 0,003 2E-08 0,000
R.7.75 6 0,971 1 0,985 1 0,000 0,000 1E-08 0,000
R.8 6 0,360 1 0,938 1 0,000 0,002 2E-08 0,000
R.8.25 6 0,375 1 0,637 1 0,000 0,000 3E-07 0,000
R.8.5 6 0,496 1 0,513 1 0,000 0,001 1E-07 0,000
R.8.75 6 0,475 1 0,319 1 0,001 0,029 1E-07 0,000
R.9 6 0,017 0,637 0,140 1 0,000 0,003 1E-05 0,001
R.9.25 6 0,002 0,063 0,673 1 0,006 0,228 4E-03 0,165
R.9.5 6 0,170 1 0,447 1 0,002 0,085 3E-02 1
R.9.75 6 0,109 1 0412 1 0,024 0,926 3E-02 1

Résultats des tests statistiques : impact des 2 niveaux de stress sur de la vitesse de
croissance. R.XX correspond a la valeur de REGR a la position x en mm. La normalité de la
distribution des données a éte vérifiee par le test de Shapiro-Wilk (avec alpha=5%). Une
recherche des faux positifs a été effectuée avec le test de Bonferonni (p-value Bonf., alpha=
5%). L’homoscédasticité n’étant pas vérifiée dans certaines comparaisons, le test de Welsh a
été utilisé pour tester I’impact des déficits hydriques sur la vitesse de croissance. Les valeurs
en rouge correspondent aux valeurs significatives (P < 0.05).
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Annexe 5

] Ho =il n’y a pas de relation .
Vitesse de Coeffici linéaire entre la vitesse et le Conclusion,
lage de | Croissance ente o¢ d:f'ent Fobs = temps de mesure incrément
Condition | Racine ern? s moyenne p(a) détermination CMreg/ - relatif de
ps: (n=8 R? Cmres Fseuil , vitesse en %
points) 1,6 ,P=0,95= Conclusion (a/Vimoyen*100)
5.99
Témoin | O | 5475 136 | 0,0046 0,933 84,2 Fobs>Fseuil, Ho rejetee 03
v=at+b (1)
Témoin | 57-78 141 | 00015 0,406 a1 Fobs<Fseuil, Ho acceptee
la pente est a priori nulle
Fobs<Fseuil, Ho acceptée
Témoin G 54-75 1,35 -0,0014 0,197 15 la pente est a priori nulle
Fobs<Fseuil, Ho acceptée
Témoin o 63-84 1,40 0,0000 0,000 0,0 la pente est a priori nulle
Témoin E 63-84 141 0,0015 0,152 11 Fobs<Fseuil, Ho acceptée
la pente est a priori nulle
Témoin | AG 63-84 1,38 0,0018 0,184 1,3 Fobs<Fseuil, Ho acceptee
la pente est a priori nulle
Stress p 57-78 1,53 0,0054 0,515 6.4 Fobs>Fseuil, Ho rejetée 0,4
modéré v=at+b (1)
Stress Fobs<Fseuil, Ho acceptée
modéré Q 57-78 1,49 0,0020 0,042 0,3 la pente est a priori nulle
Stess | g | 5475 | 145 | 00062 0,838 31,0 Fobs>Fseuil, Ho rejetce 04
moderé v=at+b (1)
SUess | 1| 63.84 | 150 | 00009 0,726 15,9 Fobs>Fseuil, Ho rejetce 01
moderé v=at+b (1)
SUess |y | 6384 | 148 | -00022 0,440 47 Fobs<Pseuil, Ho acceptée
moderé la pente est a priori nulle
SUess |y | 6384 152 | -0,0021 0,296 25 Fobs<Fseuil, Ho acceptee
modéré la pente est a priori nulle
Fobs<Fseuil, Ho acceptée
Stress fort Y 54-75 0,63 0,0013 0,123 0,8 la pente est a priori nulle
Stress fort | Z 54-75 0,63 -0,0007 0,041 03 Fobs<Fseuil, Ho acceptee
la pente est a priori nulle
Stressfort | AB | 57-78 0,64 0,0003 0,022 01 Fobs<Fseuil, Ho acceptee
la pente est a priori nulle
Stress fort | AE 63-84 0,61 -0,0058 0,780 21,3 Fobs>Fseul, Ho rejetée 1,0
v=at+b (1)
Stressfort | AD | 63-84 058 | 00042 0,710 14,7 Fobs>Fseuil, Ho rejetee 07
v=at+b (1)
Stressfort | AF | 63-84 055 | 00012 0,672 12,3 Fobs>Fseuil, Ho rejetee 0.2
v=at+b (1)

Résultats des tests de stationnarité de la croissance. La régression linéaire vitesse de
croissance et temps de mesure a été testée par analyse de variance (test de Rz, HO=il n’y a pas
de relation linéaire entre les variables). Si F< Fcritique, on accepte HO, la pente est a priori
nulle. Si F est > F de rejet, on rejette HO, la pente est significative. Dans ce cas, I’incrément
relatif de la vitesse (le coefficient de variation) est alors calculé.
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Résumé

