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A mes parents,



Avant-propos

Préambule

Le travail présent€ dans cette these a été réalis€ en deux temps. La premiere phase a consisté 2 acquérir
trois méthodologies nouvelles: le micromanometre intracellulaire, le picolitre osmometre et le dosage des
éléments minéraux sur des micro-échantillons par analyse des émissions de rayons X. Cette période
d'apprentissage d'un an s'est déroulée au laboratoire du Dr Deri Tomos & 1'Université de Bangor (Pays de
Galles), sous l'encadrement du Dr Jeremy Pritchard. Pendant cette année, j'ai acquis au contact d'une équipe
trés compétente le "savoir-faire" nécessaire a l'utilisation de ces outils. Je les ai appliqués A une espece
forestiere, le pin maritime, ce qui n'avait pas €t€ fait jusque 1a. Enfin, pendant cette période, j'ai également
étudié les effets du stress osmotique sur la croissance racinaire du pin maritime.

A mon retour, j'ai installé 1'équipement nécessaire A 1a mesure de la pression de turgescence cellulaire et
de la pression osmotique cellulaire dans le laboratoire de I'équipe Sol et Nutrition 2 I'INRA de Nancy. C'est
dans ce laboratoire, sous la responsabilité de Gérard Lévy, que se sont déroulées les deux dernieres années de
cette these. Pendant cette période, j'ai étudié les effets de la carence minérale sur la croissance racinaire du pin
maritime.
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Introduction

Le déficit hydrique et 1a pauvreté minérale du sol sont des contraintes répandues dans les écosystémes
forestiers et constituent deux facteurs qui limitent souvent 1a croissance des arbres. L'étude de ces deux
contraintes sur la croissance et le fonctionnement des arbres constitue d'ailleurs un des objectifs du
programme Ecophysiologie du département Foréts de I'TNRA.

Les effets de la contrainte hydrique sur la physiologie et le fonctionnement global des arbres ont été
amplement étudiés. Il a été monuré que la sécheresse limite la croissance, affecte la photosynthese et en
général améliore l'efficience d'utilisation de l'eau. Les effets des carences minérales ont été 1'objet de
nombreuses études également. Les sols forestiers sont souvent pauvres et des fertilisations en phosphore,
azote mais aussi en potassium sc sont révélées tres utiles (Bonneau, 1995). Ces études ont pris et prennent en
compte différents niveaux de fonctionnement. Cependant, jusqua présent le déterminisme de la croissance
racinaire, et en particulier la réponse des racines 2 ces deux types de contraintes, reste tr2s peu étudié et méme
tout a fait inexploré en ce qui concerne les ligneux.

Les effets du déficit hydrique sur le contrdle de la croissance racinaire ont été €émdiés chez quelques especes
annuelles: blé (Pritchard et al., 1990b, 1991), mais (Pritchard ef al., 1993, Spollen et Sharp, 1991), soja
(Itoh et al., 1987). Chez les especes ligneuses, les études des effets du déficit hydrique et des carences
minérales sur les racines se sont essentiellement intéressées a la répartition de 1a biomasse finale ou, au
mieux, a la cinétique de leur croissance (& l'aide de rhizotrons). Tres rarement, les mécanismes par lesquels les
contraintes modifient la croissance racinaire ont été analysés. Pourtant, la réaction des racines est essentielle
pour la résistance et/ou I'adaptation de la plante A ces contraintes étant donné que celles-ci se manifestent en

premier licu au niveau du sol.

Pour étudier les mécanismes de l'allongement de la racine ainsi que sa régulation, il est nécessaire de
travailler 2 une échelle tr2s fine: la cellule. En effet, la croissance d'une racine résulte de la combinaison
coordonnée de deux activités cellulaires: la mitose et le grandissement cellulaire. Comme le soulignent Green
(1976) et Ray (1987), les divisions ne génerent pas d'augmentation de volume par elles-mémes mais
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fournissent du matériel "brut”, les cellules. C'est le grandissement individuel de chacune de ces cellules qui est
responsable de l'allongement racinaire. Le volume cellulaire peut plus que décupler, et cela trés rapidement.
Par exemple, dans une tige en croissance, le volume cellulaire est multiplié par 12 en moins de 15 heures
(Boyer, 1987). Par conséquent, le contrble de l'accroissement racinaire est intrinséquement lié & la régulation
du grandissement cellulaire.

Lockhart (1965) a €laboré un modele du grandissement cellulaire, intégrant ses aspects hydrauliques et
mécaniques. Il a exprimé mathématiquement le fait que le grandissement cellulaire était fonction de la
conductivité hydrauligue, de la pression de turgescence et des propriétés rhéologiques des parois. La
conductivité hydraulique conditionne les flux d'eau vers les cellules en croissance. La pression de turgescence
constitue la force motrice de l'expansion en surface de la paroi. Les propriétés rhéologiques des parois
caractérisent la facilité de celles-ci a se déformer.

Initialement congu pour une cellule isolée (Green et al., 1971), ce modele est également appliqué A la
croissance de tissus pluricellulaires. Cependant, I'étude anatomique d'un apex racinaire révele une
hétérogénéité entre les cellules qui le composent. La longueur et le diameétre des cellules varient selon qu'elles
appartiennent 2 1'épiderme, au cortex ou 2 la stele. A ces différences anatomiques pourraient s'associer des
différences quant 2 la capacité d'élongation. Cette hypothese est soutenue par des expériences simples comme
celle décrite par Cleland (1987). Lorsqu'une portion de tige en croissance est fendue longitudinalement et
qu'elle est placée dans un milieu permettant la croissance, les deux demis-cylindres se courbent vers
I'extérieur, indiquant que les cellules des couches externes de la tige (épiderme ou premicres couches
corticales) ont une vitesse d'élongation plus faible que celles des couches internes. Des expériences similaires
sur des racines montrent que dans ce cas, ce sont les cellules des couches internes du cortex qui limiteraient la
croissance racinaire (Pritchard et Tomos, 1993). D'autre part, dans la direction axiale, le grandissement
cellulaire s'exprime dans une zone d'élongation qui est particulierement courte, 6 mm et 8 mm chez le blé et
le mais, respectivement (Pritchard er al., 1988, 1993). L'étude du grandissement cellulaire nécessite donc une
résolution spatiale trés fine des paramétres le controlant: pression de turgescence, propriétés rhéologiques et
relations hydriques.

Pendant longtemps, les études de croissance ont €té réalisées A l'aide de méthodes globalisantes,
permettant de travailler A 1'échelle du tissu mais non de la cellule. La pression de turgescence était déterminée
indirectement par différence entre les potentiels hydrique et osmotique moyens du tissu. La mise au point d'un
micromanométre intracellulaire (Hiisken et al., 1978), qui permet de mesurer la pression de turgescence
directement dans une seule cellule, in situ, a entrainé des progres considérables dans la compréhension des
mécanismes contrflant le grandissement cellulaire. Cette méthodologie a permis la détermination de la
pression de turgescence longitudinalement et radialement dans la zone de croissance de tiges et de racines
d'especes variées. Associée 2 des mesures de croissance 2 haute résolution, elle donne acces aux propriétés
mécaniques des parois cellulaires (les propriétés rhéologiques) et permet ainsi d'accéder aux mécanismes de la
régulation biomécanique de la croissance (Pritchard, 1994). La miniaturisation d'un osmometre (Malone,
Leigh & Tomos, 1989), le picolitre osmometre, permet également maintenant de mesurer la pression
osmotique du contenu d'une seule cellule: le potentiel hydrique cellulaire peut &tre déterminé directement. Ces
nouvelles microméthodologies permettent I'étude des relations hydriques a l'échelle cellulaire.

Des études antérieures de la croissance racinaire montrent que celle-ci peut étre inhibée (Spollen & Sharp,
1991; Pritchard et al., 1991), non affectée (Itoh et al., 1987) mais aussi stimulée (Sharp & Davies, 1979;
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Meyer & Boyer, 1981; N'Guyen & Lamant, 1989b) par le déficit hydrique. Cette dernidre réaction parait
surprenante. En effet, le déficit hydrique n'est susceptible que d'abaisser la pression de turgescence qui est le
moteur de I'allongement de la racine. Comment le stress hydrique peut-il induire des réactions si diverses et,
en particulier, une augmentation de la croissance racinaire?

Le potassium (K) est le cation le plus abondant dans les tissus végétaux. Il est présent dans le
cytoplasme, ou il joue un rdle d'activateur de plusieurs enzymes, et dans la vacuole ou il est responsable
d'une bonne partie de la pression osmotique intracellulaire (Leigh & Wyn Jones, 1984). De méme que pour la
contrainte hydrique, la carence potassique est susceptible d'affecter la pression de turgescence et donc la
croissance de la racine. Ericsson et Kihr (1993) ont montré que la carence en potassium réduisait Ia croissance
racinaire de plantules de bouleau. Le méme effet a ét€ observé par Seillac (1967) sur le pin maritime. Ce
dernier a montré que la carence en potassium réduit la croissance des racines latérales beaucoup plus que celle
de la racine principale. Il apparait donc que le systtme racinaire ne répond pas forcément de fagon homog2ne A
une contrainte,

Le déficit hydrique et la carence en potassium sont susceptibles d'affecter les relations hydriques et donc,
la pression de turgescenceldes cellules en croissance. Chez une espece forestidre, comment ces contraintes
affectent-elles la croissance racinaire? Quels effets ont-elles sur les parametres biomécaniques de 1a croissance?

Objets de l'étude

L'objet principal de ce travail a ét¢ d'étudier les aspects biomécaniques du contrdle de la
croissance de la racine de pin maritime (Pinus pinaster Ait.), c'est-a-dire de déterminer le r6le respectif de la
pression de turgescence et des propriétés mécaniques des parois dans le contrlle de la croissance racinaire.
Travailler A 1'échelle cellulaire avec une résolution spatiale trés fine fut la particularité majeure de
cette éude.

Le pin maritime est une espece présente essentiellement dans les Landes ou elle est d'une importance
économique considérable. De nombreux programmes d'études écophysiologiques sont en cours sur cette
espece: résistance A la sécheresse, comportement de la photosynthese et de 'efficience d'utilisation de I'eau
face au stress hydrique et au doublement de la teneur en CO» atmosphérique, sélection génétique de familles
plus performantes pour la croissance. Le pin maritime pousse sur des sols pauvres en éléments minéraux et
sujets A des périodes de sécheresse. Nous avons donc étudié les effets du déficit hydrique d'une part, et de la
carence potassique d'autre part, sur la croissance racinaire de plantules de pin maritime. Cette these a donc eu
pour objet de répondre aux questions suivantes:

- Comment la pression de turgescence et les propriétés mécaniques des parois participent-elles a la
réponse de la croissance racinaire de plantules de pin maritime soumises & un déficit hydrique ou a une carence

en potassium?

- Comment la croissance racinaire peut-elle étre stimulée par une réduction de la disponibilité en eau?
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- Comment les différences de comportement entre racine principale et racines latérales face a la carence
potassique (Seillac, 1967), s'expliquent-elles sur la base de leurs propriétés biomécaniques?

- Dans quelle mesure et par quels solutés, le potassium est-il remplacé dans les tissus racinaires des
plants carencés?

Le travail a ét€ scindé en trois étapes: ;

-1- La croissance racinaire de plantules de pin maritime a tout d'abord été étudiée en conditions optimales.
Jusqu'ici, les études biomécaniques de la croissance racinaire n'avaient été conduites que sur des especes
annuelles: blé, mais, soja. Nous avons donc étudié les aspects biomécaniques de la croissance racinaire d'une
espece forestiere, le pin maritime: pression de turgescence cellulaire, vitesse relative d'élongation et propriétés
rhéologiques ont été déterminées le long de la zone d'élongation de la racine principale. Parallélement, les
relations hydriques cellulaires ont ét€ mesurées dans les cellules de la zone de croissance et les cellules
matures de 1'apex racinaire.

-2- Nous avons ensuite étudié les effets de trois intensités de stress osmotique sur la croissance racinaire
du pin maritime. Une analyse bibmécanique, du méme type que celle conduite sur les plantules cultivées en
conditions optimales, a permis de déterminer le r6le de la pression de turgescence et des propriétés
rhéologiques dans la réponse de la croissance racinaire 2 chacun des niveaux de stress appliqué. L'étude
biomécanique a €€ complétée par une analyse des relations hydriques cellulaires au sein de I'apex racinaire, en
conditions hydriques limitantes.

-3- La derni¢re phase de ce travail fut consacrée a 'étude de la croissance du systéme racinaire de plantules
de pin maritime ayant poussé sur une solution nutritive carencée en potassium. Apres une caractérisation des
effets de cette carence minérale sur Ia croissance du pivot et des racines latérales, une étude biomécanique a été
conduite dans les deux types de racines. Les effets de la carence potassique sur les relations hydriques
cellulaires ont également été déterminés dans les deux types racinaires, ainsi que sur la composition des
solutés générant le potentiel osmotique dans différentes parties du syst®me racinaire. Accessoirement, nous
avons aussi étudié les effets d'une carence de tous les macro-€léments (N, P, K, Ca, Mg, Cl, S).

NB: Dans ce mémoire, le terme "biomécanique” est employé au sens "étude des déterminants du
grandissement cellulaire par rapport 4 son aspect mécanique”, c'est-a-dire étude de la pression de turgescence
cellulaire et de 'extensibilité pariétale.



Etude bibliographique

Partie 1 : Le grandissement cellulaire

Dans ce mémoire, il n'est question que du grandissement cellulaire irréversible, c'est-a-dire correspondant
a une déformation plastique, irréversible des parois. L'augmentation du volume cellulaire peut étre
considérable, de 50 & 500 fois le volume initial (Cosgrove, 1993b). C'est la somme du grandissemént
irréversible de cellules individuelles qui génére 1a croissance i I'échelle de 'organe.

Le grandissement cellulaire irréversible s'oppose au grandissement cellulaire réversible qui est relatif aux
propriétés €lastiques des parois et a la pression de turgescence (Ray, 1987). Ces variations de volume,
relativement faibles, sont en général dues 2 des variations d'hydratation et ne contribuent pas a la croissance
absolue de l'organe.

Le grandissement cellulaire consiste en une absorption massive d'eau couplée i une extension
des parois pectocellulosiques. Le flux d'eau entrant dans les cellules en croissance constitue I'aspect
hydraulique du grandissement cellulaire. L'extension des parois, sous l'effet mécanique de la pression de
turgescence, en constitue 1'aspect mécanique. L'augmentation de la surface pariétale suppose la synthése
de composants de la paroi. S'il ne se produisait qu'une extension sans qu'il y ait insertion de nouvelles
macromolécules, la paroi s'affinerait de plus en plus. Cependant, I'apposition d'éléments nouveaux 2 la paroi
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préexistante ne contribue pas a son agrandissement (Ray, 1987). Indépendante de la synthese de nouvelles
macromolécules, l'extension des parois est sous le contrdle de la cellule. La régulation de
I'extensibilité pariétale constitue l'aspect biochimique du grandissement cellulaire. A ces trois
aspects majeurs s'ajoute une absorption de solutés. En effet, I'activité cellulaire nécessite un apport
d'énergie pour la respiration et la synthese des macromolécules. D'autre part, la cellule en croissance
absorbant un grand volume d'eau, le maintien de la pression osmotique (et donc de 1a turgescence) requiert une
entrée et/ou la synthese d'une quantité importante de solutés dans la cellule.

1.1 ASPECT HYDRAULIQUE DU GRANDISSEMENT CELLULAIRE

Décrivant I'absorption d'eau par la cellule, Lockhart (1965) a établi la premitre partie de son mod@le sur
cette observation: la cellule végétale se comporte comme un osmometre (presque) parfait. La membrane
plasmique est semi-perméable, 'eau diffuse mais pas les solutés. Le degré de semi-perméabilité A un soluté
est décrit par le coefficient de réflectivité 6 qui varie de 0 pour une membrane complétement perméable, 3 1
pour une membrane parfaitement semi-perméable.

Lors de la croissance d'une cellule, son volume augmente par entrée d'eau. Ce flux entrant est passif,
c'est-a-dire induit par une différence de potentiel hydrique entre I'intérieur de la cellule et le milieu extérieur.
Le flux entrant d'eau peut étre ainsi exprimé :

i'i‘:‘:L'(\}’n—Wi):L’(GATCI',O—APi,a)zL'(O'ATCi,a—P) ¢))
V dt
sachant que; Yo — Wi = (Po— Pi)- 6(T - Ti) = GATi,0o — APi,o = CAT,0 — P ¥))

ol (1/V) (dV/dt) est I'augmentation relative du volume cellulaire (h-1), L la conductance hydraulique
membranaire (h-! MPa-1) (L = A.Lp, od A est la surface de la membrane de la cellule et Lp la conductivité
hydraulique membranaire), ¥ le potentiel hydrique (MPa), © le coefficient de réflectivité membranaire, « la
pression osmotique (MPa) et P la pression hydrostatique (MPa). Les indices i et o se rapportent aux milieux
intra- et extra-cellulaire, respectivement. Lorsque la pression hydrostatique du milieu extérieur P, est nulle,
AP; , se simplifie en P, la pression de turgescence cellulaire.

Le grandissement cellulaire dépend donc de l'existence d'une différence de potentiel hydrique entre la
cellule et son milieu environnant. Si celle-ci s'annule, I'entrée d'eau s'arréte et la croissance cesse. Le
coefficient de réflectivité membranaire est souvent négligé (on considere o=1), ce qui, selon Steudle (1993),
reste une bonne épproximation pour de nombreux solutés. La conductance hydraulique peut également réguler
I'entrée d'eau dans la cellule et son role sera discuté ci-apres.

1.2 ASPECT MECANIQUE DU GRANDISSEMENT CELLULAIRE

Les parois cellulaires possédent des propriétés viscoélastiques: elles présentent, en réponse a I'application
d'une force, "des flux de type visqueux, des déformations élastiques retardées ainsi que des déformations
élastiques instantanées” (Cosgrove, 1993b). Plus simplement, Lockhart (1965) a observé une bonne
corrélation entre I'accroissement cellulaire et la pression de turgescence. La deuxieéme hypothese de Lockhart
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traduit 1'aspect biomécanique (et seulement plastique, c'est 2 dire irréversible) de I'expansion des parois et peut
gtre ainsi formulé;

av
—=g-(P-Y
7 g-( ) 3)

1
v

ot (1/V) (dV/dt) est la vitesse d'expansion volumique de la cellule (h-1), g le coefficient d'extensibilité
des parois (h"] MPa"1), P 1a pression de turgescence (MPa) et Y le seuil de turgescence au dessus duquel la
croissance est possible (MPa). (P-Y) représente la force motrice de I'extension et ¢ 1a "facilité" des parois 2 se
déformer,

1.3 LE MODELE DE LOCKHART

Le modgle développé par Lockhart (1965) integre les aspects hydraulique et mécanique du grandissement
cellulaire. 1l est encore aujourd'hui largement utilisé dans le cadre des études biomécaniques de la croissance
(Pritchard et al., 1990b, 1993; Spollen et Sharp, 1991; Steudle, 1992; Frensh et Hsiao, 1994; Tomos et
Pritchard, 1994; etc ...).

Lorsqu'une cellule en croissance est en régime permanent, le flux entrant d'eau doit &tre identique 2
l'augmentation de volume cellulaire due A I'expansion des parois, les équations (1) et (3) sont égales. En
éliminant P entre ces deux équations, on arrive A une nouvelle expression du taux de croissance:

1 dv L-g
—t—=—.(CATt-Y 4
V dt (L+¢)( ) @
ou bien, en réutilisant I'équation (2):
1 dv L-g
—— = (Y -¥i+ P-Y 5
V dt (L+¢)( ) ©

La croissance dépend donc du gradient de pression osmotique existant entre l'intérieur et I'extérieur de la
cellule et est proportionnelle A un coefficient de croissance [L.g / (L + ¢)]. La comparaison des grandeurs
respectives de L et g permet d'envisager différents cas extrémes:

- L >> @ : 'équation (5) se simplifie pour donner I'équation (3), ce sont les propri€tés mécaniques des
parois (les propriétés rhéologiques) qui contrblent le grandissement cellulaire. L'équilibre des
potentiels hydriques est pratiquement respecté. Seul un trés faible gradient de potentiel hydrique est
nécessaire 2 la croissance.

- L << ¢ : l'équation (4) se réduit A I'équation (1), c'est la conductance hydraulique qui limite
l'expansion. Un fort gradient de potentiel hydrique est nécessaire a la croissance.

Dans le cas de cellules isolées, la conductance hydraulique, qui correspond uniquement a la conductivité
hydraulique de la membrane plasmique, est si grande que I'équilibre des potentiels hydriques est toujours
pratiquement respecté, méme 2 des taux de croissance élevés (Cosgrove, 1986; Pritchard er al., 1987).



méristéme

coiffe zone d'élongation Zone mature

Figure 1 : Schéma de circulation de I'eau dans 1'apex racinaire et positions des gradients de potentiel
hydrique induits par la croissance. La base du triangle représente un potentiel hydrique élevé (faible valeur
absolue).
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Dans un tissu pluricellulaire, 1a définition de 1a conductance hydraulique est plus compliquée. Elle dépend
de la résistance au flux d'eau 2 travers la membrane plasmique mais inclut aussi des résistances au transfert de
I'eau A travers les parois, de la source vers les cellules en croissance (Cosgrove, 1993b; Steudle, 1994),
Cependant, cela ne change pas la théorie du grandissement cellulaire mais deux écoles s'opposent quant au
rdle de la conductance hydraulique dans 1a régulation du grandissement cellulaire.

- Molz et Boyer (1978) mesurent de forts gradients de potentiel hydrique dans les tissus en croissance. Iis
concluent qu'une résistance au flux d'eau (radialement, du xyleme vers 1'épiderme) induit la naissance d'un
potentiel hydrique plus négatif dans les cellules en croissance appelé potentiel hydrique induit par la
croissance: 1a conductance aydraulique limite le grandissement cellulaire. Le gradient de potentiel hydrique, du
xyleme vers les cellules en croissance (fig. 1), serait de l'ordre de 0,2 A 0,4 MPa et n'existerait pas dans les
régions matures (Wesgate ¢t Boyer, 1984, 1985; Boyer et al., 1985). Cosgrove et Cleland (1983) ont suggéré
que ce gradient de potentiel résulterait de la présence de solutés dans l'apoplaste et non d'une faible
conductance hydraulique, mais, d'autres études tendent 2 montrer qu'il n'existerait qu'une faible quantité de
solutés dans les parois (Nonami et Boyer, 1987). Cependant, la pression osmotique de 1'apoplaste ne pouvant
étre mesurée directement, les résultats dans la littérature restent contradictoires. Selon Pritchard (1994), le
gradient de potentiel hydrique induit par la croissance dans les racines, est inférieur 2 1a précision de mesure de
ces potentiels.

- D'autres scientifiques penchent en faveur d'une conductance hydraulique non limitante pour la
croissance, méme 2 I'échelle d'un tissu. Selon Cosgrove (1985), des expériences de relaxation des parois in
vivo (cf. § 1.3.2), montrent que L serait au moins 8 fois supérieure A ¢ et donc que L ne limiterait pas la
croissance. Malone et Tomos (1992), par des mesures directes du potentiel hydrique cellulaire (par mesure des
potentiels osmotique et de turgescence sur des cellules individuelles), montrent que la différence de potentiel
hydrique entre cellules en croissance et cellules matures, dans une tige de pois, est inférieure a 0.05 MPa et
concluent que L est suffisamment grand pour ne pas limiter la croissance. Tomos et Pritchard (1994)
soulignent qu'ils n'ont jamais rencontré de cas ol L limitait la croissance. Cosgrove (1987b) établit une liste
non exhaustive de nombreux arguments soutenant l'hypothése qui considere que L n'affecte pas le
grandissement cellulaire. Selon Cosgrove (1985, 1987a), le gradient de potentiel hydrique induit par la
croissance est de l'ordre de 0.05 MPa et limite la croissance pour une part d'environ 10%. Le role de la
conductance hydraulique semble donc négligeable dans le controle du grandissement cellulaire, et ceci, méme
dans un tissu.

Ainsi, de nombreux auteurs ayant travaillé sur diverses plantes (Neumann et al. (1994); Pritchard et al.
(1993) et Spollen et Sharp (1991), sur la racine de mais; Ferris et Taylor (1994) sur la racine de diverses
herbes de prairie; Pritchard ef al. (1987) sur la racine de bl¢; Thomas et al. (1989) sur la feuille de Lolium ;
etc ...) ont considéré que L ne limite pas la croissance et ont analysé le grandissement cellulaire 2 travers
I'équation simplifiée (3) ou seul l'aspect biomécanique est pris en compte.

D'autre part, 'étude anatomique d'un apex racinaire montre que, lors du grandissement cellulaire, la
variation de dimension dans la direction radiale est nettement inférieure (environ 10 fois)  celle se produisant
dans la direction axiale. Ainsi, un modele de Lockhart doublement simplifié est utilisé: le grandissement
cellulaire est décrit en termz de variation relative de la longueur (1/L.(dL/dt)) plutot que du volume cellulaire.