Contréle moléculaire de la croissance sous deficit hydrique:
Analyse cinématique et régulation de I’expression des aquaporines TIP1
dans I’apex de la racine du peuplier

Résumé: Cette étude porte sur le contr6le moléculaire de I’expansion cellulaire dans I’apex
de la racine du peuplier. L’étude a été focalisée sur la régulation de I’expression des
aquaporines TIP1s sous deux niveaux de déficit hydrique. Un cadre conceptuel, combinant
analyse de la densité de transcrits (PCR quantitative) a haute resolution spatiale et un
formalisme de la mécanique des fluides, a été établi pour décrire la régulation de I’expression
des genes dans le temps et I’espace, le long d’apex. Deux états de croissance contrastés ont
été étudiés : un ou la croissance de l'apex de la racine est rétablie (aprés 3 jours de stress
modéré, 80 mosmol kg™, 100 g L™ de polyéthyléne glycol PEG & 3500 g mol™) et un o elle
est réduite (aprés 3 jours de stress fort, 250 mosmol kg, 200 g L™ de PEG). L'analyse
cinématique a révélé une sensibilité différentielle de la vitesse d’allongement relatif (REGR)
selon le niveau de stress et la position le long de I’apex. Au niveau moléculaire, nous
montrons que lorsque la croissance est réduite, I’expression de la plupart des TIP1s est induite
précocement dans le temps et I’espace, générant un décalage des pics de densité de transcrits
dans les premiers millimétres de I’apex, zone ou la croissance des cellules est maintenue. Ce
décalage était accompagné, pour certaines TIP1s, d’une augmentation de la densité de
transcrits. Cependant les niveaux d’induction/répression n’étaient jamais plus élevés que dans
la condition témoin, soulignant qu’une forte densité de transcrits n’est pas forcément
synonyme d’une forte induction de I’expression. En effet le temps d’induction, rarement pris
en compte, a un impact fort sur I’accumulation des transcrits. Parmi les patrons de densité de
transcrits, nous avons détecté que seul celui de PtTIP1;4 coincidait avec le profil de REGR
quel que soit le traitement. De plus, la régulation de son expression apparait suivre un patron
temporel similaire dans tous les traitements, bien que la taille de la zone de croissance varie.
Ces deux arguments (profil de densité et régulation d’expression) soutiennent I’hypothése
d’un lien entre cette aquaporine et I’expansion cellulaire. Focalisé sur la combinaison de deux
processus dynamiques, I’expansion cellulaire et I’expression des génes, ma thése a mis en
évidence que les conclusions tirées de I’analyse de ces processus sont influencées par la fagon

dont le temps, I’espace et I’age sont considérés.

Mots clés : croissance ; racine ; aquaporine ; régulation d’expression ; cinématique ; dérivée

matérielle ; déficit hydrique ; peuplier






Abstract

Molecular control of growth under water deficit:
Kinematic analysis and regulation of expression of TIP1 aquaporins
in the poplar root apex

Abstract: This study consideres the molecular control of cell expansion in poplar root apex.
The study was focused on the regulation of the TIP1 aquaporins expression under two levels
of water deficit. A conceptual framework combining transcript density analysis (quantitative
PCR) at a high spatial resolution and a fluid mechanics formalism was established to describe
the regulation of gene expression in time and space along the root apex. Two contrasting
growth status were both studied: root growth rate is either restored (after three days of
moderate stress, 80 mmol kg™, 100 g L™ polyethylene glycol PEG 3500 g mol™) or root
growth rate is reduced (after 3 days of high stress, 250 mosmol kg™, 200 g L™ PEG).
Kinematic analysis revealed a differential sensitivity of the relative elemental growth rate
(REGR) according to the stress level and to the coordinate along the apex. At the molecular
level, we showed that growth reduction was associated with a precocious induction of most
TIP1s expression both in time and space, shifting the maximal densities of transcripts towards
the first millimeters of the apex, where cell expansion was maintained. This shift came along
for some TIP1ls with a higher density level than in controls. Meanwhile the
induction/repression levels were never stronger than in the control condition underlying that a
high transcript density does not mean a high transcriptional induction. The duration of
induction strongly impacts the transcript accumulation while being hardly taken into account.
Among the profiles of transcript density, we detected that solely the PtTIP1;4 profile
overlapped the REGR profile, whatever the condition. Moreover, its expression regulation
followed a similar temporal pattern in every treatment, even if the size of the growth zone
varied. These two clues (density and expression regulation profiles) support the hypothesis of
a functional link between this aquaporin and cell expansion. Focused on the combination of
two dynamic processes, cell expansion and gene expression, my thesis showed that the
conclusions issued from the analyses of these processes are influenced by the way time, space

and age are considered.

Keywords : growth, root, aquaporin, gene expression regulation, kinematic, material

derivative, water deficit, poplar
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