Finalement, le grandissement cellulaire est généralement étudi€ A I'aide de cette équation:

1 dL

—.Z==g.(P-Y) ©
L dt



Etude bibliographique : le grandissement cellulaire 9

1.3.1 Signification des paramétres o et Y

Le modele du grandissement cellulaire sous cette forme simplifiée (€quation 6) serait particulidrement
puissant si les parametres ¢ et Y étaient constants. Trés hypothétiquement, le seuil de turgescence minimale
Y pourrait s'interpréter comme une tension minimale dans les parois nécessaire pour libérer le site de fixation
d'une enzyme, le coefficient d'extensibilité ¢ représenterait alors la vitesse d'action de cette enzyme, qui
pourrait couper des liaisons entre les polymeres sous tension et donc permettre I'extension pariétale
(Pritchard, 1994). Souvent cependant, il a été montré que ces deux param?tres étaient variables. Il semble que
¢ et Y varient de fagon A maintenir le taux de croissance en dépit de variations de la pression de turgescence
(Passioura, 1994). L'ajustement peut étre trés rapide, en 10 A 15 minutes (Passioura et Fry, 1992). Par
exemple, suite 2 une augmentation de la pression de turgescence de 0,05 MP4a, la vitesse d'allongement d'une
cellule de Nirella augmente puis retourne rapidement 2 sa valeur initiale et s'y maintient (Green et al., 1971).
De nombreux comportements similaires ont été mentionnés: Serpe et Mattews (1992) sur les feuilles de
Begonia, Zhu et Boyer (1992) sur I'algue Chara, Hsiao et Jing (1987) sur 1a racine de mais.

La non-constance de ¢ et Y rend leur interprétation difficile. De plus, ces parameétres n'ont pas de
signification biophysique. Passioura et Fry (1992) ont émis un modele moléculaire permettant de rendre
compte de la nature variable de ces paramétres. Les molécules d’hémicellulose se partageraient en deux
populations, une dont les molécules seraient en charge et tendues entre deux microfibrilles de cellulose, 'autre
dont les molécules seraient relachées. Durant I'extension, certaines molécules A I'état reldché passeraient
I'état tendu pendant que des enzymes pourraient couper certaines molécules en charge. Le passage des
hémicelluloses d'une population a I'autre se ferait continuellement au cours de I'extension de la paroi, 2 un
rythme donné. Une variation de la turgescence induirait un changement de la distribution des hémicelluloses
entre ces deux populations mais n'altérerait pas le rythme de passage des molécules d'un état A un autre. Le
modele mathématique associé 2 ces événements rend compte de la nature variable de ¢ et Y. Cependant,
Cosgrove (1993b) émet une réserve car, selon ce modele, la pression de turgescence suivrait une décroissance
linéaire en cas de relichement des stress pariétaux et non exponentielle comme cela semble se passer dans la
réalité. Des progres sur le plan biochimique sont nécessaires pour donner un sens mécanistique précis 2 ces
parametres g et Y.

Bien que ¢ et Y soient susceptibles de varier, on peut tout de méme considérer que lorsqu'un organe en
croissance est en régime permanent, il peut étre caractérisé par un couple (g, Y) dont les valeurs décrivent
I'extensibilité pariétale des cellules en croissance et sont donc utiles pour caractériser 1'état physique des parois
(Cosgrove, 1985; Pritchard et al., 1990b).

1.3.2 Détermination des parameétres o et Y

-1- La premitre méthode consiste A établir la relation entre 1a vitesse de croissance (r) et la pression de
turgescence (P) (fig. 2). La vitesse de croissance et la pression de turgescence sont déterminées en conditions
optimales, puis la turgescence est abaissée artificiellement en baignant la racine, par exemple, dans des
solutions d'osmolarité variée. Apr2s un temps suffisamment long pour permettre I'équilibre des potentiels
hydriques (et donc 1'abaissement de P), mais assez court pour ne pas que des phénomenes d'osmorégulation
interferent et/ou que les parametres (g, Y) varient, r et P sont déterminés de nouveau. D'apres l'équation (6),
la pente de la droite de régression de r en fonction de P correspond 2 ¢ et I'intersection de cette droite avec I'axe
des abscisses 2 Y. Cette méthode a été utilisée par Bunce (1977) sur la feuille de soja, Cleland (1976) sur le
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Figure 2 :Détermination des parametres Y
et ¢ du modele de Lockhart en étudiant la
corrélation entre vitesse de croissance et
pression de turgescence. D'apres le modele de
Lockhart, ¢ correspond A la pente de la
régression et Y A l'intersection avec l'axe des
abscisses.

Figure 3 :Détermination des paramitres Y
et ¢ du modele de Lockhart en étudiant la
relaxation de la pression de turgescence
lorsque le flux d'eau vers les cellules en
croissance est stoppé au temps zéro. La
pression de turgescence minimale correspond
2 Y. La pente de la courbe permet de calculer
¢ sachant que £ est le module d'élasticité
volumique. Po est la pression de turgescence
initiale.

Figure 4 : Détermination des parameétres Y
et ¢ du modele de Lockhart en étudiant la
pression 2 appliquer a un orgatie pour stopper
sa croissance. La pressurisation compense la
relaxation des tensions pariétales. La pente de
la courbe permet de calculer ¢ sachant que €
est le module d'élasticité volumique. Y
correspond au maximum de la pression

appliquée.
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coléoptile d'avoine, Pritchard et al. (1990b) sur la racine de blé. Dans de nombreux cas, la relation trouvée
apparait vraiment &tre linéaire et le modtle refléter la réalité. Par contre, il existe certains cas ol la corrélation
fait apparaitre une relation curvilinéaire et l'interprétation est plus difficile (Cosgrove, 1993a).

-2- Un deuxi¢me moyen de calculer ¢ et Y consiste 2 analyser in vivo le relichement des parois des tissus
en croissance. L'entrée d'eau dans la cellule (ou le tissu) est arrétée par excision de I'organe en croissance. .a
déshydratation est inhibée par une forte humidité atmosphérique. En conséquence du relichement des tensions
pariétales et en I'absence d'absorption d'eau par la cellule, la pression de turgescence décroit exponentiellement
selon I'équation :
P(t)=Y+(Po—-Y).e~ % ')
ol P(t) est la pression de turgescence au temps t, P, la pression de turgescence initiale, ¢ un coefficient
correcteur et £ le module d'élasticité volumique (fig. 3). Le seuil atteint correspond A Y, pression de
turgescence en dessous de laquelle le reldchement des parois ne se produit plus (se référer 2 Cosgrove (1985,
1987a) pour plus de détails).

-3- Une méthode voisine consiste a2 mesurer la pression hydrostatique A appliquer 2 un organe en
croissance pour stopper son élongation. La pression appliquée compense la réduction des tensions pariétales
et la diminution de turgescence qui en découlerait. En empéchant le gradient de potentiel hydrique de
s'installer, cette pressurisation inhibe I'entrée d'eau (fig. 4). La "pression de compensation” augmente selon
I'équation:

P(t)=Y.(1-¢ ) ®

ot P.(t) est la pression de compensation au temps t.

Ces deux dernitres méthodes ont été utilisées par Cosgrove (1985) sur I'épicotyle de pois et Cosgrove
(1987b) sur I'hypocotyle de soja mais n'ont jamais été appliquées A des racines. On notera que ce sont les
trois seules méthodes qui donnent acces 2 ¢ et Y. D'autres méthodes permettent d'analyser 1'extensibilité des
parois mais ne se rapportent pas aux parametres (@, Y). Elles sont décrites dans le paragraphe suivant.

1.3.3 Notion d’extensibilité

Des précautions importantes sont A prendre pour utiliser ou interpréter ce terme "extensibilité”. En effet,
il est utilisé d'une étude A I'autre avec des sens trés différents (Cosgrove, 1993a). Le ¢ de I'équation de
Lockhart, le couple (@, Y), les propriétés mécaniques des parois mesurées par I'extensiometre d'Instron (Van
Volkenburg et al., 1983) et par d'autres méthodes encore sont tous appelés "extensibilité” et pourtant ne
décrivent pas le méme processus physique et ne sont donc pas directement comparables.

Les méthodes permettant d'évaluer I'extensibilité (dans toutes ses variantes) sont exhaustivement décrites
et comparées par Cosgrove (1993a). Britvement, les études de reldchement des parois de tissu en croissance in
vivo ou in situ, la corrélation entre P et vitesse de croissance (§ 1.3.2) décrivent ['extensibilité spécifique au
phénomene de crojssance. Ces méthodes sont directement reliées 2 la théorie biophysique du grandissement
cellulaire (équation 3) et permettent d'évaluer ¢ et Y. L'émde du relaichement des parois de tissu in vitro,
I'extensiometre d'Instron (Van Volkenburg ez al., 1983), sont des méthodes qui permettent d'évaluer
Vexzensibilité des parois, décrivant les propriétés du matériau viscoélastique que sont les parois, mais ne se
rapportant qu'indirectement au phénomene de croissance (Cosgrove, 1993a).
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La différence entre ces deux familles de méthodes de mesure de I'extensibilité peut étre illustrée par les
expériences de Pritchard et al. (1990a). Une réduction de la température de 20 A 5 °C réduit tras vite la
croissance racinaire de plantules de mais. L'extensiometre d'Instron révele une réduction de l'extensibilité des
parois lorsque le stress est appliqué depuis 10 jours, mais, aucune différence n'apparait pour les mesures
effectuées 30 mn aprés le commencement du stress alors que la croissance est déja fortement réduite. Par
contre, une réduction de 'extensibilité g, déterminée en étudiant la relation entre la vitesse de croissance et la
pression de turgescence, est révélée moins de 15 minutes aprds 1a diminution de température.

Une demigre méthode, celle que nous avons utilisée dans notre étude, est 2 mi-chemin entre ces deux
familles. Elle ne permet pas de déterminer ¢ et Y mais informe sur l'extensibilité relative au phénomeéne de
croissance. La base de cette méthode repose sur une nouvelle simplification de I'équation de Lockhart
(équation 6), qui peut &tre réduite A:

%%— = pression de turgescence X extensibilité pariétale )

Dans ces conditions, le terme "extensibilité pariétale” intégre les paramétres ¢ et Y sans
possibilité de distinction. Cette méthode consiste donc A faire une analyse comparative des variations de
la pression de turgescence et de la vitesse de croissance locale. Ainsi, suite A un stress donné, si 1a pression de
turgescence est maintenue mais la croissance inhibée, on peut conclure que l'extensibilité des parois a
diminué. Si la pression de turgescence est réduite mais la croissance maintenue, I'extensibilité des parois a
augmenté, Cette méthode ne permet pas de résoudre les situations ol pression de turgescence et croissance
varient dans le méme sens. Par contre, si I'un seulement varie et si ces deux paramétres sont déterminés avec
une bonne résolution spatiale, elle permet de déterminer des différences d'extensibilité en différentes positions
au sein de la zone de croissance. Ainsi, Pritchard et al. (1991, 1993) mettent en évidence une variation des
propriétés rhéologiques le long de la zone de croissance de racines de blé et de mais. La pression de
turgescence est uniforme le long de 1'apex mais la vitesse de croissance locale (la vitesse d'élongation
cellulaire en un point donné de la zone de croissance) varie considérablement (fig. 5). Les capacités
d'extensibilité des parois varient au cours de la maturation des cellules.

1.4 LE RELACHEMENT DES PAROIS : POINT DE DEPART DU GRANDISSEMENT
CELLULAIRE

Lors de sa croissance, la cellule absorbe de 1'eau et agrandit la surface de sa paroi. La relation de cause a
effet entre ces deux phénomenes 2 ét€ longtemps discutée.

Initialement, I'importance du gradient de potentiel hydrique dans la zone de croissance était mise en avant
(Molz et Boyer, 1978; Wesgate et Boyer, 1984). La conductance hydraulique, supposée faible, aurait induit un
gradient de potentiel hydrique du xyléme vers I'épiderme. Ce gradient de potentiel hydrique, a l'origine du flux
d'ean vers les tissus en croissance, aurait permis 2 la turgescence d'augmenter au-dela du seuil Y et aux parois
de s'étendre. Ce grandissement aurait maintenu P et ¥ sous leur valeur d'équilibre, contribuant de fagon
dynamique au maintien du gradient de potentiel hydrique (Boyer, 1987).
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11 est maintenant admis que le grandissement cellulaire est initi€ par un reldchement de la tension
mécanique dans les parois (Boyer, 1993; Cosgrove, 1993b; Pritchard, 1994). En quelque sorte, la résistance
exercée par les parois en opposition 2 la pression de turgescence, diminue (fig. 6). La pression de turgescence
permet alors une extension de la surface pariétale, ce qui induit immédiatement une diminution de P et donc
de la tension sur les parois, mais aussi du potentiel hydrique intracellulaire. Le gradient de potentiel naissant
déclenche un flux d'eau entrant. Le potentiel hydrique, la turgescence et la tension dans les parois sont
restaurés. Tant que le relaichement des parois continue, le grandissement continue également, sinon, la cellule
retrouve son état d'équilibre (fig. 6). Ces étapes, décrites comme une suite d'événements, sont en fait quasi
simultanées, le grandissement cellulaire est un phénomene continu, "fluide”.

Parmi les arguments plaidant en faveur du réle déterminant du relichement des parois, les expériences de
relaxation des parois (décrites au § 1.3.2, Cosgrove, 1985) montrent que les stress pariétaux et donc la
turgescence, diminuent méme en l'absence d'entrée d'ean. Par ailleurs, cette diminution de la turgescence ne se
produit pas lorsqu'une goutte d'eau a été placée sur les extrémités sectionnées, ni lorsque l'expérience est
menée sur une portion de tissu mature. Cela confirme que le reldchement des parois est & l'origine du gradient
de potentiel hydrigue et du flux d'eau et non l'inverse.

1.5 ASPECT BIOCHIMIQUE : ORIGINE DU RELACHEMENT DES PAROIS

S'il est maintenant admis que le relichement des parois est 4 l'origine du grandissement cellulaire, la
nature des processus impliqués n'est pas encore €lucidée.

La paroi est une structure polyédrique complexe composée de trois réseaux : un réseau de microfibrilles de
cellulose plongées dans uhc matrice d'hémicellulose, un réseau de pectines et un réseau de protéines. Ces
réseaux seraient interconnectés et chacun serait susceptible de subir des réarrangements suite A des clivages et
reformations de liaisons (Cosgrove, 1993a).

De nombreuses hypoth&ses concernant le processus qui déclenche le relachement des parois ont été
étudiées. Pritchard (1994) les classe en trois catégories selon qu'elles concernent : l'orientation des
microfibrilles de cellulose, la composition globale de la paroi et les liaisons entre les différents éléments de la
paroi. Des études concernant l'orientation des microfibrilles de cellulose, il ressort qu'une orientation
transversale A I'axe d'élongation semble nécessaire 2 l'extension des parois mais aucune corrélation fine
n'apparait entre orientation et vitesse de croissance. Les travaux sur la composition de la paroi cellulaire
mettent en évidence une corrélation négative entre la quantité de galactose et l'extensibilité pariétale. D'autres
composés comme le glucose, le xylose ou les composés phénoliques ne présentent pas de lien évident avec
les propriétés des parois. La troisi®éme catégorie concerne les études de I'activité d'enzymes intervenant au
niveau de différentes liaisons entre les constituants de 1a paroi cellulaire. Les corrélations entre l'activité de
diverses enzymes, peroxydases, estérases, xyloglucane endotransglycosylase (XET) et I'état de reldichement des
parois ne sont que partielles. Plus récemment, des résultats prometteurs ont ét€ obtenus A propos de la
sensibilité des parois A l'action d'expansines, protéines pariétales capables d'induire le relaichement de parois
isolées (McQueen-Mason et al., 1992; Cosgrove et Li, 1993). De plus amples détails ainsi que les références
initiales des différentes hypotheses sur le contr6le du relichement des parois sont indiquées par Pritchard
(1994).

Actuellement aucune hypothese n'est completement satisfaisante et les aspects biochimiques de
I'expansion des parois ne sont pas résolus. Il est probable que plusieurs des hypoth&ses émises interviennent
simultanément dans e contrdle du grandissement cellulaire (Pritchard, 1994).
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1.6 GRANDISSEMENT CELLULAIRE ET ABSORPTION DE SOLUTES

S'il n'y avait pas absorption de solutés par les cellules en croissance, un doublement du volume cellulaire
entrainerait une diminution de moitié de la pression osmotique et donc de la pression de turgescence. En fait,
I'absorption de solutés semble tres bien régulée et fortement couplée au grandissement cellulaire (Schmalstig
et Cosgrove, 1990; Sharp et al., 1990). Une éventuelle relation de cause 2 effet se pose entre grandissement
cellulaire et absorption de solutés.

Stevenson et Cleland (1982) ont montré que des coléoptiles pouvaient encore croitre apres excision et
donc arrét de l'entrée de solutés et diminution du gradient de potentiel osmotique. II semble que l'entrée de
solutés ne soit pas strictement nécessaire au grandissement cellulaire. Cependant, la croissance est maintenue
pendant un temps beaucoup plus long, jusqu'a 24 h aprés l'excision, quand des solutés absorbables
(saccharose, ions) sont ajoutés au milieu d'incubation (Stevenson et Cleland, 1982). D'autre part, lorsque la
croissance est réduite en conséquence de variations des propriétés rhéologiques, par exemple suite a I'addition
de galactose dans le milieu de culture (en concentration trds faible), les pressions osmotique et de turgescence
augmentent un peu mais beaucoup moins que si le flux de solutés était resté identique (Pritchard, 1994). It
semble que 1a régulation de 1'absorption de solutés soit d'une part tres rapide et d'autre part une conséquence du
grandissement cellulaire.

Selon Cosgrove (1993b), les plantes régulent l'entrée de solutés dans les tissus en croissance comme une
conséquence du grandissement cellulaire et non comme un moyen de controler ce grandissement cellulaire. Si
I'absorption de solutés est indispensable, c'est par rapport au maintien des pressions osmotique et de
turgescence (pour compenser la dilution due a I'entrée d'eau) et pour I'apport d'énergie. Elle n'interviendrait pas
dans le contr6le biochimique de 'expansion.

1.7 EFFETS DE DIFFERENTES CONTRAINTES SUR LE GRANDISSEMENT
CELLULAIRE

Une altération de la croissance racinaire peut étre induite par une perturbation du grandissement cellulaire
mais aussi de l'activité mitotique. Cependant, la division cellulaire semble moins sensible aux stress
environnementaux que le grandissement cellulaire (Jones, 1992). La premiere des activités cellulaires
perturbées par un faible déficit hydrique serait le grandissement cellulaire (Hsiao ez al., 1976).

En ce qui conceme la régulation du grandissement cellulaire, d'aprés le modele simplifi€é de Lockhart
(équation 6), une variation du taux de croissance peut étre induite pér T'altération de la pression de turgescence
ou des propriétés rhéologiques. Les plantes semblent, dans certaines limites, ajuster les propriétés
rhéologiques pour compenser les perturbations physiques de la croissance (Cosgrove, 1987). D'autre part, il
existe dans la littérature de nombreuses études ou la croissance est inhibée par une contrainte
environnementale sans que la turgescence soit réduite. Les changements des propriétés théologiques semblent,
en grande partie, responsables des modifications de la vitesse de croissance.

Le froid. L'application du froid a réduit considérablement la croissance de la racine de plantules de mais,
en dépit d'une augmentation de la pression de turgescence (de 0,59 a 0,82 MPa). Un abaissement de la
température de 30 A 15 °C a réduit I'extensibilité ¢ de 75% mais n'a pas affecté Y (Pritchard er al., 1990a).
Cette modification de 1'extensibilité était irréversible pour les cellules dont la croissance avait €t€ stoppée.
Suite 2 un retour A une température normale, 1a reprise de croissance a nécessité une nouvelle génération de
cellules. La croissance racinaire de plantules de blé a également été inhibée par une réduction de la température
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(de 27 a 15°C) sans que la pression de turgescence ait été réduite. Dans ce cas, il semble que le froid ait
diminué ¢ et augmenté Y (Pritchard e al., 1990b). La croissance des feuilles de Lolium temulentum a été
fortement inhibée par une chute de la température de 20 4 2 °C, sans que la turgescence ait été affectée
(Thomas et al., 1989). Le froid semble ainsi essentiellement agir sur l'extensibilité des parois.

La salinité. L'application de NaCl 100 mM pendant plusieurs jours a réduit 1a croissance de la racine
de mais. Il semble que le stress salin ait augmenté le seuil de turgescence Y (mesuré psychrométriquement) et
ait réduit I'extensibilité des parois (Neumann et al., 1994). Un stress salin (100 mM NaCl) appliqué au
niveau des racines a également réduit l'extensibilité extensométrique des tissus foliaires en croissance
(Neumann, 1993). Que le stress ait ét¢ de 20 minutes ou de 3 jours, le retour A des conditions normales a
induit la récupération des propriétés initiales d'extensibilité des tissus foliaires en moins de 20 mn. La
réversion a donc été rapide, méme apres 3 jours de stress.

Une forte concentration des ions K* ou SO42- dans la solution nutritive (10 mM), a réduit la croissance
racinaire de plantules de blé sans affecter la pression de turgescence. L'extensibilité extensométrique des parois
a été diminuée (Pritchard et al., 1987). L'application de 10 mM de KCl 2 des racines de blé a également
inhibé I'élongation racinaire sans affecter P. Le seuil de turgescence Y a ét€ augmenté et l'extensibilité g
légerement diminuée (Pritchard et al., 1990b).

Un exces de certains ions dans la solution nutritive (Na, K, SO42-) semble réduire la croissance racinaire
en affectant les propriétés rhéologiques des parois.

Le CO; atmosphérique. Ferris et Taylor (1994) ont montré que l'allongement racinaire est stimulé
par le doublement de la teneur atmosphérique en CO,. La turgescence, mais aussi I'extensibilité des parois
(mesurée avec I'extensiometre d'Instron), ont augmenté en réponse 2 1'élévation du taux de CQO». Par ailleurs,
l'augmentation de la teneur atmosphérique en CO; a stimulé I'expansion foliaire de Populus euramericana,
Plantago media, Sanguisorba minor et Phaseolus vulgaris en augmentant l'extensibilité pariétale (Taylor et
al., 1994). 11 semble tout de méme que des variations interspécifiques existent. Par exemple, la croissance
foliaire de Lotus corniculata a été stimulée par une augmentation de la production de cellules et non par une
stimulation du grandissement cellulaire (Taylor et al., 1994).

L'excision. Bien que ce ne soit pas une contrainte environnementale, certaines techniques de mesure de
l'extensibilité utilisent une zone de croissance excisée. Pritchard et al. (1988) ont montré que I'excision de
I'apex racinaire (1 cm) de plantules de blé inhibait considérablement la croissance et diminuait I'élasticité et la
plasticité des parois (extensiometre d'Instron), 1a turgescence étant seulement réduite de 0,1 MPa.

Le déficit hydrique. Les effets du déficit hydrique sont plus compliqués. En effet, le déficit hydrique
peut entrainer une réduction de la pression de turgescence plus directement que les autres contraintes. Spollen
et Sharp (1991) ont montré que le stress hydrique (-1,6 MPa) augmente I'extensibilité pariétale de la partie
apicale de la zone d'élongation de racine de mais: la vitesse de croissance locale y est maintenue en dépit d'une
turgescence diminuée. L'application d'un stress osmotique de -0,5 MPa 2 des racines de Vigna mungo a
rapidement stoppé la croissance et réduit la turgescence des cellules en croissance de 0,65 a 0,14 MPa (Itoh et
al., 1987). Alors que la croissance est revenue 2 son taux initial en une heure, P n'a atteint sa valeur de départ
qu'au bout de 5 heures. Pendant toute cette phase de récupération, I'extensibilité des parois était plus forte,
permettant un taux de croissance normal pour une turgescence réduite.
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Cependant, il existe des cas ou la situation inverse s'est produite, 1'extensibilité a été diminuée par le
stress hydrique. Dans la partie distale de la zone d'élongation de la racine de plantule de blé, 24 h aprds
l'application d'un stress osmotique de 0,5 MPa, la turgescence initiale était rétablie mais la vitesse de
croissance locale était restée plus faible, ce qui a conduit A dire que l'extensibilité des parois avait diminué
(Pritchard et al., 1991). L'analyse de l'adaptation des propriétés rhéologiques est de plus compliquée par
I'existence de phases transitoires. Sur des racines de plantules de mais, Pritchard et al. (1993) ont mis en
évidence, 15 mn apres I'application d'un stress osmotique de -0,48 MPa, une augmentation de l'extensibilité
dans la partie apicale de la zone d'élongation, zone ol 1a vitesse de croissance n'avait pas été affectée mais od
la turgescence était réduite. Par contre, 24 h aprés 1'application d'un stress de 0,96 MPa, P était revenu 2 sa
valeur initiale tout au long de l'apex mais le taux de croissance locale était resté réduit dans la partie distale de
la zone d'élongation : 1'extensibilité des parois y était diminuée.

En ce qui concerne les parties aériennes, Roden et al. (1990) ont montré que la croissance foliaire du
peuplier avait été inhibée par le stress hydrique et que I'extensibilité pariétale (mesurée par l'extensiometre
d'Instron) avait été réduite. Chez le mais, une diminution de l'extensibilité des parois dans les feuilles en
croissance a ét€ enregistrée moins de 2 min. apres le transfert des plantules dans une solution de polyéthyléne
glycol de potentiel hydrique -0.5 MPa (Chazen et Neumann, 1994).

A la lumilre de ces préc€dents exemples, le role de la turgescence parait donc mineur dans le contréle du
grandissement cellulaire. Cependant, il existe quelques cas dans la littérature od des variations de turgescence
sont identifiées comme responsables des perturbations de la croissance. Par exemple, 1'application de
100 mM de Na(l a inhibé la croissance foliaire du haricot (Neumann et al., 1988). L'extensibilité pariétale a
été 1¢gerement augmentée et la turgescence réduite de 0,1 MPa par ce stress salin. Dans ce cas, la diminution
de 1a pression de turgescence aurait été responsable de 1a réduction de croissance. D'autre part, Pardossi et al.
(1994) ont montré que, chez le haricot, I'expansion foliaire est inhibée par une mise 3 la lumidre ou un
refroidissement des racines. Il semble que la diminution de la pression de turgescence enregistrée dans les
cellules épidermiques soit suffisante pour expliquer cette réduction de croissance. Enfin, il ne faut pas oublier
les différents cas ol le stress hydrique a induit une diminution de la turgescence (Spollen et Sharp, 1991;
Pritchard et al., 1993). Dans ce cas, méme si les propriétés rhéologiques jouent un role, la diminution de

turgescence est responsable, au moins en partie, de la réduction de croissance.

1.8 CONCLUSION

Le grandissement cellulaire a été exprimé par Lockhart comme étant fonction de la conductance
hydraulique, de la pression de turgescence et des propriétés mécaniques des parois. Le role de la conductance
hydraulique reste controversé. De nombreuses études de la croissance, 2 1'échelle du grandissement cellulaire,
considerent que la conductance hydraulique joue un réle négligeable, mé&me au sein d'un tissu. Par contre, la
pression de turgescence et les propriétés rhéologiques interviendraient dans la régulation du grandissement
cellulaire. L'extensibilité pariétale parait, en particulier, trés modulable et jouerait un rdle central dans la
réponse de la croissance 2 diverses contraintes.



Partie 2 : Croissance racinaire et contrainte
hydrique

Le déficit hydrique étant un facteur limitant essentiel de la croissance, ses effets sont tes étudiés, en
particulier sur la croissance et la physiologie des parties aériennes. Les effets de la sécheresse sur le systeéme
racinaire, sur sa croissance comme sur sa physiologie, sont moins bien connus. Pourtant, le systeéme
racinaire est responsable de l'alimentation hydrique de toute la plante et de ce fait, joue un role trés important
en période de déficit hydrique. La capacité & maintenir la croissance et le fonctionnement du systéme racinaire
est un gage de survie pour la plante. Dans ce paragraphe, nous allons faire une br2ve synthese des différents
€léments concernant la réaction du systéme racinaire 3 1a contrainte hydrique.

2.1 CROISSANCE RACINAIRE

En général, le déficit hydrique réduit la croissance du systeéme racinaire moins fortement que celle des
parties aériennes. Wesgate et Boyer (1985) ont observé que 1'élongation racinaire de mais était arrétée lorsque
le potentiel hydrique du tissu en croissance atteint -1,6 MPa alors que la croissance de l1a tige, des soies et des
feuilles était stoppée aux potentiels -0,5, -0,75 et -1,0 MPa, respectivement. De méme, lors d'une
application progressive d'un stress hydrique, I'inhibition de la croissance racinaire de plantules de mais a
commencé seulement 7 jours apres le début du stress alors que la croissance foliaire a été réduite des le 4°me
jour (Sharp et Davies, 1979). L'augmentation du rapport entre les biomasses des parties racinaires et des
parties aériennes (R/S) est communément admise comme une réaction 3 la contrainte hydrique (Hsiao, 1973;
Meyer et Boyer, 1981). C'est également le cas chez les especes ligneuses. Le rapport R/S du pin maritime et
du chéne sessile est augmenté significativement par le déficit hydrique (Guehl ef al., 1994).

Une stimulation de la croissance racinaire par un déficit hydrique modéré a méme été observée dans
plusieurs études. Chez le mais, 1a premitre phase d'une période de desséchement du sol a induit une croissance
racinaire nettement supérieure A celle des ¥moins (Sharp et Davies, 1979). Une accélération de la croissance
racinaire suite A I'application d'un déficit hydrique modéré, a également été observée par Meyer et Boyer
(1981) sur des plantules de soja. Le méme phénomene est présent chez les especes ligneuses. Non seulement,
I'élongation racinaire de plantules de pin maritime n'a pas été affectée par des stress de -0,5 et -0,8 MPa mais
elle a été stimulée par un stress de -0,2 MPa (N'Guyen et Lamant, 1989b). Sharp et Davies (1979) ont
suggéré que cette stimulation de la croissance racinaire pourrait €tre liée a une accumulation préférentielle des
solutés dans les apex racinaires.

11 faut tout de méme noter que la stimulation de 1'élongation racinaire par une contrainte hydrique modérée
n'est pas un cas général. Par exemple, un stress de -0,2 MPa appliqué a des plantules de mais n'a pas
augmenté la vitesse de croissance racinaire (Sharp et al., 1988), a l'inverse de ce qu'ont trouvé Sharp et Davies
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(1979). 11 est probable que 1'dge des plants, les conditions de culture, la vitesse d'installation du stress
influencent la réaction des plants au déficit hydrique.

2.2 MORPHOLOGIE ET ARCHITECTURE DU SYSTEME RACINAIRE

La réponse de la croissance du syst2me racinaire face A 1a contrainte hydrique varie d'une espace A l'autre
(Reader et al., 1993): sur 42 especes de plantes vasculaires étudiées par ces auteurs, 7 ont présenté une
augmentation de la profondeur d'enracinement en réponse au stress hydrique appliqué, 30 n'ont pas montré de
différence significative et 5 ont montré une réduction de la profondeur d'enracinement. Les espces présentant
un enracinement plus profond ont aussi mieux maintenu la croissance des parties aériennes. Il semble que ces
especes présentent typiquement une régénération essentiellement par le stade graine alors que les esp&ces dont
la profondeur d'enracinement n'est pas stimulée par la sécheresse se régénerent 2 la fois via la graine et
végétativement. Les capacités d'adaptation de T'architecture du syst®me racinaire pourraient refléter le type
écologique de I'espece (Reader et al., 1993).

Face 2 la sécheresse, certaines especes comme Sinapis alba ou Brassica napus var. oleifera, présentent une
rhizogénese adaptative (Sabatier et Vartanian, 1983; Deleens et al., 1989). Lorsque le potentiel hydrique du
sol descend sous un certain seuil, 1a croissance des racines latérales est inhibée et 1a plante induit la mise en
place de nombreuses racines courtes tubérisées qui sont hautement résistantes a la dessiccation. Ces racines,
dont les cellules corticales sont hypertrophiées et accumulent de 1'amidon, possédent un trés fort potentiel de
croissance lors de la réhydrﬁtation.

Cependant, toutes les plantes ne présentent pas cette rthizogénese adaptative trés particuliere et il existe
d'autres réactions du systme racinaire aux conditions hydriques limitantes. Sharp et Davies (1979) ont
montré que lorsque la croissance racinaire du mais était stimulée par un déficit hydrique modéré, le nombre et
la longueur des racines latérales étaient augmentés. Par ailleurs, Osonubi et Davies (1978) ont observé un
changement de 1a morphologie du syst¢me racinaire du chéne pédonculé en réponse au déficit hydrique. Le
systéme racinaire des plants bien alimentés en eau était constitué de quelques racines épaisses et courtes, celui
des plants stressés a ét¢ transformé en une profusion de racines longues et fines sans que la biomasse racinaire
ait été affectée.

2.3 DIVISION ET GRANDISSEMENT CELLULAIRE

Pour comprendre les différentes réactions de la croissance du systéme racinaire face au déficit hydrique,
inhibition ou stimulation, il faut considérer les deux mécanismes cellulaires qui génerent la croissance: la
division et le grandissement cellulaire.

Les effets du stress hydrique sur l'activité mitotique ne sont pas tres clairs. Les travaux de Dunisch et
Bauch (1994) montrent que la croissance radiale des trachéides diminue avant que l'activité des cellules
périclinales du cambium soit affectée. Lors de 1'étude de la croissance racinaire chez I'oignon, le grandissement
cellulaire s'est révélé beaucoup plus sensible 2 1'application de différents niveaux de stress osmotique (de -0,2
a -1,2 MPa) que la durée du cycle de division cellulaire (Gonzalez-Bemaldez ef al., 1968). Cependant, Gardner
et Nieman (1964), utilisant la quantité d'ADN dans les cotylédons en croissance de radis comme indice de
l'activité mitotique, ont montré que l'augmentation de la quantité d'ADN est réduite de moiti€ par Ia présence
de 0,1 2 0,2 MPa de mannitol. Lecoeur et al. (1995) ont montré que la production de cellules dans Ies feuilles
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de pois en croissance était réduite par I'application d'un stress hydrique. Par ailleurs, Meyer et Boyer (1972)
ont observé que, dans I'hypocotyle de soja soumis au déficit hydrique, I'activité mitotique était réduite avec la
méme intensité que le grandissement cellulaire.

La division cellulaire peut &tre inhibée par une application assez longue d'un stress hydrique. Hsiao
(1973) souligne qu'on ne sait pas si les effets de la contrainte sur 1'activité mitotique sont directs ou non. Il
est possible que la mitose soit inhibée par une altération des régulateurs de croissance ou par le fait que la
cellule mere ne puisse atteindre une taille minimale (par grandissement cellulaire) pour entamer son cycle de
division.

Selon Hsiao (1973), il semble que le grandissement cellulaire soit plus sensible au déficit hydrique que la
mitose. Le grandissement cellulaire est susceptible d'€tre affecté A trois niveaux : 1a conductance hydraulique,
la pression de turgescence et les propriétés théologiques des tissus en croissance (cf. Partie 1: le grandisse-
ment cellulaire). La baisse du potentiel hydrique du sol peut entrainer, s'il n'y a pas osmorégulation, une
diminution de 1a pression de turgescence et donc du grandissement cellulaire. Le gradient de potentiel hydrique
entre le tissu en croissance et le sol est responsable du flux d'eau entrant nécessaire au grandissement
cellulaire. La réduction de ce gradient peut également &tre responsable d'une réduction du grandissement
cellulaire (Meyer et Boyer, 1981). Enfin, le déficit hydrique peut modifier les propriétés mécaniques des parois
et altérer la croissance.

Les conséquences du déficit hydrique sur le grandissement cellulaire ont été plus amplement développées
dans le paragraphe 1.7, dans I'étude détaillée du grandissement cellulaire.

2.4 AJUSTEMENT OSMOTIQUE

Face A l'abaissement du potentiel hydrique du sol, les tissus en croissance doivent, pour maintenir la
pression de turgescence, abaisser également leur potentiel osmotique, i.e. augmenter la concentration
intracellulaire en solutés. L'osmorégulation ne doit pas &tre confondue avec la déshydratation des tissus ou
c'est la perte d'eau qui contribue A I'augmentation de la pression osmotique, et non I'entrée et/ou la synthese
de nouveaux solutés. .

L'accumulation de solutés dans les racines en réponse au déficit hydrique a été observée par Osonubi et
Davies (1978) chez le chéne pédonculé, par Ranney et al. (1991) chez le cerisier, par Sharp et Davies (1979)
chez le mais. Sharp et Davies (1979) ont suggéré que le meilleur maintien de la croissance racinaire, par
rapport 2 la croissance des parties aériennes, pourrait &tre dd A une meilleure osmorégulation dans les racines.
De méme, la meilleure croissance de certaines familles de Picea mariana en situation hydrique limitante était
associée A une meilleure osmorégulation (Tan er al., 1992). Cependant Wesgate et Boyer (1985) indiquent que
les potentiels osmotiques des feuilles et des racines de plants de mais soumis A un déficit hydrique sont
identiques. D'autre part, une étude, avec une trés hante résolution spatiale du potentiel osmotique, des teneurs
et des flux entrants d'hexoses, de potassium et d'eau le long de 1'apex racinaire de mais, montre qu'il n'y a pas
accumulation de solutés n.ais réduction de la teneur en eau dans les apex racinaires de mais soumis a un
déficit hydrique (Sharp et al., 1990). Ces résultats apparemment contradictoires peuvent peut-étre €tre
conciliés par les remarques de Morgan (1984) et Meier et al. (1992) qui observent que la vitesse de
développement du déficit hydrique est déterminante pour I'intensité de Fosmorégulation.

11 est peu probable que I'augmentation de la pression osmotique soit due 3 une accumulation passive de
solutés non utilisés A cause de la réduction de croissance (Morgan, 1984). En effet, cetie hypothese ne serait
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pas cohérente avec le maintien, voire la stimulation, de croissance enregistrée dans certaines situations. Par
ailleurs, le maintien de la pression osmotique est nécessaire a l1a croissance mais il n'est pas suffisant. II a 6té
montré que la croissance pouvait &tre réduite en dépit d'un maintien de la pression de turgescence (Pritchard et
al., 1991, 1993).

Les solutés impliqués cans les phénomenes d'osmorégulation sont trés variables d'une espece 4 I'autre. Le
role des minéraux est controversé. La quantité de K rapportée 4 la matiére séche a diminué dans les racines de
pin maritime soumis 2 un stress osmotique (N'Guyen et Lamant, 1989a). Le potassium n'a donc pas participé
a I'osmorégulation. Ce résultat est en accord avec les travaux de Sharp et al. (1990) qui montrent que la teneur
en potassium (en nmol/mm de tissu) n'augmente pas (voire diminue) dans les apex racinaires de plantules de
mais soumises & la sécheresse. Selon Morgan (1984), le potassium peut cependant participer a
l'osmorégulation dans certains cas ol il neutralise les charges négatives des acides aminés et des anions
inorganiques.

Selon Pritchard (1994), I'osmorégulation suite & une sécheresse serait essentiellement due 2 des produits
organiques. L'accumulation d'hexoses (glucose et fructose) est tres classique (Meyer et Boyer, 1981, dans les
plantules de soja; Meier et al., 1992, dans Pinus taeda ; Sharp et al., 1990, dans les racines de mais; Tan et
al., 1992, dans Picea mariana; dans Quercus petraea, Erwin Dreyer, comm. pers.). D'autres sucres participent
parfois a l'ajustement osmotique. Le sorbitol, premier produit de 1a photosynthese chez les Rosacées, a été le
principal soluté responsable de I'osmorégulation dans les racines de Prunus (Ranney et al., 1991). Dans une
étude intraspécifique sur le pin maritime, N'Guyen et Lamant (1988) associent la présence de pinitol avec le
degré d'adaptation 2 la sécheresse de différentes provenances. Cependant, 1a faible quantité de pinitol trouvée
indique que ce polyol ne contribue pas significativement 2 l1a pression osmotique cellulaire. Peut-étre le role
de ce polyol est-il plus important chez des plants plus agés. Il représenterait jusqua 2% du poids sec des
aiguilles de pins maritimes 4gés de 2 ans mais ne serait présent que sous forme de traces dans les racines
(Catherine Picon, comm., pers.).

Les composés azotés participent parfois A 'ajustement osmotique, par exemple la proline dans les
rameaux de Pinus taeda (Meier et al., 1992) et dans les aiguilles de Picea mariana (Tan et al., 1992). De
méme, Voetberg et Sharp (1991) ont montré que cet acide aminé participait activement 2 1'osmorégulation
dans les racines de mais.

2.5 ROLE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE

En dehors du possible rdle de messager racinaire a destination des parties aériennes (Zhang et Davies,
1990), il semble que l'acide abscissique (ABA) joue un rdle important dans le maintien de la croissance
racinaire de plantules de mais soumises & des conditions hydriques limitantes (Saab et al., 1990). En
conditions hydriques optimales, 1'application d'ABA réduit la croissance racinaire. Cependant, lorsque le
potentiel hydrique du sol baisse, 1a présence d'ABA semble nécessaire an maintien de la croissance racinaire.
En conditions hydrigues limitantes, la réduction artificielle de la synthese d'ABA dans les racines, par
application de fluoridone, inhibe la croissance racinaire et stimule la croissance aérienne (Sharp et al., 1994).
Chez le mutant vp5, déficient en ABA, le déﬁéit hydrique induit les méme symptomes. L'application dABA
en plus de la fluoridone restaure la croissance racinaire en condition de déficit hydrique, démontrant le role
stimulant de la phytohormdne sur I'élongation racinaire (Sharp et al., 1994).
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Le role biochimique de 'ABA dans la régulation de la croissance racinaire en situation hydrigue limitante
n'a pas encore €té clairement déterminé. Wu et al. (1994) ont montré qu'une augmentation de l'activité de la
xyloglucane endotransglycosylase (XET) était associée au maintien de 1'élongation racinaire en conditions
hydriques limitantes, et que cette réaction nécessitait une augmentation de la teneur en ABA. Sharp et al.
(1995) suggerent que 'accumulation d'ABA par les racines subissant la déshydratation du sol réduirait la
synthése et/ou la sensibilité des racines 2 1'éthylene, phytohormone connue pour inhiber la croissance en
général.

2.6 CONCLUSION

Le déficit hydrique peut stimuler ou inhiber la croissance racinaire, induire des changements de la
structure des racines. La diversité de ces réactions n'a pas &€ expliquée jusqu'ici. L'activité mitotique semble
étre affectée par cette contrainte mais on ne sait si c'est directement ou indirectement. Le grandissement
cellulaire peut &tre affecté par des variations des propriétés rhéologiques ou de la pression de turgescence. Les
études des effets du stress hydrique sur l'extensibilité pariétale montrent qu'elle peut &tre augmentée ou
diminuée selon les cas (§1.7). Les capacités d'osmorégulation sont importantes pour le maintien de la -
pression de turgescence et donc du grandissement cellulaire. ‘



Partie 3 : Croissance racinaire et carence en

potassium

Le potassium est un cation monovalent présent en grande quantité chez les plantes. Selon Ericsson et
Kihr (1993), c'est le cation le plus abondant dans les tissus végétaux. Il est présent dans différents

compartiments: cytoplasme, chloroplaste et vacuole et participe 4 de nombreuses fonctions (Marschner,

1993).

3.

1 FONCTIONS DU POTASSIUM

3.1.1 Fonctions biochimiques

Selon Leigh et Wyn Jones (1984), 1a concentration en potassium dans le cytoplasme et le stroma du
chloroplaste est fortement régulée et maintenue entre 100 et 200 mM. Marschner (1993) indique que dans ces

compartiments, le potassium n'est pas remplagable par d'antres cations comme le sodium. Cette nécessité

d'’homéostasie de la concentration en potassium est 2 mettre en relation avec les fonctions biochimiques du
potassium dans ces compartiments.

- Dans le cytoplasme et le chloroplaste, 1a forte concentration en potassium neutralise les anions
inorganiques et organiques, maintenant le pH dans la fourchette 7-8, optimum pour beaucoup de
réactions enzymatiques.

- L'activit¢ d'un grand nombre d'enzymes est soit dépendante, soit fortement stimulée par le
potassium. Par exemple, la pyruvate kinase, la phosphofructokinase, les pompes a protons ATPases
sont activées par le potassium. L'activation par le potassium serait liée 4 un changement de la
conformation spatiale de I'enzyme. En général, I'activation enzymatique est maximale a partir d'une
concentration en potassium voisine de 50 mM (Marschner, 1993).

- La synthese protéique est également dépendante de I'ion potassium, impliqué dans plusieurs étapes
de la transcription, dont par exemple l'attachement de 'ARN; aux ribosomes (Wyn Jones er al.,
1979).

- Le potassium est un cation trés mobile. Il participe activement au transport des assimilats dans le
phloeéme en neutralisant les charges négatives des anions organiques comme le malate. Dans le
xyleme, il peut également Etre cotransporté avec les nitrates.

- Plus spécifiquement dans les parties aériennes, le potassium est nécessaire 4 la photosynthese et
joue un role important dans le fonctionnement des cellules de garde des stomates.
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Figure 7 : Modele décrivant 1'évolution de la concentration en potassium dans le
cytoplasme et dans la vacuole ainsi que la production de matiere séche (croissance) au
cours de l'installation d'une carence en potassium. D'aprés Leigh et Wyn Jones (1984).
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3.1.2 Fonctions biophysiques

Le potassium est le cation le plus abondant dans le suc vacuolaire. Il représente une part non négligeable
de la pression osmotique. Dans certaines especes, il représente, A lui seul, 50 % de la pression osmotique
vacuolaire (cellule épidermique de feuille d'orge, Fricke et al., 1994). Les proportions ne sont cependant pas
toujours de cet ordre de grandeur. Dans la vacuole, le potassium est assez facilement remplagable par d'autres
cations (sodium, magnésium, calcium), par des sucres solubles ou des composés azotés (Leigh et Wyn Jones,
1984).

Le grandissement cellulaire ne peut pas &tre considéré uniquement comme une conséquence de
I'accumulation de potassium ou d'autres solutés dans la cellule (cf. § 1.6). Par contre, I'accumulation de
solutés est nécessaire au grandissement cellulaire. Le potassium et d'autres solutés participent au maintien de
la pression osmotique et donc de la pression de turgescence dans les cellules en croissance. Dans ce cadre,
plusieurs études ont montré une relation positive entre apport en potassium et vitesse de croissance. Par
exemple, le potassium a multiplié par quatre l'extension des cotylédons de concombre en réponse 2
I'application de cytokinines (Green et Muir, 1979). Une carence en potassium a induit une baisse de la
pression de turgescence dans les jeunes feuilles de haricot. Cette baisse de turgescence serait responsable de la
réduction de croissance foliaire (Mengel et Arneke, 1982). Le déficit en potassium serait donc susceptible
d'altérer la croissance.

Le potassium joue également un role important dans les relations hydriques de la plante. Le potassium
intervient A trois niveaux importants : la régulation stomatique (et donc la régulation de la transpiration), la
pression de turgescence et ;a photosynthese. Le potassium ne participe pas ou tres peu 2 I'osmorégulation qui
intervient suite A une sécheresse (cf. § 2.4). Cependant, les plants déficients en potassium sont moins
résistants au stress hydrique et la perte de turgescence est un symptome typique de la combinaison de ces deux
stress (Marschner, 1993).

3.2 TENEURS EN POTASSIUM : NORMES ET CARENCE

3.2.1 Développement de la carence en potassium

Le potassium est présent dans plusieurs compartiments intracellulaires mais sa concentration au sein de
chacun de ces compartiments n'est pas régulée avec la méme précision. Leigh et Wyn Jones (1984) ont
proposé un modele de distribution et de régulation du potassium dans la cellule. La concentration en
potassium dans le cytoplasme serait prioritairement maintenue 3 une concentration assez élevée, d'environ
150 mM. Dans la vacuole, 1a concentration peut étre tout aussi €levée. Cependant, en cas de réduction de
I'apport en potassium, la concentration vacuolaire diminuerait et ce cation serait remplacé dans ce
compartiment par d'autres solutés (autres cations, sucres solubles ou composés azotés). Ainsi, dans la phase
d'installation de la carence, la concentration en potassium diminuerait dans la vacuole mais serait maintenue
dans le cytoplasme (fig. 7). Lorsque la concentration en potassium a atteint un seuil minimal dans la vacuole
(10-20 mM), la concentration cytoplasmique commencerait seulement 2 diminuer. La carence en potassium
serait alors prononcée et les fonctions biochimiques dépendantes du potassium commenceraient A étre altérées.



Tableau 1 : Teneur A partir de laquelle les symptémes de carence apparaissent, teneur critique (i.e. teneur
minimale pour une croissance optimale) et teneur maximale de potassium en pourcentage du poids sec, chez

diverses especes herbacées et ligneuses.

Espéce Organe Teneur Teneur Teneur Référence
’ induisant des critique maximale
symptomes
Picea pungens glauca aiguilles 0.3-0.45 0.55 Alteral. (1993)
Pinus silvestris aiguilles 0.40 - 0.45 045 -0.50 Bonneau (1992)
Pinus silvestris aiguilles 0.44 Sarjala et Kaunisto
(1993)
Erable A sucre feuilles 045 0.9 Bonneau (1992)
Bouleau feuilles 13 Bonneau (1992)
Plantules de bouleau feuilles 1.2 3.8 Ericsson et Kiihr
racines 1.2 5.0 (1993)
Lolium multiflorum feuilles 1.9 (-Na) Barraclough et Leigh
1.3(+Na) (1993)
Lolium multiflorum 0.8 7.2 Hylton et al. (1967)
Zea mays 13 2.0 Tyner (1946)
Lycopersicum esculentum 1.0 4.1 Besford (1975)
Trifolium repens 2.0 5.0 Gammon et Blue

(1952)
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3.2.2 Normes

Des normes de teneur en potassium ont €té établies A partir d'analyses foliaires. Des seuils de teneur
minimale en potassium en dega desquelles la croissance est affectée, et des seuils oi les symptdomes de carence
apparaissent ont été déterminés. Dans la plante, le potassium est le deuxiéme élément minéral en terme de
quantité juste apres I'azote. Selon Marschner (1993), 1a croissance est optimale quand la teneur en potassium
est de I'ordre de 2 2 5 % du poids sec des parties végétatives de 1a plante. Selon Leigh et Wyn Jones (1984), la
concentration critique, définie comme la teneur en potassium pour laquelle la croissance est 2 90% du
maximum, varie dans la gamme 0,5-2 % du poids sec. Cependant la concentration dans les plantes bien
alimentées en potassium est souvent bien supérieure. Le tableau 1 donne quelques exemples de ces valeurs
pour diverses especes. Les teneurs varient d'une espece 2 1'autre mais aussi d'un tissu 2 l'autre et avec le stade
de développement (Barraclough et Leigh, 1993). Parmi les especes ligneuses, il semble que les pins soient
des esplces peu exigeantes en potassium (tab. 1).

Lorsque le potassium est tres disponible, on observe des accumulations de cet €lément dans les tissus.
Ainsi Ericsson et Kihr (1993) ont montré que la croissance de plantules de bouleau était 2 son maximum
lorsque la teneur en potassium était supérieure 2 1,2% du poids sec. Lorsque 1'apport en potassium était
nettement supérieur aux besoins, 1a teneur en potassium a augmenté jusqu'a plus de 5% du poids sec dans les
racines et 3,8% dans les tiges et les feuilles. Ce phénomene, appelé "consommation de luxe", correspond 4 un
stockage de cet élément dans la plante. Si 'apport diminue, il pourra ensuite &tre redistribué des organes
matures ol il est stocké vers les organes en croissance (Marschner, 1993).

L'approche traditionnelle des teneurs en éléments se fait en pourcentage du poids sec (%PS). Barraclough
et Leigh (1993) indiquent qu'exprimer la teneur en €lément par rapport a une quantité d'eau présente plusieurs
avantages. La teneur en potassium exprimée en millimole par litre (millimolaire, mM) est plus stable au
cours du développement de 1a plante que la teneur exprimée en %PS. Dans certains cas, elle est indépendante
de I'apport nutritionnel d'autres éléments (N et P). Enfin et surtout, ce mode d'expression de la teneur en
potassium est justifi€ par le role physiologique du potassium et son importance dans les relations hydriques
de l1a plante. C'est effectivement la quantité de potassium par rapport au contenu en eau qui est importante et
non par rapport A la matitre séche. Barraclough et Leigh (1993) ont étudi€ parallelement la biomasse s¢che, la
concentration tissulaire en potassium et la pression osmotique de plants de Lolium multiflorum soumis 2
différents apports en potassium. La teneur en potassium minimale (pour une croissance optimale) était de 126
mM lorsqu'il n'y avait pas de sodium dans le sol et de 82 mM lorsque ce cation de remplacement était
disponible. Les auteurs ont interprété ces valeurs comme des seuils en degd desquels les fonctions
biophysiques sont affectées. Une réduction plus forte de la croissance a €t enregistrée lorsque la concentration
en potassium devenait inférieure 3 46 mM. Cette valeur pourrait correspondre 2 la concentration en dega de
laquelle les processus biochimiques sont affectés. Dans les plants de haricot, la concentration foliaire a
diminué de 136 mM (plants témoins) 3 50 mM dans les plants soumis & une réduction de l'apport en
potassium (Mengel et Ameke, 1982). Cette réduction de la teneur en potassium était associée a une baisse de
la turgescence et du grandissement cellulaire.

3.2.3 Symptémes de la carence en potassium

Les symptOmes de la carence en potassium ne sont pas trés caractéristiques. La réduction de croissance est
la premire conséquence d'un apport insuffisant en potassium. Lorsque le déficit s'intensifie, des symptomes
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morphologiques apparaissent. Chez les feuillus, les bords des feuilles jaunissent puis se dess2chent. Chez les
résineux, le bout des aiguilles jaunit, la transition avec la base, restée verte, est progressive. Lorsque la
carence s'intensifie, il y a apparition de nécroses {(Bonneau, 1992; Marschner, 1993). Seillac (1967) a décrit
l'apparition des symptdmes de la carence sur des plantules de pin maritime. Des petits anneaux nécrotiques
apparaissent sur les feuilles primordiales puis toute la partie distale se desséche et ensuite toute la feuille. La
nécrose atteint ensuite le bourgeon terminal et la mort du pin survient. Peu d'observations ont été faites sur le
systéme racinaire. Seillac (1967) a observé sur le pin maritime un brunissement des racines puis une nécrose.

En outre, les plants dont la teneur en potassium n'est pas optimale présentent une plus grande sensibilité
2 la sécheresse, au froid et A 'attaque de pathogenes (Marschner, 1993).

3.2.4 Substitution du potassium

Dans la vacuole des tissus matures, le potassium est remplagable par d'autres solutés. Barraclough et
Leigh (1993) ont mis en évidence le role du sodium en tant que cation de substitution. En présence de
10 mg kg1 de sodium dans le sol, la croissance de plants de Lolium multiflorum a été réduite lorsque la
concentration tissulaire en potassium était inférieure 2 126 mM. Lorsque 1a teneur du sol en sodium était de
90 mg kg1, 1a concentration en potassium 2 partir de laquelle la croissance était affectée était de 82 mM
seulement. Le calcium peut également dans certains cas se substituer au potassium (Leigh et"Wyn Jones,
1984). Les cations ne sont pas les seuls éléments pouvant remplacer le potassium. Marschner (1993)
souligne la complémentarité des sucres solubles et du potassium. Leigh et Wyn Jones (1984) citent plusieurs
études ol teneur en sucres solubles et teneur en potassium sont inversement proportionnelles. Un dernier type
de solutés est susceptible de compenser la réduction de la teneur en potassium: Sarjala et Kaunisto (1993) ont
montré une corrélation négative entre teneur en putrescine et teneur en potassium dans les aiguilles de pin
sylvestre. L'augmentation de la putrescine a commencé pour des teneurs en potassium de 1'ordre de 0,5-0,55
%PS, c'est-2-dire avant le seuil critique pour la croissance. Lorsque la teneur en potassium n'était plus que de
0,35-0,43 %PS, la concentration en putrescine a augmenté exponentiellement. L'augmentation de la teneur
en putrescine (cation divalent) pourrait &tre interprétée comme un moyen de maintenir le pH cytosolique
(Marschner, 1993). Cette polyamine pourrait compenser jusqu'a 30% du déficit en équivalent potassium.

3.3 CROISSANCE RACINAIRE ET CARENCE EN POTASSIUM

Tres peu d'études ont été consacrées aux effets de la carence en potassium sur la croissance racinaire. Une
carence en potassium a induit une diminution de la biomasse racinaire de plantules de pin maritime (Seillac,
1967). La croissance de la racine principale mais surtout la croissance des racines latérales a ét€ inhibée. Chez
de jeunes plants de peuplier, la réduction de I'alimentation en potassium a induit une tres forte réduction de la
croissance des racines par rapport 2 la réduction de croissance des parties aériennes (Qi ef al., 1991). La
concentration en potassium dans le mérist2me racinaire était également nettement plus affectée que celle dans
le méristéme de la tige. Le rapport partie souterraine/partie aérienne (Root/Shoot: R/S) a ét€ réduit par la
carence en potassium. Qi et al. (1991) ont conclu que la tige présentait une plus grande force de puits pour le
potassium. Ericsson et Kihr (1993) ont également observé une diminution du rapport R/S en réponse a une
carence potassique. Cependant, ils soulignent que toutes les études ne sont pas en accord en ce qui concerne
l'allocation de la matiere séche lorsque I'apport en potassium est limitant pour la croissance. Ces différences
seraient dues au fait que la plupart de ces études ont été conduites sur des plants dont le statut nutritif variait
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au cours de I'expérience (Ingstad et Lund, 1986). La carence s'intensifiait au cours du temps. Selon Ericsson
et Kihr (1993), 1a réponse des plants est différente lorsqu'ils sont acclimatés A un statut nutritif donné. C'est
ainsi que sur les plantules de bouleau, des symptémes de carence sont apparus sur les feuilles se développant
pendant la phase d'adaptation 2 l'alimentation réduite en potassium. Une fois le statut nutritif stabilisé, les
nouvelles feuilles ne présentaient plus ces symptomes.

Ericsson (1995) a proposé une hypothese expliquant cette diminution de I'allocation de la matiere séche
aux parties racinaires lorsque 1'apport en potassium est limitant. La réduction de la teneur des tissus en
potassium induirait une réduction de la photosynthese et donc du stock de carbone. L'équilibre entre la
quantité de carbone et d'azote serait déterminant pour la répartition de la croissance entre parties aériennes et
souterraines. La limitation de la croissance racinaire par la carence en potassium pourrait &tre due A une
réduction précoce de 'apport en carbone. Ericsson (1995) remarque que toutes les carences minérales induisant
une diminution du R/S (K, Mg, Mn) induisent avant tout une réduction de la photosynthe¢se. Les carences
augmentant le R/S (N, S, P, Fe) n'affectent pas la photosynthese directement.

3.4 CONCLUSION

La carence en potassium réduit la croissance racinaire. Trés peu d'études ont cherché A expliquer comment
la carence potassique affecte le grandissement cellulaire. Une réduction de la pression de turgescence induite
par un déficit de la teneur en potassium semble susceptible de réduire 1a croissance malgré un remplacement
possible de cet €lément par d'autres composés. Les effets de la carence en potassium sur les propri€tés
rhéologiques n'ont jamais été 1'objet d'une étude particuliere.
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1 MATERIEL VEGETAL, CULTURE DES PLANTS ET APPLICATION DES STRESS

Les graines de pin maritime (Pinus pinaster Ait.) sont issues de vergers A graines des Landes. Les
individus parentaux ont été sélectionnés pour leur fort potentiel de croissance. Toutes les expériences ont été
réalisées sur des plantules trés jeunes, dgées de 2 A 5 semaines. L'essentiel des mesures se faisant sous
microscope, 1a taille des plants utilisables était, de ce fait, limitée.

1.1 Germination des graines

Pour chaque expérience, les graines ont été stérilisées durant 20 minutes dans HyO, 30%, rincées
abondamment 2 l'eau déminéralisée et placées pendant un mois environ sur un papier humide, & 4 °C, 2
I'obscurité, afin de synchroniser leur germination. A la suite de cette période préparatoire, les graines ont été
de nouveau désinfectées puis mises 2 germer 2 la lumitre, 2 18 °C (la germination est inhibée par une
température supérieure 2 20 °C). La germination s'est produite 8 a15 jours apres 1a mise 2 la lumiere. Une
fois Ia radicule longue de 1,5 cm, c'est A dire 2 jours apres qu'elle ait pointé, les graines ont été transférées en
culture hydroponique.

1.2 Culture hydroponique

Cette méthode de culture a été choisie pour deux raisons essentielles: I'acces direct aux racines et le
contrdle aisé de la nutrition et du stress osmotique.

Dans un premier temps, les graines germées étaient installées au dessus d'un bac d'eau distiliée grice au
systizme de fixation décrit sur la figure 8. Deux jours plus tard, les plantules, dont la radicule s'était allongée
d'environ 1,5 cm, étaient transférées sur une solution nutritive. Elles étaient maintenues au dessus de la
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Figure 8: Systtme de maintien de la graine germée au dessus de la solution nutritive

durant les trois premiers jours suivant la germination.
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Figure 9: Systtme de maintien des plantules plus agées au dessus de 1a solution
nutritive. @) bouchon inséré dans le couvercle. b ) bouchon en mousse, fendu sur un
rayon, inséré autour de la racine de la plantule de pin maritime.



Figure 10a : Conteneur utilisé¢ pour la
culture hydroponique des plantules de pin
maritime avec son systeme d'aération.

. Figure 10b : Syst®mes racinaires des

plantules de pin maritime agées de 3
semaines.




Tableau 2 : Composition des différentes solutions nutritives utilisées pour la culture hydroponique
des plantules de pin maritime (Pinus pinaster Ait.).

Témoins Carence en Carence en
(Solution de potassium macroéléments
Seillac, 1960)

Témoin KD MD
Macroéléments
CaClh 0.5 mM 0.5 mM 12.5 yM
MgSO4 0.5 mM 0.5 mM 12.5 yM
NH4NO3 40 mM 3.0 mM 100 ptM
KH2PO4 1.0 mM 25 uM 25 yM
NH4H2PO4 1.0 mM
Oligoéléments
FeNaEDTA 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM
H3BO3 16 yM 16 yM 16 yM
MnClp M 3uM 3uM
ZnCla 0.3 uM 03 uM 0.3 uM
CuClp 0.3 uM 0.3 uyM 0.3 uyM

NapMoO4 0.03 uM 0.03 uM 0.03 uM
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solution 2 l'aide d'un second systéme de fixation (fig. 9a). Des bouchons fendus sur la moitié du diametre ont
été confectionnés dans un tapis de sol (fig. 9b). Ce syst2me a permis d'insérer et de retirer la plantule du bac
sans l'abimer, méme lorsque celle-ci possédait un systme racinaire et une tige plus développés. A Bangor,
des conteneurs de culture ont été fabriqués dans des boites plastiques d'une hauteur de 19 cm et de volume 3 1.
Seize trous d'un diametre de 2 cm ont été répartis sur le couvercle. Chaque bac de culture contenait 16 a 24
plants (il y avait parfois 2 plants par bouchon). A Nancy, des conteneurs différents ont été utilisés : 21 cm de
haut pour un volume de 2,4 1. Dix trous sculement étaient répartis sur le couvercle et chaque pot contenait 10
a 15 plants (fig. 10a et 10b).

L'eau déminéralisée et les solution nutritives ont ét€ aérées grice A des pompes d'aquarium. Le débit était
réglé afin de permettre une ponne aération sans provoquer l'agitation des racines.

1.2.1 Solutions nutritives

La solution nutritive que nous avons utilisée pour les témoins est celle de Seillac (1960) mise au point
pour des plantules de pin maritime. Les solutions nutritives des différents traitements sont décrites dans le
tableau 2. Deux types de carences ont été appliqués. La premidre a consisté A réduire 'apport en K 2 1/40¢me
de celui des témoins (KD). Ce niveau avait pour objectif d'épuiser les réserves de la graine et de carencer le
plant en un mois. La deuxiéme carence a consisté a réduire I'apport de tous les macroéléments a 1/40°me de
celui des témoins (MD). Quel que soit le traitement, la solution de chaque conteneur était renouvelée une fois

par semaine.

1.2.2 Ajustement du pH

Le pin maritime, comme de nombreux arbres, présente une forte préférence pour NH4* par rapport 2
NO3" (Claude Plassard, comm. pers.). L'absorption massive des cations K* et NH4* provoque une
acidification du milieu de calture. En ce qui concerne le stress hydrique, les expériences s'arrétaient a 17 jours
alors que le systeme racinaire n'était encore que peu développé (peu de racines latérales). Aucun probléme de
pH n'a été relevé et il n'a pas été ajusté. Lors des études du stress potassique, les plantules étaient cultivées
pendant 30 jours et 1a température dans le phytotron était plus élevée. Dans ces conditions, le développement
plus rapide des racines entrainait des la deuxi®me semaine de culture une acidification de la solution nutritive.
Le pH a donc été ajusté tous les jours pour le maintenir dans la fourchette 4,4-5,5. La soude a été utilisée
comme neutralisant dans une expérience préliminaire, puis, du fait de la toxicité possible du sodium, le pH a
finalement été ajusté avec de I'ammoniaque (NH4OH) 1IN. L'apport d'azote par cet ajustement du pH était
négligeable par rapport 2 I'azote fourni dans la solution nutritive. A chaque ajustement, il était ajouté de 30 &
90 umoles de NH4OH dans les 2,4 1 de solution nutritive ol la concentration initiale en NHy était de
4 mM.
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1.3 Conditions de culture

Pendant les expériences de stress osmotique qui se sont déroulées a I'université de Bangor, les conditions
dans le phytotron étaient:

Jour Nuit
Période 16 8 h
Humidité 70 70 %
Température 19 19 C
Lumiere 200 - pmol m-2 s-1

(juste au dessus des plants)

Lors des expériences concemant la carence en potassium qui se sont déroulées A Nancy:

Jour Nuit
Période 16 8 h
Humidité 60 95 %
Température 24 19 C
Lumiére 500 - pumol m-2 -1

(juste au dessus des plants)

1.4 Application des stress

1.4.1 Application du stress osmotique

L'application d'un stress osmotique A des plants cultivés en hydroponie se fait par addition d'un
osmoticum 2 la solution nutritive. La tolérance du pin maritime face A différents osmoticums a été testée. Le
mannitol et le sorbitol, A des concentrations correspondant A un potentiel hydrique de -0,5 MPa, ont provoqué
la mort des plants, contrairement au polyéthylene glycol (PEG). La pression osmotique de la solution
nutritive a donc été ajustée par addition de PEG.

Parmi les différentes masses moléculaires disponibles, le PEG de masse moléculaire 3350 g/mol a été
choisi pour deux raisons :

i) les racines peuvent absorber le PEG de poids moléculaire trop faible, PM < 1000 g/mol (Lawlor,
1970; Kaufmann et Eckard, 1971).

ii) un poids moléculaire trop élevé (PM 2 8000 g/mol) rend la solution tres visqueuse et difficile A
aérer (Lawlor, 1970; N'Guyen, 1986).

La toxicité des solutions de PEG a souvent ét¢ mentionnée. Elle serait due 2 la présence de fortes
concentrations d'aluminium et de magnésium. La purification des solutions de PEG sur des résines
échangeuses d'ions est recommandée (Lawlor, 1970; Lagerwerff ef al., 1961; N'Guyen, 1986). Apparemment,
la qualité du PEG varie d'un fournisseur 2 1'autre (N'Guyen, 1986). Des essais de croissance du pin maritime
sur des solutions de PEG a -0,45 MPa, avec ou sans purification (passage sur résines échangeuses d'ions,
Dowex 1x8 et Dowex 50Wx8), n'ont pas mis en évidence de toxicité (fig. 11). Les expériences ont
finalement été conduites avec du PEG non purifié (Sigma).
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Les pressions osmotiques de solutions de PEG 3350 et 8000 g/mol de différentes concentrations ont été
mesurées par deux apparcils, le picolitre osmometre et un osmometre Wescor 5500. La relation entre
concentration et pression osmotique n'est pas linéaire (fig. 12). D'autre part, la pression osmotique
déterminée par le picolitre osmometre est supéricure A celle mesurée par 'osmometre Wescor. La différence
s'accentue lorsque la concentration de 1'osmoticum augmente. La corrélation entre les pressions osmotiques
déterminées par les deux méthodes a été établie (fig. 13). On peut remarquer que la différence de pression
osmotique obtenue par les deux méthodes existe uniguement pour le PEG. Pour les molécules "simples"
comme NaCl, les pressions osmotiques sont identiques.

Le picolitre osmometre mesure la pression osmotique par détermination de la température de fusion du
demier cristal. Selon Lagerwerff et al. (1961), cette méthode n'est pas adaptée A des macromolécules de type
PEG, elle surestime la pression osmotique de la solution. L'hygrometre Wescor 5500 utilise la méthode du
point de rosée. Selon Michel et Kaufmann (1973), I'nygrométre sous-estime la valeur de la pression
osmotique des solutions de types PEG par rapport au psychromeétre. La meilleure méthode pour ce type de
macromolécules serait la psychrométrie. Cependant, Wood et al. (1993), qui constatent la méme divergence
entre I'hygrométrie et la psychrométrie, et Money (1989) considerent que le mode hygrométrique donne les
meilleures estimations. La détermination du potentiel hydrique d'une solution de PEG reste problématique.
L'hygrométrie apparait cependant comme la méthode majoritairement utilisée et nous avons retenu les valeurs
des potentiels hydriques déterminées par I'osmometre Wescor 5500.

Trois niveaux de contrainte hydrique ont été appliqués. Avec les témoins, les 4 traitements étudiés ont été:

PEG 3350 ¥ (MPa) mesuré ¥ (MPa) mesuré

Traitement (g/l) par le picolitre par l'hygrométre
osmomeéire Wescor 5500
Témoins 0 0 0
Stress faible 100 -03 -0.15
Stress moyen 180 -08 -0.45
Stress fort 210 - 1.1 - 0.66

1.4.2 Application de la carence en potassium

La carence a consisté A réduire I'apport en potassium 2 1/40¢me de 1'apport fourni aux témoins. Elle a été
appliquée des le troisidme jour aprés la germination pour épuiser les réserves internes de la graine puis
installer la carence.

Pratiquement, pour appliquer la carence KD, le sel KHpPO4 (1 mM) a été remplacé par (KH2PO4
25 uM , NH4H,PO4 1 mM). D'autre part, la concentration en NH4NO3 a ét€ réduite de 4 mM 2 3 mM
afin de conserver la concentration en NH4* (tab. 2). La concentration en NO3~ a par conséquent ét¢ diminuée,
mais étant donné la forte préférence d'absorption de 1'azote sous forme NH4* du pin maritime, il semblait
préférable de conserver I'égalité de I'apport en NH4* entre les traitements plutdt qu'en NO3™.

Pour appliquer la carence MD, nous avons réduit 1'apport de tous les macroéléments (N, P, K, Ca, Mg,
Cl, S) sans rien changer aux proportions entre éléments.
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2 MESURE DE LA CROISSANCE

2.1 Cinétique de la croissance racinaire

L'élongation racinaire des plantules a été suivie en mesurant la longueur du pivot et des racines latérales a
intervalles de temps réguliers. Initialement, le pas de temps choisi était la journée. Cependant des
manipulations trop fréquentes réduisaient la croissance. L'intervalle de temps entre deux mesures a ensuite té
ajusté a 2-4 jours. Apres 4 semaines de culture, la taille finale des racines (pivot et racines latérales) d'un lot
de plants ayant subi cette cinétique de mesure (tous les 3 jours environ) n'était pas significativement différente
de celle d'un lot de plants n'ayant jamais ét& mesuré (données non présentées).

Lors de chaque mesure, le plant est sorti de son conteneur et la longueur du pivot est mesurée A + 1 mm
avec une rdgle graduée. La limite entre I'hypocotyle et la racine est reconnaissable 2 un changement de
diametre et de couleur. En ce qui concerne les racines latérales, leur nombre et surtout leur fragilité ne
permettaient pas de les mesurer toutes, ni méme de suivre I'accroissement de quelques unes bien identifiées.
En effet, des manipulations répétées les abimaient et stoppaient leur croissance. Le compromis adopté a
consisté & mesurer les trois plus grandes racines latérales du plant A chaque date de mesure. La moyenne des
trois valeurs a représenté 1a longueur des racines latérales du plant pour chaque date de mesure.

11 est possible que plusieurs biais aient été introduits en quantifiant la croissance des racines latérales de
cette maniere. En effet, loquu'une racine était abimée par une mesure, une autre racine était mesurée la date
suivante, entrainant une sous-estimation probable de la croissance. De plus, nous avons observé que la
vitesse de croissance des racines latérales était hétérogéne. Waisel et Eshel (1991) rappellent que ceci a déja été
observé chez Picea glauca. Atzmon et al. (1994) indiquent que, chez Pinus pinea , seuls 10215 % des racines
latérales émergeantes continuent A grandir. Dans notre étude, la longueur des trois plus grandes racines
représenterait les racines  croissance rapide. 1l est vrai que cette méthode de quantification de 1a croissance des
racines latérales n'était pas idéale. Cependant, c'est le meilleur compromis que nous ayons trouvé.

2.2 Vitesse de croissance locale

La vitesse de croissance locale (VCL) correspond 2 la vitesse relative d'élongation en un point
donné et est exprimée en cm s-! cm-! soit en s-1. Pour la calculer, il est nécessaire de connaitre la vitesse
de croissance de la racine et le profil de longueur des cellules le long de la zone d'élongation.

Deux méthodes ont été utilisées pour obtenir les profils de longueur des cellules.

- Pour l'expérience de stress osmotique, les apex racinaires ont ét€ récoltés 5 jours apres le
commencement du stress alors que la vitesse de croissance était stable. Ces tissus ont été fixés dans
une solution A 4 % de paraformaldéhyde, puis progressivement déshydratés et enfin inclus dans une
résine. Des coupes ultrafines (4 m) ont été réalisées au microtome et colorées avec une solution de
bleu de toluidine. La longueur des cellules corticales a été mesurée tous les millimetres le long de
I'apex 2 partir du mérist2me 2 I'aide d'un microscope équipé d'un réticule.

- Pour I'expérience de carence minérale, les coupes ont été faites sur du matériel frais, 2 main levée.
La détermination du profil a été moins facile et les longueurs de cellules sont moins précises que sur
les coupes ultrafines au microtome. Cependant, cette méthode étant beaucoup plus rapide, un nombre
important de répétitions a été réalisé.
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Figure 14: Protocoles de calcul de la vitesse de croissance locale, avec ajustement théorique
(appliqué pour le stress hydrique) ou par calcul manuel (appliqué pour la carence potassique).
Vpy : vitesse de croissance racinaire globale, /,,, : longueur des cellules matures.
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La vitesse de croissance locale a été calculée selon la méthode décrite par Green (1976) et Silk et al.
(1989) (fig. 14):

(1) Lalongueur des cellules a été exprimée en fonction de la distance au mérist2me.

(2) Une courbe de type sigmoide a €t€ ajustée A ces données: la longueur cellulaire locale (zp (fig. 14,
colonne de gauche).

(3) A partir de la courbe de la longueur cellulaire locale a été calculée la courbe de "vitesse de déplacement
absolue” (v(z)) a partir de la relation: Vi) =Vm )/ Im  (9)

oll vy est la vitesse de croissance racinaire globale et /,,; la longueur moyenne des cellules matures.

(4) La vitesse de croissance locale a été calculée par dérivation de la courbe V(z)- Pour I'expérience de
stress osmotique, cette opération a été menée indépendamment pour chacune des racines et la vitesse de
croissance locale a ensuite ét€ calculée avec au moins 5 racines par traitement.

Pour l'expérience de carence minérale, le profil de longueur des cellules a été transformé en vitesse de
déplacement absolue sans ajuster de courbe théorique mais en utilisant les points réels (fig. 14, colonne de
droite). De méme, VCL a été calculé manuellement comme étant la pente de 1a courbe de vitesse absolue de
déplacement. Cette deuxidme méthode donne des résultats plus variables car les données n'ont pas été lissées
par l'ajustement d'une courbe théorique. De plus, les longueurs de cellules n'ont été mesurées que tous les
millimetres. En raison de la faible longueur de la zone d'élongation des racines latérales, la mesure des
longueurs tous les demi-millimetres aurait donné une meilleure résolution. Cependant, VCL a été calculé
pour un grand nombre de racines (22 pour les témoins, 25 pour les KD), ce qui réduit 1a variabilité.

2.3 Initiation des racines latérales

Pour déterminer si l'initiation des racines latérales a été perturbée par la carence potassique, nous avons
compté le nombre de racines latérales ou primordia de racines latérales par centimetre de racine principale.
Trois portions de 4 cm ont été prélevées sur la racine principale, 4 8-12 cm, 12-16 et 20-24 cm de 1a base de
la racine. Les racines latérales ont ensuite été enlevées en glissant simplement 1a racine principale entre deux
doigts. Les sections de racine principale ont ensuite été fendues longitudinalement et les insertions de racines
latérales, cicatrices ou primordia, ont été comptées sous une loupe binoculaire. Il était impossible de
différencier les primordia des racines dont I'élongation avait effectivement commencé mais, laisser les racines
latérales insérées sur la racine principale rendait le comptage tres difficile.
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3 MESURE DE LA PRESSION DE TURGESCENCE CELLULAIRE

3.1 Le micromanoméire intracellulaire

Le micromanometre intracellulaire permet de mesurer la pression de turgescence dans une cellule
directement et in vivo (Hiisken et al., 1978). Cet outil initialement utilisé sur des cellules d'algues géantes a
ét€ de plus en plus miniaturisé et perfectionné (Steudle, 1993). 1l permet maintenant de faire des mesures sur
les petites cellules des plantes supérieures.

Le micromanometre (fig. 15) est constitué d'une microchambre (a) sur laquelle sont branchés :
- un transducteur de pression (b) reli€ A un enregistreur A papier (¢)
- un microcapillaire de verre (d) qui réalise le pont entre la microchambre et l'intérieur de la cellule
- un piston (e) commandé par un petit moteur €lectrique (f) qui permet d'augmenter ou de réduire le
volume de la microchambre et donc d'y faire varier la pression. On notera que I'huile de silicone qui
remplit la microchambre est incompressible tout comme le suc cellulaire. Par contre, le Plexiglas
(qui constitue 1a microchambre) et les différents joints sont des matériaux ues légerement élastiques.
- une vanne d'ouverture rapide (g) de la microchambre, constituée d'un bras actionné par un solénoide
et appuyant sur I'extrémité d'une aiguille. Ce dispositif permet une chute instantanée de la pression
dans la chambre et permet de collecter le suc cellulaire sans le diluer (Malone ef al., 1989)

La partie mécanique da micromanometre intracellulaire est fixée sur un micromanipulateur (Leica) qui
permet des micromouvements et donc I'empalement d'une seule cellule 2 la fois (fig. 16). La plantule sur
laguelle on veut faire des mesures est fixée dans une plate-forme (fig. 17), elle-méme fixée a un second
micromanipulateur (Prior). Microcapillaire et racine a sonder sont positionnés avec précision sous l'objectif
de 1a loupe binoculaire grice a ces manipulateurs. Une lampe 2 lumitre froide dispense I'éclairage par deux
bras semi-souples. Micromanometre, plateforme et loupe binoculaire sont posés sur une table "anti-
vibration". De fabrication artisanale, cette table est constituée d'une plaque métallique tres lourde posée sur
deux chambres 2 air de vélo gonflées A 1'eau, posées elles-mémes sur la paillasse (fig. 18). Ce dispositif
permet d'absorber une grande partie des vibrations externes. Il est indispensable pour les mesures de

turgescence intracellulaire.

3.2 Les mesures

Les microcapillaires (ou micropipettes) sont préparés a I'avance. Un petit tube de verre (16 cm de long,
1 mm et 0,6 mm de diametre externe et interne, respectivement) est étiré tout en étant chauffé en son milieu.
Selon 1a force de traction et la température appliquées, I'extrémité du capillaire présente des caractéristiques
différentes. Il est nécessaire d'adapter 1a forme de ces capillaires A 1'usage que I'on veut en faire (mesure de la
turgescence, de la pression osmotique, stockage d'échantillons). Apres 1'étirage, I'extrémité du capillaire est
scellée. On utilise une microforge pour l'ouvrir en le cassant délicatement et proprement au diametre voulu
(de 1 a 3 um).

La zone de la racine 2 sonder est délicatement fixée A I'aide de mastic inerte (Terostat VII, Teroson,

France) dans une cuve 2 fond de verre (fig. 17). Le reste du systéme racinaire est également installé dans la
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Figure 18 : Table "anti-
vibration" avec posés
dessus, la loupe
binoculaire, le
micromanipulateur perte-
cuveetle
micromanipulateur avec le
micromanometre
intracellulaire.

Figure 19 : Chambre de

mesure du picolitre
osmometre.
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Tableau 3 : Mesure de la pression de turgescence dans une cellule 2 l'aide du micromanometre

intracellulaire. Observations au microscope et enregistrement de la pression.

Les différentes phases

Les observations au

Les observations sur

d'une mesure de microscope I'enregistreur a papier
pression de turgescence (cf. fig. 20)
Positionnement du capillaire Le capillaire est positionné 1
avec le micromanipulateur. pres de la surface de la racine.
Fermeture de la vanne arridre avec le La pression est i 0.
solénoide.
Empalement de la cellule. Le suc } Unménisque se crée entre le 2

vacuolaire "s'engouffre” dans le capillaire
ol 1a pression est plus faible. Par action
sur le piston, la pression est augmentée
progressivement et délicatement dans la

suc vacuolaire et l'huile. Il se
déplace tres vite en direction de
1a base du capillaire, 'action
sur le piston le ralentit puis

La pression augmente tres vite,
proportionnellement a I'action
sur le piston puis tend a se

chambre, I'entrée du suc vacuolaire dans § I'arréte dans une position stabiliser.

le capillaire est freinée puis stoppée. donnée.

Equilibre des pressions entre Le ménisque oscille 1égere- 3

Uintérieur de la ceilule et la ment autour d'une position

microchambre. Des mini aller-retour | fixe. Un "bruit de fond" se dessine,
du piston permettent de vérifier que on observe des petites
I'extrémité du capillaire n'est pas bouchée variations de pression,

et que la pression enregistrée est bien positives puis négatives.
celle existant dans la cellule. Ces va-et-

vient sont nécessaires en permanence

pour s'assurer que le capillaire n'est pas

obstrué.

Renvoi du suc vacuolaire vers la §Le ménisque est déplacé vers la 4

cellule. Une légere augmentation de la | cellule, puis stabilisé dans sa

pression dans la chambre, par action sur § nouvelle position tout en La pression augmente

le piston, repousse une partie du suc continuant d'osciller. fortement puis décroit

dans Ia cellule. Le respect de 1'équilibre exponentiellement vers une
des potentiels hydriques dans la racine nouvelle position d'équilibre.

entraine une sortie d'eau de la cellule et
donc un retour vers une pression
hydrostatique d'équilibre. Il faut faire
reculer le piston pour contrebalancer
cette sortie d'eau et maintenir le
ménisque dans sa nouvzlle position.
En procédant en plusieurs étapes, on
ramene le ménisque A sa position avant
empalement; c'est la pression de
turgescence réelle de la cellule.

Si le AV est grand relativement au
volume de la cellule, rt d'équilibre, et
donc P, seront Iégerement augmentés.
Cependant ce AP est souvent négligeable.




Les différentes phases

Les observations au

Les observations sur

d'une mesure de microscope I'enregistreur a papier
pression de turgescence (cf. fig. 20)
Etude de relaxation de pression. } Le ménisque est déplacé versla 5
Ces "exercices" sont identiques 4 la phase § cellule ou vers la base du
4 mais peuvent consister en un AV capillaire, puis stabilisé dans | Identique au cas 4, ou bien,
positif ou négatif, i.e. une augmentation  sa nouvelle position. diminution de la pression puis

ou une diminution de pression. L'étude de
la cinétique du retour de P a sa valeur
d'équilibre (de type exponentiel) permet
de calculer la conductance hydraulique
membranaire.

remontée exponentielle.

Etude du module d’'élasticité
volumique. La détermination du dP
engendré par un dV connu permet de

Le ménisque, sous l'impulsion
des mouvements du piston,
fait un aller-retour dans I'une

6

La pression augmente puis

déterminer le module d'élasticité ou l'autre des directions. diminue instantanément ou
volumique. Un aller-retour du piston l'inverse.

génere un dV (calculé grace au diametre

interne du capillaire et au déplacement

enregistré le long du capillaire), le dP

associé est enregistré par le transducteur

de pression.

Transition a la cellule suivante. }1le ménisque estdéplacé en 7

Une fois P déterminée dans une cellule, | direction de la base du

la pression est abaissée dans la capillaire (dépression) puis La pression diminue lors du
microchambre (et donc dans la cellule) de | montre un saut au moment de { recul du piston puis augmente
1 42 bars par recul du piston. En I'empalement de la cellule brusquement lors de I'empale-
poussant légerement sur ¢ bras du suivante. L'augmentation de la { ment puis se stabilise comme
micromanipulateur, la cellule suivante pression dans la chambre le en phase 2.

est empalée, la pression remonte, on agit
alors de fagon identique 2 1'étape 2.

ralentit puis l'arréte, etc ...
(cf. 2).

Fuite ... Durant une phase d'équilibre
ou 2 la suite d'une variation de pression
induite par un mouvement du piston,
I'étanchéité entre la membrane plasmique
et le capillaire n'est plus parfaite, la
pression chute.

Le ménisque se "sauve” en
direction de la cellule en dépit
d'une réduction de la pression
dans la microchambre.

8

La pression chute irrémédia-
blement avec une vitesse
dépendant de 1a taille de 1a fuite.
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cuve sans géner la zone de travail et est recouvert de solution nutritive. Une lamelle est posée sur les plots en
mastic juste au dessus de I'endroit a sonder, de fagon a créer une surface plane qui facilitera 1a mise au point de
la loupe binoculaire.

La préparation du micromanometre consiste tout d'abord 2 vérifier qu'il n'y a pas de bulle d'air dans la
microchambre, sans quoi une purge est nécessaire. Un microcapillaire, dont I'extrémité a été préalablement
cassée au diametre adéquat (environ 1 pm), est ensuite fixé, toujours sans introduire de bulle, 2 la
microchambre (le solénoide est en position ouvert, 1a pression dans la chambre est donc la pression
atmosphérique). L'extrémité du capillaire est amenée 2 la surface de la racine grice au micromanipulateur par
des "macrodéplacements”. Le contrdle visuel de la suite des opérations s'effectue 2 travers une puissante loupe
binoculaire 3 zoom continu (M8, Leica). La lumitre est amenée par le bas, 2 travers le socle en verre de la
cuve.

Une fois que tous les préparatifs sont terminés, un petit mouvement du capillaire, par
"microdéplacements”, empale la cellule et 1a pression de turgescence cellulaire s'affiche sur l'enregistreur 2
papier. Les mesures s'effectuent en aveugle, au sens ol on ne voit pas la cellule empalée, seulement le
capillaire et la surface de la racine. Les "événements” sont détectés et décodés par les observations du
ménisque eau-huile dans le capillaire et par la pression affichée sur I'enregistreur. Les différentes phases d'une
mesure sont décrites dans la figure 20 et le tableau 3.

3.3 Avantages et limites

Le micromanometre intracellulaire possede des avantages importants. Il permet des mesures directes de la
pression de turgescence, in vivo. Les dérives de mesure rencontrées classiquement avec les mesures indirectes
sont supprimées. En effet, la détermination de 1a turgescence par différence entre le potentiel hydrique et le
potentiel osmotique (mesurés par psychrométrie) peut conduire 2 des valeurs erronées, le potentiel hydrique de
I'apoplasme et les phénoménes de relaxation n'étant pas pris en compte (Cosgrove, 1985). Il en est de méme
pour l'utilisation de la chambre 2 pression de Scholander. De plus, ces deux méthodes sont destructives. Le
micromanometre intracellulaire peut abimer quelques cellules mais la plante reste intacte. 11 fournit une
mesure précise @ +0.01 MPa. La mesure sur des cellules individuelles permet une résolution spatiale trés
fine et permet ainsi d'étudier la croissance de fagon trés précise.

Les avantages de cette méthode sont cependant & pondérer par quelques inconvénients. D'une part, les
mesures sont longues et difficiles. L'étanchéité entre le capillaire et la cellule est tres fragile et la moindre
vibration conduit A une fuite et A I'échec de 1a mesure. D'autre part la taille de la cellule reste limitante. Les
mesures sont trés difficiles si le diametre cellulaire est inférieur 2 10 um. De plus, si la cellule n'est pas trés
vacuolisée comme c'est le cas des trés jeunes cellules en croissance, le risque que l'extrémité du capillaire se
bouche (obstruction par un composé du cytoplasme) augmente trds fortement. Il faut noter que la difficulté de
la mesure varie avec les espéces et les tissus. En effet, les essais de mesure de turgescence cellulaire que nous
avons conduits sur des racines de plantules de chéne pédonculé (Quercus robur) se sont montrés peu
concluants. Pour des raisons encore indéterminées, la cellule a toujours fuit avant la fin de la mesure. L'émde
anatomique a montré que la taille des cellules ne limitait pas la mesure dans ce cas. Peut-€tre la structure du
tissu (il existe beaucoup d'espaces intercellulaires) est-elle responsable des problémes rencontrés. Par ailleurs, |
la présence de résine dans les aiguilles, mais aussi dans certains cas dans les trés jeunes racines, pose
également des problémes pour l'utilisation du micromanometre intracellulaire chez les coniferes.
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11 faut également &tre conscient que cefte méthode peut sous-estimer la turgescence mais ne la surestime
Jamais. En effet, une tres faible fuite peut ne pas &tre détectée. I1 est également possible que la cellule, apres
la perte d'une partie de son suc cellulaire, retrouve une étanchéité qui masque la fuite. La pression de
turgescence sera alors réduite par rapport 2 la situation avant empalement.

4 MESURE DE LA PRESSION OSMOTIQUE CELLULAIRE

4.1 Le picolitre osmomeétre

Cet osmometre a été mis au point pour mesurer la pression osmotique d'échantillons de tras faible
volume, jusqua une dizaine de picolitres (10-12 1) (Malone et Tomos, 1992). Il permet la mesure de la
pression osmotique du contenu d'une seule cellule.

La pression osmotique est déterminée par mesure du point de fusion du dernier cristal. Cette méthode
consiste a congeler 1'échantillon puis, lors d'un réchauffement lent, & mesurer avec précision la température de
fusion du demnier cristal. Cette température est proportionnelle a I'osmolalité de 'échantillon (loi de Van't
Hoff). 11 suffit d'étalonner I'osmometre avec des solutions de NaCl d'osmolalité connue.

Le picolitre osmometre est constitué de plusieurs éléments :
- L'appareil de mesure, constitué d'une petite chambre ol se trouve une petite plateforme de cuivre
(1,5 cm x 1,5 cm) qui regoit les échantillons (fig. 19). Cette chambre est couverte par une lamelle de
microscope coulissant au dessus de la fenétre.
- Un groupe électrique qui permet de refroidir la plateforme de cuivre, par effet Peltier, jusqu'a 40 °C
en une minute.
- Un circuit d'eau permettant de dissiper la chaleur du groupe froid.
- Un systéme de tubes amenant un flux d'air sec au dessus et dans la chambre de mesure.
- Un boitier de contrdle de la température (avec une précision de 0,02 °C) et de déclenchement des
cycles de congélation.

4.2 Les mesures

La silanisation des microcapillaires. Avant tout il est nécessaire de silaniser les microcapillaires utilisés
pour pipetter les échantillons dont on veut mesurer 1a pression osmotique. Les surfaces interne et externe sont
rendues hydrophobes par fixation de groupements silane sur le verre. Grice 2 ce traitement, on peut pipetter
plusieurs échantillons en méme temps (séparés par des gouttelettes d'huile de silicone) dans un méme
capillaire. En effet, ce traitement empéche 1'échantillon hydrophile aspiré d'adhérer aux parois et de laisser un
dépdt.

Les microcapillaires sont disposés sur un support qui est placé dans un bécher. Celui-ci est recouvert de
papier aluminium od un petit trou est percé (fig. 21), avant d'étre placé dans un four a 180 °C, sous une
hotte aspirante (les vapeurs du produit de silanisation sont toxiques). Une demi-heure apres, 70 ul de
diméthyldichlorosilane (Sigma) sont injectés dans le becher a travers le petit trou. La vaporisation est quasi
instantanée et la réaction tras rapide. Un délai minimum de 15 minutes est observé avant de sortir les
capillaires.
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Figure 21 : Dispositif de silanisation des capillaires nécessaire A la mesure de la pression
osmotique.
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Figure 22 : Dispositif de prélevement et de dépdt de microgouttelettes pour la mesure de la
pression osmotique avec le picolitre osmometre.
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Figure 23 : Mesure de la pression osmotique par point de fusion du dernier cristal. Effet du
gradient de température sur la fonte de gouttelettes de m&me pression osmotique mais de taille

différente.
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Préparation de I'osmométre. Une lamelle de microscope est préalablement préparée en deux étapes. La
face supérieure est abrasée puis dégraissée. La face inférieure est ensuite noircie au marqueur puis rayée avec
une pointe d'épingle. La lamelle est posée sur la plateforme de I'osmometre avec, entre les deux, une pite
haut degré de conduction thermique (RS Composants). Cette lamelle offre un support propre et lisse pour les
échantillons, le marquage de sa face inférieure permet de repérer les gouttelettes pendant 1a phase de mesure et
facilite 1a lecture. Une goutte d'huile de paraffine hydratée est déposée sur la lamelle. Les échantillons seront
déposés sur la lamelle, sous I'huile, ce qui évitera leur évaporation (qui, sinon, serait instantanée étant donné
leur trés faible volume). Avant de mettre en marche I'osmometre, un flux d'air sec (déshydraté par passage sur
du silicagel) est envoyé sur la plateforme par l'intérieur de I'osmomeétre et par la fenétre d'ouverture au dessus
de la lamelle. Il est également impératif de faire circuler un courant d'eau froide A travers la base de
I'osmometre pour le refroidir tout au long de la période de fonctionnement. L'osmometre peut maintenant étre
mis en marche,

Mesure. La premitre étape consiste 2 étalonner l'osmometre. On utilise des solutions de NaCl de 0,
100 mM, 200 mM et 300 mM (correspondant A une pression osmotique de 0; 0,46; 0,92 et 1,31 MPa
respectivement). Une gouttelette de chaque solution étalon est aspirée dans un microcapillaire dont I'extrémité
est d'environ 2-3 pm. Un dispositif de tubes en T permettant d'aspirer et de repousser les échantillons dans et
en dehors du capillaire est présenté figure 22. '

Les échantillons sont ensuite déposés sur la lamelle de 1'osmometre sous l'huile de paraffine. La fenétre
est aussitdt refermée pour éviter la condensation 2 la surface de l'huile, ce qui réduirait beaucoup la visibilité.
Le cycle de congélation est déclenché, la température est abaissée jusqu'a -40 °C en une minute puis remonte
assez rapidement jusqu'a environ - 4 °C. La température, de nouveau sous contrle de I'expérimentateur, est
ensuite remontée tres progressivement tout en relevant la température de disparition du dernier cristal de
chacun des étalons. Une courbe d'étalonnage peut ainsi étre établie entre osmolalité ou pression osmotique et
point de fusion du dernier cristal. Pratiquement, on utilise 'échelle arbitraire associée A la température plutot
que la température elle-m&me.

La racine ol les échantillons doivent étre prélevés est installée dans la plateforme de mesure sous la loupe
binoculaire comme pour les mesures de turgescence (cf. § 3.2). Le prélevement d'échantillons peut s'effectuer
de deux manieres différentes.

- A la fin d'une session de mesure de pression de turgescence, alors que le capillaire est encore inséré
dans la cellule, 'ouverture de la vanne arriere du micromanometre intracellulaire (g, fig. 15) rameéne
la pression dans le capillaire A la pression atmosphérique en une fraction de seconde. Le contenu
cellulaire s'engouffre trés vite dans le capillaire qui est alors retiré rapidement de la cellule pour €viter
tout phénomene de dilution (Malone et al., 1989). Il n'y a pas contamination de I'échantillon lorsque
le capillaire est encore sous la solution baignant la racine. En effet, les parois du capillaire étant
hydrophobes, 1'échantillon a tendance 2 sortir de la micropipette. Il faut retirer I'extrémité du
capillaire de la solution nutritive rapidement. Le capillaire est ensuite amené au dessus de la fenétre
de I'osmometre et I'échantillon peut &tre déposé sur la lamelle, a c6té des étalons. 11 est important de
respecter cette proximité entre étalons et échantillons car une variabilité peut exister selon la position
sur la plateforme de mesure, due, par exemple, 2 'épaisseur de péte de conduction thermique entre
plateforme et lamelle.
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- Si on souhaite ne mesurer que la pression osmotique, on utilise le dispositif de la figure 22 pour
prélever les échantillons. Le microcapillaire est directement connecté sur une branche du T (a). La
vanne (b) est en position ouverte lors de I'empalement, le suc cellulaire s'engouffre dans le capillaire.
11 faut retirer le capillaire trés rapidement pour éviter une dilution de 1'échantillon. Ce dernier est
ensuite déposé sur la lamelle 4 c6té des gouttelettes &talons en pressurisant lég2rement le réseau de
tubes par action sur le piston de la seringue (c), vanne fermée. ‘

La température de fusion du dernier cristal des échantillons est ensuite mesurée comme il a été fait pour
les étalons. On procede A une lecture de plusieurs gouttelettes 2 Ia fois (4 2 10). Il est possible de récupérer
ces échantillons et de les stocker dans des capillaires en vue de microdosages par analyse des émissions de
rayons X. L'échantillon est aspiré dans une micropipette de stockage (ouverture relativement large et
extrémité tres effilée) et coincé entre deux gouttes d’huile de paraffine qui emp&chent son évaporation. La
pipette contenant les échantillons est stockée au réfrigérateur temporairement (1 A 2 semaines).

4.3  Avantages et limites

La miniaturisation de I'osmometre permet de mesurer la pression osmotique du contenu d'une seule
cellule. Le picolitre osmometre se distingue des autres méthodes (psychrométrie, hygrométrie) qui procédent
sur des échantillons tissulaires et donc sur un mélange de suc cellulaire et d'apoplasme. De plus, comme pour
le micromanometre intracellulaire, la résolution spatiale trés fine est un atout pour I'étude de la croissance. La
précision de la mesure est bonne (& 0.02 MPa). La taille des cellules n’est en général pas limitante. De plus,
il est toujours possible d'empaler 2 ou 3 cellules contigués pour augmenter la taille de I'échantillon.

De méme que pour le micromanometre intracellulaire, 1'échelle 2 laquelle nous avons travaillé suppose
que toutes les manipulations et les observations se fassent sous microscope. Il faut &tre conscient que ces
mesures sont longues et demandent beaucoup de rigueur. D'autre part, les gouttelettes, étalons et échantillons
doivent avoir une taille trés voisine sans quoi la précision diminue. En effet, il existe un gradient de
température entre la lamelle et le sommet de la gouttelette (fig. 23). Pour une méme osmolalité, le dernier
cristal dans une grosse gouttelette fondra A une température affichée plus faible que celui qui se trouve dans
une petite gouttelette. La présence de résine qui parfois obstruait I'extrémité du capillaire constitue le demier
point limitant rencontré sur le pin maritime.

5 ANALYSE DES PROPRIETES RHEOLOGIQUES

Comme expliqué dans 1'étude bibliographique, §1.3, nous avons considéré que la conductance hydraulique
ne limitait pas la croissance. Le grandissement cellulaire a été étudié 2 travers le modele simplifié€ (équation 7)
ol la variation relative de la longueur cellulaire est exprimée en fonction de la pression de turgescence et de
I'extensibilité pariétale (au sens le plus générale du terme).

Les modification de I'extensibilité pariétale des cellules de 'apex racinaire au cours de leur maturation ont
été déduites de I'analyse comparative des variations de la vitesse relative d'élongation et de la pression de
turgescence comme indiqué dans 1'étude bibliographique, § 1.3.3 (fig. 5).
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Figure 24 : Schéma des différents tissus collectés sur chaque plantule de pin maritime
(Agée de 4 semaines) pour les analyses d'éléments minéraux, de sucres et d'acides aminés.
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6 ANALYSES MINERALES ET ORGANIQUES

6.1 Récolte des tissus

Les différentes analyses ont €6 menées sur des plantules récoltées 27 a 30 jours apres la germination. Les
systémes racinaires ont €té rincés par une rapide immersion dans de l'eau désionisée puis délicatement
tamponnés entre deux lits de papier absorbant avant d'étre découpés en différentes parties (fig. 24) :

- I'apex (A) : le premier centimetre et demi de 1a racine principale

- le "post-apex" (PA) : les 3 cm suivant I'apex, constitué de tissu mature jeune

- la "racine mature igée” (RM) : 3 cm prélevés A la base de la racine principale (sans les racines
latérales)

- 'apex des racines latérales (ARL) : le premier cm des racines latérales

- le "post-apex” des racines latérales (PARL) : la partie complémentaire de I'apex des racines latérales.
Pour les plants carencés en potassium, dont les racines latérales étaient trds courtes, cette partie n'a
pas pu étre prélevée,

Des études anatomiques ont montré que les parties appelées apex (A et ARL) contenaient la zone
d'élongation, dans les deux types de racine.

Les portions de tissu ont été placées dans des seringues 2 insuline (analyse des éléments minéraux) ou
dans des microtubes de 1,5 ml (analyses des sucres et des acides aminés) puis immédiatement congelées dans
l'azote liquide puis stockées 2 -20°C jusqu'a I'analyse. Les portions identiques de 3 A 4 plants ont été
regroupées dans une seule seringue (ou un seul microtube) afin obtenir assez de matiere fraiche pour effectuer
les analyses. Un segment de 1,5 cm de racine principale pese environ 12 mg (matire fraiche). Toutes ces
analyses ont été conduites sur des échantillons de 35 A 150 mg de matitre fraiche.

Les analyses ont été faites sur des extraits tissulaires, i.e. un mélange de vacuole, de cytoplasme et
d'apoplasme. Cependant, selon Leigh et Wyn Jones (1984), ce type d'extrait contient au moins 90 % de
vacuole. Dans les apex racinaires, les cellules étaient bien vacuolisées excepté dans le premier mm suivant le
méristéme.

6.2  Analyse des éléments minéraux

Des seringues 2 insuline (volume mort trés restreint) ont été utilisées pour extraire la solution tissulaire,
De la laine de verre, préalablement traitée 2 HCI 1IN, rincée abondamment puis séchée, a ét€ placée au fond de
chaque seringue. Les échantillons ont été déposés dans le corps de la seringue et le piston repoussé pour
laisser le minimum d'espace vide mais sans compresser les tissus. Lors de I'analyse, aprés décongélation, il a
suffi de pousser sur le pistbn pour obtenir 1a solution tissulaire.

L'extrait tissulaire a &té directement expulsé dans un pilulier contenant environ 4 ml d'eau ultrapure dont
le volume avait été déterminé précisément par pesée. Une nouvelle pesée (eau + échantillon) a permis de
calculer le volume de I'extrait, supposant que la densité du suc tissulaire était proche de 1. En général, nous
avons extrait au moins 40 pl de suc; lorsque nous obtenions beaucoup plus, nous avons rajouté de l'eau
ultrapure afin d'atteindre un coefficient de dilution d'environ 100, ce qui amenait les concentrations ioniques
du suc dilué dans la gamme de meilleure précision des méthodes d'analyse.
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La concentration des ¢léments S, P, Mg, Ca, Na et K a été déterminée, directement dans le suc dilué, a
l'aide d'un spectrometre d'¢mission A plasma induit (ICP-OES) (JY 38+, Jobin Yvon). Etant donné le faible
volume des échantillons (de 4 4 8 ml), nous avons utilisé la méthode du "direct-picking", avec 3 répétitions
pour chaque élément. Les longueurs d'onde utilisées correspondant aux éléments S, P, Mg, Ca, Na et K ont
ét€ 180,676; 213,618; 285,213; 422,673; 588,995 et 766,491 nm, respectivement.

La concentration des anions Cl-, NO3-, PO43- et SO42- a été déterminée dans le suc dilué par
chromatographie ionique équipée d'une détection conductimétrique et d'un mode d'autosuppression recyclée
(Dionex DX 300). Ce systeme était couplé A un passeur automatique Gilson 222 XL. Nous avons utilisé les
précolonne AG12A et colonne AS12A (Dionex) avec I'éluant (Na3CO3 2,7 mM / NaHCO3 0,3 mM) dont
le débit était de 1,5 ml/min. Le volume d'injection était 50 pl. Les échantillons ont été filtrés 2 0,45 um
(filtres 2 usage unique, diam. 13 mm, membrane hydrophile de polysulfone, Acrodisc Gelman).

Les concentrations en phosphore mesurées par ICP étaient parfaitement corrélées aux concentrations en
phosphates mesurées par chromatographice ionique sur toute la gamme de concentration (fig. 25a). De plus, le
coefficient de la pente de la droite de régression était de 1. Une m€me corrélation a ét€ observée entre soufre et
sulfates (fig. 25b). Il apparait donc que le phosphore et le soufre solubles étaient essentiellement présents

sous forme inorganique.

6.3 Analyse des sucres solubles

Les tissus congelés, stockés dans les microtubes, ont été directement placés, sans décongélation
intermédiaire, dans un tube A hémolyse contenant 0,5 ml d'éthanol 80 %, le tout étant placé dans un bain
marie A 80 °C. Ces conditions d'extraction des sucres permettent de neutraliser l'invertase avant qu'elle ne
décompose le saccharose en fructose et glucose. Le microtube de stockage a été rincé avec 0,5 ml d'éthanol
80 %. Les tissus ont été broyés avec un pilon de verre directement dans le tube A hémolyse. Apres les 30
min. d'extraction, le surnageant a été récupéré et le culot rincé deux fois avec 0,5 ml d'éthanol 80 %. Les
2 ml de solution d'éthanol 80 %, récupérés dans un second tube A hémolyse, ont ét€ Evaporés a sec sous un
flux d'air dans une étuve a 60 °C.

Une fois secs, les sucres ont été redissous dans 1 ml d'eau ultrapure pour €ure purifiés sur des
microcolonnes de résines échangeuses d'ions. Ces microcolonnes ont été fabriquées dans des embouts bleus de
pipette automatique (1 ml). De la laine de verre, préalablement traitée avec HCl 1IN, rincée et séchée, a été
placée au fond de I'embout, puis y ont ét€ versés 0,5 ml de résine cationique (Amberlite, IRN77, Prolabo)
puis 0,5 ml de résine anionique (Aglx8, formate, Biorad). Avant utilisation, les microcolonnes ont été
rincées par 4 fois 0,5 ml d"eau ultrapure. Ensuite, sur la microcolonne ont ét€ déposés 1'échantillon (1 ml),
puis 2 fois 0,5 ml d'eau (ringage du wbe), puis 0,5 ml d'eau (ringage de la colonne). Les 2,5 ml de solution
de sucres purifiés ont été évaporés A sec. Au moment de I'analyse, I'extrait sec a &té repris dans 400 pl d'eau,
filtré A 0,45 pum (Acrodisc, Gelman) avant d'étre injecté sur une HPLC couplée A un détecteur 2 diffusion de
lumiere. La phase solide était constituée d'une précolonne et d'une colonne Polysphere Pb (Merk), 1'éluant
était de l'ean ultrapure. Deux chromatogrammes typiques sont présentés figures 26a (standards) et 26b
(échantillon).
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igure 27a : Chromatogramme d'analyse d'une solution étalon d'acides aminés. Le pic de glutamine

est anormalement faible car une dégradation s'était produite dans cette solution.
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Figure 27b : chromatogramme d'analyse des acides aminés d'un échantillon de pin maritime (apex

d'un plant carencé KD). Le pic d'a-ABA correspond au standard interne.
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6.4 Analyse das acides aminés

L'extraction des acides aminés s'est faite dans une chambre froide 2 4 °C. Dans le microtube de stockage
ont été ajoutés :
- 150 2 300 pl de méthanol 70 % (selon la quantité de matidre fraiche),
- une pincée de sable de Fontainebleau,
- 40 ul de standard interne, I'acide a-butirique, qui a permis de calculer le rendement de I'extraction.

Les tissus congelés ont ét€ broyés directement dans le microtube a 1'aide d'un pilon adapté. Aprés 15 min.
d'incubation, les microtubes ont été centrifugés 10 min. A 14000 tr/min. Le surnageant a été récupéré dans un
second microtube. Du msthanol 70 % (150 ) a été ajouté au culot et, aprés agitation et 15 min.
d'incubation, le microtube a été de nouveau centrifugé. Le second surnageant a été mixé avec le premier.

Le volume de l'extrait a été déterminé par pesée, la densité du méthanol 70 % étant 0,88. La solution
d'extraction a été filtrée A 0,45 pm (Acrodisc, Gelman) puis au besoin diluée avant d'étre injectée en HPLC.
Pour rendre les acides amiués détectables en UV, 10 pl d'orthophtaldialdéhyde (OPA) ont été ajouté a 40 il
d’échantillon. Cette réaction génere des dérivés détectables A 340 nm. Le mélange a été injecté 90 s apres
l'addition de I'OPA 2 I'échantillon. La phase solide était constituée d'une colonne RP18 (150 x 4,6 mm, taille
des particules 5 p, Biorad). La phase mobile était constituée d'un gradient de (méthanol 20%, acétate de ‘
sodium 80%) et de méthanol 100%. Deux chromatogrammes typiques sont présentés figures 273 (standards)
et 27b (€chantilion).

7 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

7.1 Croissance racinaire et stress osmotique

Les expériences ont ét¢ menées sur les plantules de pin maritime cultivées en hydr(;ponie. Le stress a été
appliqué 2 partie du géme jour, alors que la racine principale était longue de 5 4 7 cm et que les cotylédons
étaient libérés des téguments de la graine. La croissance racinaire était stable. Quatre niveaux de stress
osmotique ont &té appliqués : 0; 0,15; 0,45 et 0,66 MPa (cf. § 1.4.1).

Ces expériences avaient pour objectifs de :
- detinir les effets de différents niveaux de stress osmotique sur la crcissance du systme racinaire.
- expliquer les éventuelles modifications de la croissance par des considérations biomécaniques (rSle
de la wrgescence et des propriétés rhéologiques).

Les données ont €€ acquises en deux temps :

1) Lors d'une premigre stude (fig. 28a), Ia croissance de la racine principale a été mesurée journalierement
sur les 4 traitements, pendant les 18 jours suivant la germination des graines. Chaque traitement comportait
au minimum 16 plantules. Cing jours apr2s le début de l'application du stress, alors que les racines avaient
retrouvé un taux de croissance constant (retour A un régime permanent), 5 & 8 apex racinaires, selon les
traitements, ont été récolés. Le profil de longueur de cellules a ét€ déterminé sur des coupes ultra-minces
apres fixation et inclusion en résine. De ces profils et de la croissance racinaire, nous avons calculé la vitesse
de croissance locale e long de 'apex racinaire.

2) Dans un deuxieéme temps, chaque niveau de contrainte a de nouveaun éié étudié en couple avec un lot de
plants témoins (fig. 28b). La croissance racinaire a de nouveau été mesurée tout au long de I'expérience. Le
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profil de pression de turgescence a &té déterminé le long de l'apex racinaire A une période plus ou moins
variable (entre le 98M€ ¢t le 18°™M jour) pour les témoins, entre le 128M€ gt le 168Mme jour pour les plantules
stressées. Lors de I'étude du couple Témoin - (-0,66 MPa), la pression osmotique le long de 'apex racinaire a
également ét¢ mesurée.

7.2 Croissance racinaire et carence en potassium

Les expériences ont également été menées sur les plantules de pin maritime cultivées en hydroponie. Le
premier type de carence a consisté A réduire I'apport en potassium 2 1/40°™M€ de celui des témoins (KD), le
second 2 réduire I'apport de tous les macroéléments au méme niveau, 1/40°™Me (MD). Ces carences ont été
appliquées des le troisiéme jour afin que la carence s'installe rapidement.

Ces expériences avaient pour objectifs de :
- définir les effets de la carence en potassium sur la croissance du syst®me racinaire.
- expliquer les éventuelles modifications de la croissance par des considérations biomécaniques (role
de 1a turgescence et des propriétés rhéologiques).
- identifier les solutés remplagant le potassium en situation de carence unique et en situation de
carence multiple.

Le protocole idéal de cette expérience aurait pu &tre celui présenté dans la figure 29. Cependant tous les
parametres ne pouvaient pas &tre obtenus en méme temps, ni sur les méme plants. Les résultats ont
finalement été obtenus en réalisant 5 fois I'expérience et en ne mesurant que certains parametres a chaque fois:

- expérience a :

- Mesure de la croissance de la racine principale et des racines latérales pendant les 4 semaines
expérimentales. ’

- Sur la moitié des plants de chaque traitement, dosage des éléments minéraux.

- Sur l'autre moitié des plants, mesure de la pression de turgescence et de la pression osmotique au
milieu de la zone de croissance des deux types de racines (pivot et racine latérale).

- expérience b :

- Mesure de la longueur de la racine principale et des racines latérales a la fin des 4 semaines
expérimentales.

- Détermination des biomasses aérienne (8) et racinaire (R), du rapport R/S.

- Dosage des éléments minéraux N, K, Na, Ca, Mg, P et S dans la matiére séche.

- expérience c :

- Mesure de la croissance de la racine principale et des racines latérales pendant les 4 semaines
expérimentales. '
- Dosage des éléments minéraux, des acides aminés et des sucres.
- expérience d :
- Répétition de I'expérience c pour obtenir un plus grand nombre d'échantillons.
- Détermination de la densité de racines latérales sur la racine principale.
- expérience e : sur les traitements Témoin et KD seulement
- Détermination des profils de croissance locale sur les apex des deux types de racine.
- Mesure de la pression de turgescence le long de I'apex des racines latérales seulement.



Résultats

Chapitre 1 : Analyse de la croissance racinaire
en conditions optimales

Cette étude a été conduite sur des plantules de pin maritime, Agées de 1 A 2 semaines, cultivées en
hydroponie. Les résultats présentés ici sont issus de trois séries distinctes de mesures. Certains parametres ont
été mesurés dans chaque série. Les trois répétitions étant identiques, nous n'en avons présenté qu'une seule.

Cette étude avait pour objet de :
- décrire I'anatomie de 1'apex racinaire du pin maritime,
- caractériser 1a zone de croissance et y mesurer la pression de turgescence et la pression osmotique
avec une résolution cellulaire,
- étudier les aspects biomécaniques de 1a croissance,
- éwudier les relations hydriques cellulaires dans I'apex racinaire.



Figure 30 : Coupe longitudinale le long de I'apex de la racine principale de plantules de pin
maritime cultivées en hydroponie. Cette coupe représente environ les 3 mm prolongeant le
mérist2me. La zone d'élongation n'est pas incluse totalement sur cette photo.

coiffe  méristéme _ stéle cortex rhizoderme

100 um



Figure 31a : Coupe transversale 3 7 mm de l'apex de la racine principale de plantule de pin
maritime cultivée en hydroponie.

Figure 31b : Coupe transversale i environ 1 cm de l'apex de la racine principale de plantule de
chéne pédonculé cultivée en hydroponie.

100 pum
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1.1 ANATOMIE DE L'APEX DE LA RACINE PRINCIPALE

1.1.1 Coupe longitudinale

Chaque racine s'allonge au niveau de son apex griace A l'activité combinée de la mitose et du
grandissement cellulaire. La figure 30 présente une coupe longitudinale effectuée le long de I'apex de la racine
principale de pin maritime. Cette coupe correspond aux trois premiers millimetres de I'apex racinaire et ne
présente donc que la partie apicale de la zone de croissance. Le méristéme apical, situé juste sous la coiffe,
produit des cellules qui vont s'agrandir au cours de leur maturation dans la région contigué au mérist2me, la
zone d'élongation (fig. 30).

L'augmentation du volume de chaque cellule s'est faite essentiellement grice A un grandissement dans la
direction axiale. La longueur des cellules est passée de 10-20 pm dans le méristdme A une longueur finale
d'environ 320 pum (zone mature non visible sur la coupe de la figure 30). Un grandissement de la cellule s'est
produit également dans la direction radiale; cependant I'augmentation du diametre était faible (x 2-2,5).
Considérons que la cellule fille issue du méristdme était un cube de 15 um de c6té et la cellule mature un
cylindre de 320 um de long pour un diametre de 40 um. On constate qu'au cours de la maturation, son
volume a été multiplié par 120. Sur la coupe de la figure 30, on a observé une assez grande hétérogénéité au
sein d'un méme tissu. La vitesse d'é€longation variait d'une file de cellules A l'autre. Pour établir le profil de
longueur de cellules le long de l'apex racinaire, nous n'avons utilisé que les files de cellules du milieu du
cortex.

Dans le modele de Lockhart, le grandissement cellulaire est décrit comme une augmentation de volume.
Cette section longitudinale a mis en évidence combien la variation de dimension dans la direction radiale était
inférieure 2 celle dans la direction axiale. Ceci justifie l'utilisation du modele simplifié de Lockhart ou
l'augmentation de volume a été remplacée par I'anugmentation de la longueur cellulaire.

1.1.2 Coupe transversale

La coupe transversale présentée figure 31a a été effectuée 2 7 mm de l'apex, c'est-a-dire i la sortie de la
zone de croissance ol les cellules ont presque atteint leur taille définitive. A la périphérie de la racine, nous
avons observé 2 couches de cellules dont le diam2tre était relativement faible, de 10 & 20 pm, comparé 2
celui des cellules plus internes. Elles pouvaient correspondre soit & 2 couches de cellules épidermiques, soit 2
une couche de cellules épidermiques (la plus interne) plus ou moins recouverte par la coiffe qui était trés
enveloppante (fig. 30). Sur 1a face interne de ces 2 couches périphériques se trouvaient environ 5 couches de
cellules corticales dont le diametre était beaucoup plus large, de 30 & 50 pum. Ni péricycle ni endoderme
n'étaient reconnaissables sur cette coupe. La différentiation de ces éléments se produisait plus en aval. La
transition entre le cortex et la stele était floue. Au sein de la stele, des éléments conducteurs se mettaient en
place.

Nous avons comparé I'anatomie du pin maritime A celle du chéne pédonculé 2 partir des coupes
transversales dans l'apex de la racine principale (fig. 31a et 31b). Comme pour le pin maritime, la coupe de
chéne a été effectuée sur des racines de plantules cultivées en hydroponie. Chez le chéne, le diametre de la
racine était plus élevé et les types cellulaires mieux différenciés. Comme pour le pin, le diametre cellulaire
des 2 couches périphériques était nettement inférieur 2 celui des cellules plus intemes. Par contre, la structure
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I'apex de la racine principale de plantules de pin maritime élevées en conditions
optimales. Le méristdme apical se trouve A environ 1 mm de l'apex, juste sous la coiffe
racinaire.
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du tissu cortical était tr2s différente chez les 2 espéces. Chez le chéne, le tissu était trés lache, tras aéré, avec
de nombreux espaces intercellulaires. Le tissu cortical du pin présentait une trés forte cohésion, sans espace
intercellulaire visible. Dans la racine de chéne, un endoderme, dont les cellules formaient une ceinture trés
cohésive, séparait 1a stele du cortex.

Le pin maritime a montré une structure racinaire classique avec des types cellulaires encore peu
différenciés. La faible cohésion entre les cellules du cortex dans la racine de chéne est peut-étre responsable des
difficultés rencontrées pour la mesure de la pression de turgescence sur cette espeéce.

1.2 ETUDE DE LA ZONE DE CROISSANCE

1.2.1 Longueur des cellules et vitesse de croissance locale

Le profil des longueurs de cellules corticales en fonction de la distance an mérist¢me (fig. 32a), a été
établi 2 partir de 8 coupes longitudinales d'apex de racine principale prélevés sur des plantules agées de
2 semaines. La longueur des cellules a augmenté progressivement avec I'éloignement 2 1'apex puis s'est
stabilisée assez rapidement 2 7 mm de I'apex, ol les cellules avaient atteint leur taille définitive. Ce profil,
établi A partir de données de I'expérience sur le stress osmotique, a été déterminé deux autres fois, toujours sur
des plantules élevées en conditions optimales. Aucune différence n'a ét€ mise en évidence entre les trois
répétitions.

La vitesse de croissance locale (VCL) a été calculée A partir du profil de longueur de cellules et de la
vitesse de croissance de chaque racine (fig. 32b). Le mode de calcul a fait intervenir un ajustement d'une
courbe théorique (cf. Matériel et méthodes, fig. 14). Cette procédure, en lissant les données, a engendré deux
artefacts. D'une part, 1'ajustement d'une sigmoide a rendu symétrique la courbe de VCL qui ne I'était pas
forcément. D'autre part, cet ajustement a anormalement adouci la pente 2 la "sortie” de la zone de croissance.
Il a été nécessaire de tenir compte de ces remarques pour analyser ces données.

La vitesse de croissance locale décrit 1a vitesse relative d'élongation des cellules en un point donné de la
zone d'élongation. Les variations observées le long de la zone d'élongation reflétent celles se produisant au
cours de la maturation cellulaire. En effet, I'éloignement spatial du méristéme correspond également 2 un
déplacement temporel, donc au développement de chague cellule. Une cellule, issue d'une division au sein du
mérist®me, entame sa phase d'élongation. Sa vitesse de croissance est relativement faible puis augmente et
atteint un maximum. La cellule est alors au "milieu” de la zone de croissance, déplacée sous I'effet de
I'allongement des cellules issues du méristéme apical apres elle. Aprés ce maximum, la vitesse de croissance
de cette cellule diminue pour s'annuler lorsque la taille mature est atteinte. La diminution progressive
présentée figure 32b, est un artefact de calcul. L'observation de la figure 32a montre que l'arrét de
I'élongation a été€ assez net. Au-dela de 8 mm, la vitesse relative d'élongation était nulle.

Au cours de sa maturation, une cellule présente une vitesse relative d'élongation trés variable. Le profil de
croissance locale met en évidence une phase "d'accélération” puis une phase de "décélération”.



Pression (MPa)

1.0 . .
: ion osmoti
' A épiderme + cortex
0.8 [ 1
]
' + ion Il
]
06 k! : o cellules épidermiques
. ]
: D. o o ° premieres cellules corticales
: : 0e B & 8. 2= o celtules corticales profondes
04 |1 o ° °
:
]
02 [
1
= % §
0.0 | ! 1 I 1 1 ] 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Distance 2 I'apex (mm)
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de racines = 13).
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1.2.2 Pression de turgescence et pression osmotique

La pression de turgescence (P), mesurée sur des cellules individuelles 2 I'aide du micromanometre
intracellulaire, était uniforme le long des 18 premiers mm de 1'apex du pivot (fig. 33). Que la vitesse de
croissance de la cellule ait &t€ rapide, lente, ou nulle (cellule mature), la pression de turgescence était stable A
environ 0,48 MPa. De plus, la pression de turgescence n'était pas dépendante du type de cellule, qu'elle soit
épidermique, corticale de surface ou corticale plus profonde (fig. 33). Aucun gradient de pression de
turgescence n'est apparu radialement, de I'épiderme vers la stele.

La pression osmotique (r), mesurée sur des cellules individuelles ou des pools de 2 ou 3 cellules
adjacentes sur le rayon d'une racine, était également uniforme le long de I'apex (fig. 33). La pression
osmotique était stable 2 environ 0,73 MPa. La pression osmotique cellulaire, comme la pression de
turgescence, n'étaient pas corrélées 2 1a vitesse de croissance des cellules.

La pression de turgescence et la pression osmotique ont été mesurées sur les mémes plants mais sur des
cellules différentes. Le potentiel hydrique cellulaire a ét€ estimé 2 partir des profils de & et P. Le potentiel
hydrique était d'environ -0,25 MPa tout au long des deux premiers cm de I'apex. Le potentiel hydrique de la
solution nutritive baignant les racines était de -0.03 MPa. Un gradient de potentiel hydrique existait donc
entre le milieu extérieur et le milieu intracellulaire.

1.2.3 Propriétés rhéologiques

Bien qu'issus d'une seule série de données, ces résultats ont été vérifi€s chaque fois que la pression de
turgescence et la vitesse de croissance locale ont ét€ mesurées.

Les propriétés mécaniques des parois ont été déduites de I'analyse comparative des variations de la
pression de turgescence et de la vitesse relative d'élongation (fig. 34). Dans la partie apicale de la zone de
croissance, la vitesse relative d'élongation a augmenté alors que la pression de turgescence est restée
constante: I'extensibilité des parois a augmenté. Dans la partie distale de la zone d'élongation, la vitesse
relative d'élongation a diminué puis s'est annulée et 1a pression de turgescence est toujours restée inchangée:
I'extensibilité des parois a diminué.

Les variations de la vitesse relative d'élongation des cellules au cours de leur maturation ont été
contrélées par des changements des propriétés mécaniques de leur paroi et non par des variations de la pression
de turgescence.
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1.3 DISCUSSION

1.3.1 Gradient radial: turgescence et propriétés rhéologiques

L'absence de gradient radial de pression de turgescence dans 1a racine de pin maritime est sans doute liée 2
I'absence de transpiration et de flux d'eau conséquent dans ces plantules. Pritchard et al. (1989), ont obtenu des
résultats analogues sur la racine de blé. De méme, Spollen et Sharp (1991) et Steudle et al. (1987) n'ont pas
décelé de gradient de turgescence sur la racine de mais. Sur les racines de Mesembryanthemum crystallinum et
sur Aster tripolium, Rygol et Zimmermann (1990) et Zimmermann et al. (1992) ont mis en évidence une
augmentation marquée de la pression de turgescence de I'épiderme vers les couches internes. Les plantules
utilisées par ces derniers auteurs étaient A un stade de développement plus avancé et transpiraient
probablement. En ce qui concerne les travaux de Steudle et al. (1987), I'excision de la racine peut également
expliquer 'absence de gradient radial de turgescence.

L'analyse anatomique de 'apex racinaire a mis en évidence I'hétérogénéité structurale des types cellulaires.
Ces différences sont présentes dans toutes les especes (Pritchard, 1994) et refletent des différences
fonctionnelles. La relation entre le type cellulaire et ses potentialités d'élongation a été analysée par Pritchard
(1994) afin de déterminer si un type cellulaire contrdlait 1a vitesse de croissance de toute 1a racine. L'absence
de gradient radial de pression de turgescence implique que, si un type cellulaire particulier contrfle la
croissance racinaire, ce sont ses propriétés rhéologiques qui différent. Pritchard (1994) exclut un rdle de
I'épiderme dans le contréle de I'élongation racinaire. En effet, les deux demi-cylindres d'un apex racinaire fendu
longitudinalement le long de la zone de croissance, se courbent vers "l'intérieur”. Les cellules rhizodermiques
auraient une meilleure capacité d'élongation que les cellules plus internes. D'autre part, les tissus de la stele
ont une extensibilité¢ (mesurée par 'extensiometre d'Instron) supérieure aux tissus du cortex (Pritchard et
Tomos, 1993). Pritchard (1994) conclut que I'élongation racinaire dépend de la vitesse d'élongation des
cellules corticales internes.

1.3.2 Gradient longitudinal: vitesse relative d‘élongation, turgescence et

propriétés rhéologiques

Le profil de la vitesse de croissance locale le long de 1'apex de la racine principale de pin maritime
présente une forme classique, en cloche, similaire A celui de la racine de blé (Pritchard et al., 1991) et de la
racine de mais (Sharp ef al., 1988; Spollen et Sharp, 1991; Pritchard et al., 1993). La longueur de la zone
d'élongation varie cependant avec l'espéce: 10 mm pour le mais, 6 mm pour le blé et 8 mm pour le pin
maritime.

Aucune dissymétrie n'était évidente sur le profil de longueur de cellules. Cependant, 1a méthode de calcul
est responsable de la parfaite symétrie de la courbe de vitesse de croissance locale présentée dans le cas du pin
maritime. Dans une autre expérience, ce profil a été déterminé manuellement (présenté dans le chapitre 3,
§ 3.2.1, fig. 43b): 1a courbe de vitesse de croissance locale n'a pas présenté de dissymétrie. Dans le cas
présent, le lissage des données n'a donc pas induit d'erreur majeure.

Comme il a été trouvé pour les racines de blé et de mais (Pritchard et al., 1991; Spollen et Sharp, 1991),
Ia pression de turgescence cellulaire était uniforme le long de la zone d'élongation de la racine du pin



Résultats : Croissance racinaire en conditions optimales 46

maritime. Comme dans ces précédents travaux, I'extensibilité des parois a pu étre déduite de la corrélation
entre la vitesse relative d'élongation et la pression de turgescence. Les conclusions quant au déterminisme de
la vitesse relative d'élongation le long de I'apex racinaire sont identiques 2 celles tirées des especes annuelles
comme le blé ou le mais. La vitesse relative d'élongation des cellules racinaires au cours de leur maturation
est contrblée par l'extensibilité des parois. Ce type d'étude, a 1'échelle cellulaire, a été réalisé ici pour la
premiere fois sur une espece ligneuse.

Les variations de I'extensibilité des parois le long de la zone d'élongation supposent que ¢ et/ou Y varient
au cours du développement cellulaire. Cependant nos données ne permettaient pas de discriminer le rdle des
deux paramétres. Selon Pritchard et al. (1990), dans des plants de mais non stressés, une diminution de Y
serait responsable de la phase accélératrice de vitesse relative d'élongation et une augmentation de Y
responsable de 1a phase décélératrice.

1.3.3 Relations hydriques cellulaires

Le long des deux premiers centimetres de l'apex racinaire, les pressions de turgescence et osmotique
étaient constantes A environ 0,48 et 0,73 MPa respectivement. Le potentiel hydrique des cellules racinaires de
plantules cultivées en conditions hydriques non limitantes était de -0,25 MPa, alors que le potentiel hydrique
de la solution baignant les racines était de -0,03 MPa. Une différence de potentiel hydrique entre milieu
extérieur et milieu intracellulaire du méme ordre a été mise en évidence dans l'apex racinaire de plantules de
mais (Pritchard et Tomos, 1993). Plusieurs hypothéses sont susceptibles d'expliquer une telle différence de
potentiel hydrique entre racine et milieu extérieur.

- Une transpiration élevée pourrait réduire le potentiel hydrique du xyléme et donc affecter celui des
cellules racinaires. Ce n'est probablement pas le cas pour les plantules de pin maritime que nous
avons utilisées car les parties aériennes étaient de faible taille et placées dans des conditions de
transpiration trés limitée. De plus, aucun gradient de turgescence radial n'a été détecté.
- Ce gradient de potentiel hydrique pourrait également &tre interprété comme étant induit par la
croissance (Wesgate et Boyer, 1984). Cependant, d'aprés la figure 33, la différence de potentiel
hydrique dans les tissus matures, entre 10 4 18 mm de 'apex, est du méme ordre que celle existant
dans les tissus en croissance. Ce gradient de potentiel hydrique, d'environ -0,25 MPa, n'est donc
certainement pas lié A la croissance. Au contraire, I'absence de différence de potentiel entre tissus
matures et tissus en croissance est un argument en faveur de 'hypothese d'une conductance
hydraulique membranaire non limitante pour le grandissement cellulaire.
- Un coefficient de réflectivité ¢ significativement inférieur 2 1 pourrait également expliquer le faible
potentiel hydrique mesuré dans les cellules racinaires. Le gradient de potentiel hydrique entre deux
milieux séparés par une membrane semi-perméable est déterminé par :

Yo — Wi = AT, 0 — AP0 = GATGi,0 — P
La différence de potentiel hydrique entre le milieu intracellulaire et le milieu extérieur était de:
[6 (0,73-0,03)-0,48]. Si & était égal 2 0,68, 1'équilibre des potentiels était bien réalisé. Cependant,
Steudle (1993), sur des cellules épidermiques de feuilles de Tradescantia, et Zimmermann et al.
(1992), sur des cellules corticales de racines d'Aster tripolium, mesurent des coefficients de
réflectivité membranaire proches de 1. A I'échelle de l'organe, Steudle (1994) a montré que le
coefficient de réflectivité racinaire est significativement inférieur a 1.
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- La présence de solutés dans I'apoplasme est aussi susceptible d'expliquer le faible potentiel hydrique
cellulaire. Cosgrove et Cleland (1983) indiquent que I'apoplasme d'une tige en croissance contient des
solutés en quantité¢ non négligeable, générant un potentiel osmotique de -0,1 a -0,3 MPa. Meinzer et
Moore (1987) mettent en évidence un potentiel osmotique de 1'apoplasme du méme ordre, dans des
feuilles de canne a sucre en €longation. Par contre, Nonami et Boyer (1987) estiment le potentiel
osmotique 2 -0,03 MPa seulement. Pritchard et Tomos (1993) suggérent qu'un phénomene de couche
limite pourrait exister dans la paroi cellulaire. La pression osmotique dans la paroi immédiatement
adjacente a4 la membrane plasmique serait plus élevée, expliquant ainsi le gradient de potentiel
hydrique entre milieu intracellulaire et milieu extérieur.

Les deux premilres hypoth2ses sont peu vraisemblables, les deux dernidres sont tout A fait plausibles.
Une meilleure connaissance des flux d'eau dans la racine est nécessaire pour expliquer l'existence de ce type de
gradient de potentiel hydrique.

1.4 CONCLUSION

Le contrdle biophysique de la croissance racinaire du pin maritime est identique a celui mis en évidence
chez les especes annuelles. La pression de turgescence est constante que la vitesse relative d'élongation
cellulaire soit forte, faible ou nulle. On peut en déduire que les propriétés mécaniques des parois varient au
cours de la maturation et contrdlent la vitesse relative d'élongation des cellules.

Le potentiel hydrique dans les cellules matures est identique A celui des cellules en croissance, indiquant
que le gradient de potentiel hydrique induit par 1a croissance est faible, inférieur a la précision de mesure des
pressions de turgescence et osmotique. Le gradient de potentiel hydrique entre milieu intracellulaire et milieu
extérieur pourrait s'expliquer par un coefficient de reflectivité inférieur 4 1 ou par la présence de solutés dans
I'apoplasme.



Chapitre 2 : Effets de différents niveaux de
stress osmotique sur la croissance
racinaire

Trois niveaux de stress osmotique ont été appliqués A des plantules de pin maritime cultivées en
hydroponie. Le 820€ jour aprés la germination, le potentiel hydrique de la solution nutritive a &t& ajusté 2
-0,15; -0,45 et -0,66 MPa par addition de PEG. Les résultats ont été obtenus A partir de 4 expériences
consécutives complémentaires.

Cette étude avait pour objet de :
- définir les effets de différents niveaux de stress hydrique sur la croissance racinaire du pin maritime,
- déterminer le role respectif de la pression de turgescence et des propriétés rhéologiques dans 1a réponse
de la croissance racinaire A un nivean de stress hydrique donné,
- étudier les relations hydriques cellulaires en conditions hydriques limitantes.

2.1 CROISSANCE RACINAIRE

Dans les quatre expériences menées séparément, 1a racine principale des plantules de pin maritime
Témoin s'est allongée A une vitesse d'environ 0,3-0,35 mm h-! pendant les trois semaines d'expérimentation
(fig. 35 et 36a, 36b, 36¢). Nous avons observé une forte variabilit€ de 1a croissance au cours des expériences.
Cependant, la valeur moyenne, autour de laquelle 1a vitesse de croissance fluctuait, était identique dans toutes
les répéiitions. ’

Dans les deux répétitions réalisées, I'application d'un stress osmotique modéré, -0,15 MPa, a induit une
augmentation significative de la vitesse d'élongation 2 0,4-0,45 mm h-! (fig. 35 et 36a). Par exemple, le
jour 12, les racines témoins poussaient A 0,35 + 0,06 mm h-! alors que les racines des plants stressés
poussaient 2 0,41 £ 0,06 mm h! (P <0,05) (fig. 36a). Dans les deux répétitions, vers le 18%me jour, les
plants soumis au stress de -0,15 MPa ont retrouvé une croissance comparable 2 celle des témoins sans que
les conditions de croissance aient été changées.

Les deux expériences ot nous avons appliqué un stress osmotique de -0,45 MPa, ont conduit a deux
résultats différents. La premi2re a montré que la croissance racinaire de plantules soumises a -0,45 MPa, a €té
fortement réduite le jour suivant l'application, a récupéré un peu puis s'est maintenue 2 0,2-0,25 mm h'!
jusqu'a 1a fin de I'expérience (fig. 35). Lors de la seconde expérience, apres la forte inhibition du premier jour,
la croissance est revenue 2 sa vitesse initiale, 0,3-0,35 mm b1 (fig. 36b).
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Figure 35 : Croissance de la racine principale de plantules de pin maritime
soumises 2 trois niveaux de stress osmotique au cours des 18 jours suivant la germination
(moyenne + erreur standard, n> 16). La fleche correspond au commencement de
I'application du stress.



0.5
L. a .-‘l¢<“¢"’ ¢\ ¢,O\\
04 # Jorleg
L & .
03 ’ '
02 |
_——l— Témoins
....... Qe (),
o1 b 0.15 MPa
o L]
BEEEEN
0.0 : : I f t :
b
~ 04 F
=
g 03 |
g
2} )
2 |—®—  Temoins 1}/
£ oy o 0esMPa {5
S
k|
LA AR B
0.0 1 1 1 | 1 i
C
04 |
03 |
02 F .
|—%—  Témoins | #A t}#é#
................ PN A
o1 LB 066 MPa 4{ A
i/ :
[ A AENEINE)
0.0 ] 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15 18
Temps (jour)

Figure 36 : Croissance de la racine principale de plantules de pin maritime
soumises A trois niveaux de stress osmotique au cours des 18 jours suivant la germination
(moyenne * erreur standard, 16<n<20). La fleche correspond au commencement de
l'application du stress. La barre pleine et la barre en pointillé indiquent les périodes durant
lesquelles les mesures de pression de turgescence ont été réalisées sur les plants témoins et
sur les plants stressés, respectivement.
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distance au méristeme. Ces profils ont été déterminés sur la racine principale de
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Lors de I'application du stress osmotique le plus fort, -0,66 MPa, la croissance racinaire a été tres
fortement réduite. Aprés une phase de récupération de 3 jours, la croissance a de nouveau diminué
progressivement jusqu'a la fin de 1'expérience (fig. 35 et 36¢).

2.2 LONGUEURS DES CELLULES

Dans le traitement Témoin, le profil de longueur de cellules le long de l'apex a été déterminé sur 8
plantules. Ce profil a montré que 1'élongation cesse a environ 7 mm du mérisme (i.e. 8 mm de l'apex) et
que les cellules matures avaient une longueur moyenne de 310 um (fig. 37a).

Le profil des longueurs de cellules en fonction de 1a distance A I'apex, établi sur 6 plantules ayant subi le
stress osmotique de -0,15 MPa, était similaire A celui des témoins dans les 5 premiers millimetres de la zone
de croissance. Plus en aval, la taille des cellules a continué d'augmenter fortement jusqu'au 7M€ mm pour
atteindre une longueur finale de 360 pum.

Le profil de longueur de cellules €tabli sur 5 plantules soumises au stress de -0,45 M Pa, a montré deux
modifications majeures par rapport A celui des témoins. La longueur finale des cellules racinaires a été réduite
2250 pum. De plus, dans les premiers millimetres de la racine, la taille des cellules était supérieure 2 celle des
témoins. Par exemple, 3 3 mm du méristéme, 1a longueur des cellules des plants témoins était de 170 um
alors que celle des plants stressés était de 210 um environ. Spatialement, la vacuolisation et 1'allongement
des cellules se sont produits plus tot.

L'application du stress de -0,66 MPa a induit les mémes effets sur 1a longueur des cellules que le
précédent avec une intensité plus grande. La longueur des cellules matures a ét¢ réduite 3 210 pm. Le
phénomene de "vacuolisation précoce” (par rapport A une échelle dans l'espace) décrit ci-dessus pour le stress
de -0,45 MPa, était également observable A ce niveau de déficit hydrique.

Dans les différents traitements, la longueur des cellules en fonction de la distance 2 I'apex représente, en
quelque sorte, la longueur des cellules au cours de leur maturation, c'est-a-dire au cours du temps. Mais il faut
souligner que la vitesse de croissance de la racine était différente dans chacun des traitements. La position
relative des profils de longueur de cellules en fonction du temps serait donc différente.

2.3 VITESSE DE CROISSANCE LOCALE

Les profils de vitesse de croissance locale ont été déterminés & partir des longueurs de cellules et de la
vitesse de croissance globale de la racine. Comme il a déja été dit au § 1.2.1, il faut étre conscient que la
méthode utilisée a artificiellement lissé, symétrisé les courbes et allongé Ia zone d'élongation. Pour réduire ce
dernier effet, nous avons considéré qu'une vitesse de croissance locale inférieure a 0,01 h! était négligeable.

Pour le traitement Témoin, la vitesse de croissance locale le long de la racine principale a augmenté
jusqua 3 mm du méristéme ol elle présentait un maximum de 0,075 h'!. De 3 2 7 mm du méristeme, la
vitesse de croissance locale a diminué et s'est annulée & 7 mm du méristtme (fig. 37b).
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Le stress osmotique modéré a augmenté la vitesse de croissance locale sur toute la zone d'élongation,
portant le maximum 2 0,09 h-! mais n'a pas déplacé la position de ce maximum. La zone d'élongation a été
allongée d'un millimetre par rapport 2 celle des témoins.

Le stress de -0,45 MPa a réduit la longueur de la zone d'élongation aux 5 premiers millimetres suivant le
méristtme. Ce stress a abaissé le maximum de la vitesse de croissance locale 4 0,06 h'! et a rapproché la
position de celui-ci 4 2 mm du méristeme. Cependant, la vitesse de croissance locale est restée identique 2
celle des plantules non stressées dans la partie apicale de la zone d'élongation.

On notera que ce profil est cohérent avec la croissance racinaire présentée figure 35 (réduite par le stress
osmotique), ce qui est normal car ces deux résultats sont issus du mé&me lot de plants. Par contre, le profil de
la vitesse de croissance locale ne doit pas étre associé Q la vitesse de croissance racinaire présentée figure 36b
(revenue 2 sa valeur initiale aprés une phase de transition). Ces deux résultats sont issus d'expériences ou les
plants ont présenté des réponses différentes.

L'application du stress osmotique -0,66 MPa a induit les mémes modifications que le stress -0,45 MPa
mais avec une intensité plus forte. La zone d'élongation a été réduite aux 3 premiers mm prolongeant le
méristéme. La vitesse de croissance locale n'a pas ét€ affectée dans la partie trés apicale de la zone d'élongation
mais son maximum a été réduit a 0,035 h'l,

2.4 PRESSION DE TURGESCENCE CELLULAIRE LE LONG DE LA ZONE DE
CROISSANCE

Les résultats présentés dans les figures 38a, b et ¢ ont été obtenus dans les expériences qui ont donné les
résultats de croissance présentés figures 37a, b et c. Les mesures ont été effectuées sur les plants stressés,
lorsque les racines avaient retrouvé un régime de croissance permanent. Les périodes de mesure sont indiquées
par une barre pleine (7émoin) ou pointillée (stressés) sur les figures 37a, b et c.

Dans les 3 expériences, la pression de turgescence des plantules du traitement 7émoin était uniforme, 2
environ (0,5 MPa, le long des 10 premiers millimetres de 1'apex de la racine principale (fig. 38a, 38b et 38c).
D'une expérience A l'autre, 1'dge des plants était 1égerement différent, de 8 A 18 jours. La pression de
turgescence était stable au cours du temps.

Le stress osmotique de -0,15 MPa a, légerement mais significativement (P < 0,01), abaissé la pression
de turgescence 2 environ 0,4 MPa. La stabilité de P le long de 1'apex n'a cependant pas été affectée (fig. 38a).
Peu de mesures ont ét¢ effectuées dans la partie apicale de la zone de croissance. Cependant, au vu de
I'uniformité du profil dans les autres traitements od des mesures ont ét€ faites plus en amont, il est fort
probable que P soit également d'environ 0,4 MPa dans les 3 premiers millimetres de la zone de croissance.

Le stress osmotique moyen, -0,45 MPa, a abaissé 1a pression de turgescence plus fortement 4 0,3 MPa
(fig. 38b). La pression de turgescence est restée uniforme dans toute la zone de croissance et les tissus
matures voisins.

Lors de l'application du stress -0,66 MPa, la pression de turgescence a été réduite encore plus fortement
et un gradient est apparu, décroissant de I'apex vers les cellules matures. A 9-10 mm de I'apex, les cellules
avaient perdu toute turgescence (fig. 38¢c). Ce type de réponse de la pression de turgescence au déficit hydrique
met en évidence la précision spatiale que permet le micromanometre intracellulaire. Ce type de gradient
n'aurait pu étre décelé si la pression hydrostatique avait ét¢ mesurée globalement sur une portion de tissu.
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2.5 PROPRIETES RHEOLOGIQUES

Stress osmotique modéré, -0,15 MPa.

De fagon surprenante, 1'application d'un stress osmotique de -0,15 MPa a stimulé 1a croissance racinaire
mais a réduit la pression de trgescence cellulaire. Dans toute 1a zone de croissance, 1a vitesse de croissance
locale des plants stressés était supérieure A celle des témoins alors que la turgescence était plus faible. D'apres
I'équation simplifée du modele de Lockhart (équation 6), cette augmentation de Ia vitesse relative d'élongation
n'est possible que si les parois deviennent plus extensibles. Cette augmentation de I'extensibilité des parois
s'est produite dans toute la zone d'élongation.

Stress osmotique moyen, -0,45 MPa.

Contrairement 4 ce qui s'est passé pour le stress modéré, selon les répétitions, le stress de -0,45 MPa a
soit inhibé, soit non affecté la croissance racinaire.

La pression de turgescence cellulaire, mesurée dans I'expérience dans laquelle 1a croissance est revenue 3
son taux initial, a ét€ réduite d'environ 0,2 MPa. Par conséquent, on peut supposer que la pression de
turgescence (non mesurée) a également été réduite dans l'expérience ol la croissance a été inhibée
durablement. Ainsi, dans ce demnier cas, 1a vitesse relative d'élongation a été maintenue identique A celle des
plants témoins dans la partie apicale de la zone de croissance alors que la pression de turgescence était réduite.
Dans cette région, il y a donc eu augmentation de I'extensibilité des parois. Dans la partie distale de la zone
d'élongation, la pression de turgescence et la vitesse de croissance relative ont &€ toutes les deux diminuées.
On ne peut donc pas conclure quant aux variations éventuelles des propriétés plastiques des parois dans cette
région de la zone de croissance.

Une autre interprétation de ces données de croissance et de turgescence est possible. Dans le cas ol la
croissance racinaire est revenue au niveau du traitement Témoin, il est probable que l¢ profil de 1a vitesse de
croissance locale (non mesuré) ait été identique 2 celui des témoins. Dans ce cas, toute 1a zone d'élongation
aurait été caractérisée par une vitesse relative d'€longation identique a celle des témoins et par une pression de
turgescence réduite. L'extensibilité des parois aurait ét€ angmentée dans toute la zone d'élongation.

Globalement, la contrainte hydrique de -0,45 MPa a réduit la turgescence dans tout I'apex racinaire et a
augmenté l'extensibilité au moins dans la partie apicale, et peut-8tre dans la partie distale de la zone
d'élongation.

Stress osmotique fort, -0,66 MPa.

Le stress osmotique le plus intense a fortement réduit Ia croissance racinaire. La vitesse de croissance
locale a tout de méme été maintenue dans la partie 1a plus apicale de la zone de croissance. Dans cette
position, la turgescence était abaissée de 0,2 MPa par rapport 4 celle des témoins. La encore, I'extensibilité
des parois a été angmentée. Dans la partie distale de Ia zone de croissance, la vitesse relative d'élongation et la
pression de turgescence ont ét§ fortement réduites toutes les deux. Dans ces conditions, on ne peut pas
conclure quant a I'extensibilité des parois: elle a pu étre réduite, maintenue ou augmentée.

Quelle que soit I'intensité du stress osmotique appliqué, les études du taux de croissance locale ont mis en
évidence une augmentation de 1'extensibilité des parois dans toute la zone d'élongation (stress -0, 15 MPa) ou
au moins dans sa partie apicale (stress -0,45 MPa et -0,66 MPa). Dans ces demiers cas, les effets du déficit
hydrique sur les propriétés mécaniques des parois cellulaires dans la partie distale de la zone d'élongation n‘ont
pu étre déterminés.
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régression n'est significativement différent de zéro excepté celui de la pression de
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2.6 ACTIVITE MITOTIQUE

Les variations de la longueur des cellules matures ainsi que les modifications de la distribution de la
vitesse de croissance locale ont montré que le grandissement cellulaire a été affecté par les stress appliqués.
Nous n'avons pas étudié spécifiquement l'effet du stress osmotique sur I'activité mitotique cellulaire mais un
calcul rapide permet d'en obtenir une idée. En divisant la vitesse de croissance racinaire (exprimée en pm h-1)
par la longueur des cellules matures (en jum par cellule), on obtient la vitesse de production cellulaire en
cellule h™1. Les données présentées ici ne donnent qu'un indice et il faudrait une étude anatomique poussée
pour réellement analyser les effets du déficit hydrique sur I'activit€ mitotique.

Quelle que soit l'intensité du stress appliqué, 1a production cellulaire a été positivement corrélée 2 la
vitesse de croissance de la racine (fig. 39). Le stress osmotique de -0,15 MPa a stimulé 1a production
cellulaire, les stress de plus forte intensité I'ont inhibée. L.'augmentation de la longueur de la racine étant due
uniquement au grandissement cellulaire (la mitose ne fait que scinder une cellule en deux sans changer le
volume total), on peut conclure que production et grandissement cellulaires étaient fortement et positivement
corrélés.

2.7 EFFET D'UN STRESS OSMOTIQUE DE -0,66 MPa SUR LES RELATIONS
HYDRIQUES CELLULAIRES DANS LA ZONE D'ELONGATION

Lors de I'expérience ol un stress de -0,66 MPa a été appliqué, nous avons mesuré, en plus de la pression
de turgescence, la pression osmotique le long de I'apex racinaire. Ces mesures ont permis de déterminer
précisément les relations hydriques cellulaires dans la zone d'élongation et les tissus matures voisins.

En ce qui concerne les plantules non-stressées, les profils des pressions osmotique et de turgescence,
comme décrits dans le § 1.2.2, étaient uniformes le long de l'apex racinaire (fig. 40a). La pression de
turgescence était d'environ 0,5 MPa, la pression osmotique d'environ 0,75 MPa et donc le potentiel hydrique
de l'ordre de -0,25 MPa dans le premier centimetre de la racine principale de pin maritime. La régression de n
en fonction de la distance 2 I'apex était 2 la limite d'8tre significative pour un seuil de 5% (P = 0,065).

Suite 2 l'application de la contrainte de -0,66 MPa, la pression de turgescence a été fortement réduite
(fig. 40b). Maintenue au maximum 2 0,3 MPa dans les cellules en croissance, elle était de plus en plus
faible au fur et & mesure de I'éloignement de 1'apex, s'annulant dans les cellules situées au-dela de 10 mm de
l'apex. La régression de P en fonction de la distance a l'apex était significative (P < 0,001). La pression
osmotique a présenté le long de l'apex racinaire un profil similaire 2 celui de la pression de turgescence,
décroissante de 1,4 MPa dans les cellules en croissance 3 1,1 MPa dans les cellules situées 2 10 mm de
I'apex. La régression de % en fonction de la distance a l'apex était, comme dans le traitement Témoin, A la
limite d'étre significative (P = 0,08). Le potentiel hydrique celiulaire était donc constant et d'environ
-1,1 MPa dans toute la zone d'élongation et méme au-deld, dans les premiers millimetres de la zone mature.
La différence de potentiel entre la solution nutritive et les cellules racinaires était donc de l'ordre de
0,45 MPa, quelle que soit la distance a I'apex.
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2.8 DISCUSSION

2.8.1 Variabilité de la croissance

Dans chaque traitement, la croissance racinaire était trés variable d'une plantule A l'autre. Cette forte
variabilité intraspécifique peut s'expliquer en partie par le fait qu'il existe une grande variabilité génétique dans
les especes arborescentes. De plus, les plantules sur lesquelles nous avons conduit nos expériences n'ont pas
été sélectionnées pour leur homologie de développement. Cette forte variabilité a été partiellement compensée
par le grand nombre de plantules par traitement (au moins 16) et par la répétabilité des résultats au cours des
expériences.

Les cinétiques de croissance racinaire présentées figures 35 et 36, ont montré que, méme pendant les
phases de croissance en régime permanent, la croissance journaliere d'un traitement fluctuait autour d'une
valeur moyenne. Cette variabilit€ dans le temps pourrait étre due A des variations des conditions de culture. En
particulier, le pH n'a pas été ajusté au cours de ces expériences et il est possible que les fluctuations observées
en soient directement la conséquence. D'autre part, nous avons remarqué (ultérieurement) qu'une fréquence trop
importante de mesures de longueur des racines pouvait altérer la croissance. Cependant, I'importance de ces
variabilités est relative car, méme en leur présence, les effets des différents niveaux de stress ésmoﬁque se
sont distingués clairement.

2.8.2 Stress osmotique et grandissement cellulaire

La réponse de la croissance racinaire au déficit hydrique a été dépendante de l'intensité du stress appliqué.
Un abaissement de 0,15 MPa du potentiel hydrique de la solution nutritive a stimulé 13 croissance racinaire.
Par contre, lorsque l'intensité du stress était égale ou supérieure A 0,45 MPa, 1'élongation racinaire a été
inhibée.

La stimulation de la croissance par une réduction de la disponibilité en eau est surprenante. Cependant,
plusieurs études antérieures ont relaté des faits similaires. Au cours de la premi¢re phase d'application d'un
déficit hydrique progressif, la croissance racinaire de plantules de mais a dépassé celle des témoins (Sharp et
Davies, 1979). Dans cette dernitre étude, le déficit hydrique était appliqué par un desseéchement du sol. Une
augmentation de la croissance racinaire par la contrainte hydrique a donc été observé méme en l'absence
d'utilisation de polyéthyléne glycol, osmoticum qui aurait pu tre suspecté d'induire un artefact. Chez le pin
maritime, N'Guyen et Lamant (1989b) ont mis en évidence une augmentation de la croissance racinaire de
plantules en réponse 2 un stress osmotique de -0,2 MPa. Enfin, Meyer et Boyer (1981) ont observé le méme
phénomene sur des plantules de soja. Dans aucune de ces études, on n'a €lucidé les raisons biomécaniques de
cette augmentation de la croissance. Dans notre étude, les déterminations de la pression de turgescence
cellulaire et de la vitesse relative d'élongation ont permis d'étudier les variations de 1'extensibilité des parois
avec une résolution spatiale tr&s précise. Une augmentation de l'extensibilité des parois cellulaires a été mise
en évidence dans toute 1a zone d'élongation alors que la pression hydrostatique était significativement réduite.
La stimulation de croissance a donc été attribué A une augmentation de l'extensibilité des parois. Cette
conclusion pourrait étre controversée étant donné que la pression de turgescence n'a €té mesurée que dans les
cing couches externes de la racine et les cellules régulant la croissance de la racine pourraient &tre plus
internes. 11 est cependant peu probable qu'il existe un gradient de turgescence transversal dans la racine. En
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effet, Pritchard ef al. (1991) et Spollen et Sharp (1991) ont montré que la pression de turgescence, apres
l'ajustement osmotique, était stable le long du rayon de la racine.

La distribution de la vitesse de croissance locale observée par Sharp et al. (1988) dans I'apex de la racine
de plantules de mais soumises A un stress de -0,2 MPa, ne correspond pas 2 celle observée sur le pin. Il y a
eu réduction de la zone d'élongation et abaissement du maximum de la vitesse de croissance locale comme
pour les stress plus élevés. Un stress modéré ne conduit donc pas systématiquement A une stimulation de la
croissance racinaire. Les différentes réponses observées sont certainement liées au type de contrainte, 3 la
rapidité de son application, a I'espece et/ou au stade de développement de la plante. En particulier, on peut se
demander si les résultats obtenus sont applicables aux arbres adultes.

A la suite du stress de -0,45 MPa, selon l'expérience, 1a croissance racinaire est soit restée inhibée
durablement, soit a retrouvé sa vitesse initiale. Ces réponses différentes sont difficilement explicables. Il est
possible que l'intensité du stress appliqué ait été légerement différente dans ces deux répétitions.
Apparemment, ce niveau de contrainte correspondrait 2 un seuil de "tolérance”. En deg¢a de ce seuil, les
plantules de pin maritime ont été capables de maintenir, voire d'augmenter, leur croissance racinaire. Au-dela
de ce seuil, 1a contrainte était trop forte et la croissance a ét€ inhibée.

La distribution de la vitesse de croissance locale met en évidence un raccourcissement de la zone
d'élongation mais aussi le maintien de la vitesse relative d’élongation dans la partie apicale par rapport 2 celle
des témoins. Ces modifications du profil de la vitesse de croissance locale en réponse a un déficit hydrique
sont identiques a celles trouvées par Pritchard et al. (1991) sur des plantules de blé (contrainte de -0,5 MPa).
Les cellules trés jeunes semblent mieux capables de maintenir la vitesse relative de croissance en situation
hydrique limitante en dépit d'une baisse de la pression de turgescence. De la méme fagon que Pritchard et al.
(1991) sur le blé, nous avons conclu que I'extensibilité des parois a augmenté dans la partie apicale de la zone
d'élongation.

Les effets de 1a contrainte de -0,66 MPa ont ét¢ similaires a ceux de la contrainte de -0,45 MPa avec une
plus forte intensité. La zone d'élongation a été raccourcie de moitié mais la vitesse de croissance locale n'a pas
été affectée dans la partie apicale de la zone de croissance. Des stress d'intensité semblable ou supérieure ont
conduit au méme type de profil de la vitesse relative d'élongation (Sharp et al., 1988, stress de -0,8 et
-1,6 MPa sur le mais; Spollen et Sharp, 1991, stress de -1,6 MPa sur le mais, Pritchard et al., 1991, stress
de -0,7 et -0,96 MPa sur la racine de blé; Pritchard et al., 1993, stress de -0,96 MPa sur la racine de mais).
L'augmentation de I'extensibilité des parois, mise en évidence dans la partie apicale de la zone de croissance,
est en accord avec celle trouvée par Spollen et Sharp (1991) sur le mais. Cependant, une situation inverse a
été observée par Pritchard et al. (1993), toujours sur des plantules de mais. Suite A 1'application d'une
contrainte de -0.96 MPa, la vitesse de croissance locale était typiquement affectée comme dans le stress
-0,66 MPa sur le pin maritime. Cependant, 1a pression de turgescence était rétablie, identique a celle des
témoins dans tout I'apex racinaire. Il a été conclu que l'extensibilité des parois avait été réduite dans la partie
distale de la zone d'élongation, entrainant la réduction de la vitesse relative d'élongation. Il apparait ainsi que
l'augmentation de l'extensibilité n'est pas nécessairement une réaction typique des propriétés pariétales des
tissus racinaires en réponse au stress hydrique.

Lors des stress de -0,45 MPa et de -0,66 MPa, dans la partie distale de la zone de croissance,
I'extensibilité des parois a pu étre augmentée, maintenue ou diminuée. I1 est possible que l'extensibilit¢ ait
été réduite et soit responsatle de la réduction de la vitesse de croissance locale dans cette région. Cependant, il
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est plus probable que I'extensibilité ait augmenté dans toute la zone de croissance. En effet, la diminution de
la pression de turgescence enregistrée dans la partie distale de la zone d'élongation était suffisante pour
expliquer la réduction de la vitesse relative d'élongation.

2.8.3 Stress osmotique et activité mitotique

les variations de 'activité mitotique induites par les différents niveaux de contrainte hydrique étaient
positivement corrélées aux variations du grandissement cellulaire. Ceci est en accord avec les résultats de
Meyer et Boyer (1972) qui ont montré que, dans les tissus en croissance de I'hypocotyle de soja soumis 2 un
déficit hydrique, le taux de division cellulaire diminuait avec la méme intensit€ que le grandissement
cellulaire,

On ne sait si une relation de cause 2 effet existe entre ces deux phénomenes. La corrélation positive entre
I'activité mitotique et le grandissement cellulaire est en accord avec I'hypothese émise par Hsiao (1973) selon
laquelle le déficit hydrique pourrait altérer I'activité mitotique via le grandissement cellulaire, en agissant sur
le temps nécessaire a la cellule mere pour atteindre la taille minimum pour entamer son cycle de division.

2.8.4 Relations hydriques cellulaires

Quelle qu'ait été l'intensité de la contrainte, la pression de turgescence a été affectée négativement. La
racine de pin maritime a montré une faible capacité 3 osmoréguler et un maintien de 1a turgescence de moins
en moins efficace avec I'augmentation de la contrainte. Des plantes annuelles telles que le blé et le mais ont
montré une régulation parfaite de la turgescence jusqu'a des intensités de stress de -0,72 MPa pour le blé
(Pritchard et al., 1991) et -0,96 MPa pour le mais (Pritchard et al., 1993). Cependant, une limite 2
I'ajustement existe pour ces espéces également. Un stress de -1,6 MPa a réduit la turgescence de 0,2 MPa
dans des plantules de mais (Spollen et Sharp, 1991). L'osmorégulation induite par un stress hydrique se fait
essentiellement via I'accumulation de composés organiques tels que des hexoses (Pritchard, 1994). Les plants
de pin maritime étaient peut-tre trop jeunes (parties aériennes peu développées) pour maintenir totalement la
pression de turgescence. L'application du stress a peut-&tre ét€ trop rapide et l'abaissement du potentiel
hydrique trop important pour qu'une osmorégulation ait eu le temps de se mettre en place. Meier et al. (1992)
ont montré que la vitesse de diminution du potentiel hydrique était déterminante pour l'intensité de
I'osmorégulation chez Pinus taeda.

Comme Pritchard et al. (1991) I'avaient noté chez le blé, les cellules apicales des racines de pin maritime
ont présenté une meilleure capacité A maintenir la pression de turgescence (stress de -0,66 MPa), méme si la
régulation n'était pas complete. C'est aussi dans cette partiec de la zone d'élongation que les capacités
d'ajustement des propriétés rhéologiques étaient les plus importantes.

Dans les plants Témoin, nous avons montré que le potentiel hydrique cellulaire était inférieur d'environ
0,25 MPa 2 celui de la solution baignant les racines. Dans les plants soumis au stress -0,66 MPa, la
différence de potentiel entre le milieu intracellulaire et la solution nutritive était de I'ordre de 0,45 MPa. Cette
augmentation de la différence de potentiel hydrique pourrait étre expliquée par plusieurs hypotheses. N'Guyen
(1986) mentionne que le PEG peut former un manchon autour de la racine. Un phénomene de couche limite
aurait pu se développer en périphérie de la racine. D'autre part, les conditions hydriques limitantes auraient pu
réduire le coefficient de réflectivité o. Enfin, une erreur (surestimation) dans la détermination du potentiel
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hydrique de 1a solution de PEG n'est pas exclue (Michel et Kaufmann, 1973) et pourrait aussi expliquer ce
déséquilibre des potentiels.

Dans le traitement -0,66 MPa, le potentiel hydrique cellulaire était uniforme le long des 10 premiers
millimetres de 'apex, identique dans la zone de croissance et dans la zone mature. Contrairement A ce qu'ont
montré Matyssek et al. (1991) nous n'avons pas mis en évidence de gradient de potentiel entre tissus matures
et tissus en croissance. La conductance hydraulique serait donc forte, méme en conditions de déficit hydrique,
et ne limiterait pas la croissance. Frensch et Hsiao (1994), en étudiant 1a réponse 2 trés court terme de la
pression de turgescence et de la croissance de racines de mais soumises 2 un stress hydrique, ont également
conclu que la conductance hydraulique ne limitait probablement pas 1a croissance. Par contre, ces auteurs ont
montré que, dans cette réponse A trés court terme, le flux de solutés nécessaire A l'osmorégulation limitait
vraisemblablement 1a vitesse de récupération de I'élongation racinaire.

2.9 CONCLUSION

La croissance racinaire du pin maritime a ét€ stimulée par un stress osmotique modéré mais inhibée par
un stress osmotique supérieur A -0,45 MPa. Les plantules ont montré une faible capacité 2 osmoréguler, ce
qui a induit une diminution de la pression de turgescence de plus en plus forte avec l'intensité croissante de la
contrainte. Cependant, uie augmentation de I'extensibilité des parois dans tout ou partic de la zone
d'élongation a permis la stimulation ou a limité 1'inhibition de la croissance racinaire, en dépit de la réduction
de la pression de turgescence. L'absence de gradient de potentiel hydrique entre tissu en croissance et tissu
mature tend A montrer que la conductance hydraulique ne limitait pas la croissance, méme en conditions
hydriques limitées.



Chapitre 3 :  Effets de la carence en potassium
sur la croissance du systéme
racinaire

Les différents résultats présentés dans ce chapitre sont issus de plusieurs expériences réalisées sur des
plantules de pin maritime, cultivées en hydroponie pendant les 4 semaines suivant la germination. Deux
types de carences ont €té appliquées. Une carence en potassinm umiquement (XD) a consisté A réduire 'apport
en potassium au quarantiéme de 1'apport aux témoins. La deuxi¢me carence a réduit 'apport de tous les macro-
éléments (N, P, K, Ca, Mg, Cl, S) 2 ce méme niveau (MD).

Les objectifs de cette série d'expériences étaient de :
- définir les effets de la carence en potassium sur la croissance du systéme racinaire du pin maritime,
pivot et racines latérales,
- déterminer le rdle respectif de la pression de turgescence et des propriétés rhéologiques dans les
perturbations de Ia croissance racinaire induites par la carence potassique,
- déterminer la nature des solutés générant le potentiel osmotique cellulaire dans les racines soumises
ou non soumises 2 la carence potassique.

3.1 DEVELOPPEMENT DU SYSTEME RACINAIRE

3.1.1 Biomasse et rapport R/S

Apres 4 semaines de culture en milieu carencé, les différences de biomasse entre traitements sont restées
faibles (tab. 4). La biomasse des parties aériennes n'a été diminuée significativement par aucun des deux
traitements alors que celle des racines I'a été par la carence XD uniquement.

Le rapport des biomasses partie aérienne/partie racinaire (Root/Shoot: R/S) des plants carencés KD était &
la limite d'étre significativement plus faible que celui des Témoin (P = 0,055). Une forte variabilité inter-
individu a probablement masqué certains effets sur la croissance. Le stress multi-minéral n'a pas affecté le
rapport R/S. Il apparait donc qu'un déséquilibre dans I'apport des macroéléments, sous la forme d'une carence
potassique, a été plus perturbant pour la croissance racinaire qu'une réduction de tous les macroéléments en
respectant les proportions entre £léments.



Tableau 4 : Effet de 1a carence potassique (KD) et de la carence multiminérale (MD) sur la
répartition de la biomasse séche entre les parties aériennes et les parties racinaires de plantules de pin
maritime aprés 4 semaines de culture hydroponique. Moyenne * écart type, n = 8. Seuil de
signification des différences: 5%.

Témoin KD MD
Biomasse des parties aériennes 105.04 83.3¢ 97.04
(mg) £ 17.0 + 18.8 + 217
Biomasse des parties racinaires 43.14 328 b 4139
(mg) + 4.6 + 8.1 +99
R/S 0.42 9b 0375 04349
+ 0.04 + 0.04 + 0.05

Tableau § : Effet de la carence potassique (KD) et de la carence multiminérale (MD) sur le nombre
de racines latérales ou de primordia de racines latérales le long d'un cm de pivot, 2 différentes distances
du collet de 1a racine. Moyenne =+ écart type. o = 12,

Distance au collet 10 cm 14 cm 22 cm
Témoin 124 11.8 11.3
+22 +20 + 3.1
KD 12.0 11.8 11.7
+ 20 +24 +27
~MD 12.3 10.6 10.9

14 13 + 1.9
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Figure 41 : Effet de la carence potassique (KD) et de la carence multiminérale (MD) sur
la croissance @) de la racine principale (pivot) et b) des racines latérales de
plantules de pin maritime, au cours des 30 jours suivant la germination. Moyenne * écart
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3.1.2 Croissance des racines principale et latérales

Les cinétiques de croissance présentées dans les figures 41a et 41b sont issues de 1a premitre expérience
mais sont représentatives des 3 répétitions menées dans le cadre de cette étude.

Pendant les 4 semaines expérimentales, 1a croissance de la racine principale des plants Témoin est restée
constante 2 environ 0,51 mm h-! (fig. 41a). Aucun des deux traitements, carence en potassium seulement
ou carence multi-minérale, n'a affecté I'élongation de la racine principale au cours de ces 4 semaines.

Dans les 3 traitements, les racines secondaires sont apparues vers le 10*™ jour aprés la germination
(fig. 41b). Chez les plants non-carencés, la vitesse de croissance des racines latérales est restée constante 2
environ 0,10 mm h-! pendant toute I'expérience. La croissance des racines latérales était tres inférieure 2
celle du pivot.

La carence en potassium a induit une forte réduction de la vitesse de croissance des racines latérales
(fig. 41b, 42a et 42b). Déja plus faible dés les premiers jours suivant I'émergence, la vitesse de croissance
racinaire a encore diminué puis s'est stabilisée autour de 0,01 mm h-1,

La carence multi-minérale a réduit la vitesse de croissance des racines latérales 2 0,05 mm h-!. Bien que
l'intensité de la carence en potassium ait ét¢ la méme dans les deux traitements, 1'élongation des racines
latérales a été plus fortement inhibée par la mono-carence que par la carence multi-minérale.

3.1.3 Initiation des racines latérales

Dans le traitement 7émoin, la densité de (racines latérales + primordia de racine latérale) était identique &
10, 14 ou 22 an du collet de la plantule, soit environ 12 racines, naissantes, avortées ou développées par
centimetre de racine principale (tab 5). Le rythme d'initiation des racines latérales n'a donc pas varié au cours
des 4 semaines expérimentales.

Ni la carence KD, ni la carence MD n'ont changé la densité de (racines latérales + primordia de racines
latérales) le long des 22 premiers cm de la racine principale. Les carences en potassium et en macroéléments
n‘ont eu aucun effet sur l'initiation des racines latérales.

3.2 ANALYSE BIOMECANIQUE DE LA CROISSANCE DE LA RACINE PRINCIPALE

3.2.1 Longueur des cellules et vitesse de croissance locale

Ces mesures n'ont été faites que sur les traitements Témoin et KD.

La racine principale des plantules témoins a montré un profil de longueur de cellules "classique”
(figure 43a), identique A ceux présenté dans les chapitres 1 et 2. La longueur des cellules matures était
d'environ 310 mm et a ét¢ atteinte 2 7 mm du méristéme. Le profil des longueurs de cellules des plants
carencés en potassium a été similaire A celui des témoins.

La vitesse de croissance locale a été calculée manuellement, sans ajustement théorique (cf. Matériel et
méthodes). Cette méthode de calcul et le faible nombre de racines analysées (6/7 racines par traitement) ont
conduit 2 une forte variabilité de la vitesse de croissance locale. La courbe en cloche était tout de méme
reconnaissable dans les 2 traitements (figure 43b). Etant donné que la croissance de la racine principale et les
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Figure 43 : Effet de la carence en potassium (KD) sur a) la longueur des cellules
(moyenne * écart type) et b) la vitesse de croissance locale (moyenne + erreur standard)
en fonction de la distance au méristtme de la racine pricipale de pin maritime.
Témoin, n = 7; KD, n = 6. La zone hachurée correspond 2 la position ol les mesures de
pressions de turgescence et osmotique ont été effectuées.



Racine principale

Tableau 6 : Effets de la carence potassique (KD) et de la carence multi-minérale (MD) sur la pression de
turgescence et la pression osmotique cellulaire mesurées en 2 positions caractéristiques le long de la racine
principale de plantules de pin maritime :

1) 2 3-4 mm du méristtme, c'est-3-dire au milieu de la zone d'élongation (cf. fig 43), dans les cellules
en croissance rapide.

2) 2 30 mm de l'apex, loin de 1a zone de croissance, dans les cellules matures.

Pression de turgescence Pression osmotique
(MPa) (MPa)
Témoin KD MD Témoin KD MD

Zone d'élongation 0.54 ¢ 054 ¢ 053¢ 0914 0924 0.88 ¢
(3-4 mm du méristéme)

+ 0.05 + 0.04 £ 0.06 + 0.12 + 0.10 + 0.15

n=18 n=10 n=12 n=21 n=14 n=18
Zone mature 0464 0414 0434 0808  o075%  074b
(30 mm de l'apex)

+ 0.04 + 0.04 + 0.08 + 0.12 + 0.07 + 0.13

n=10 n=10 n=17 n=15 n=9 n=12

Tableau 7 : Potentiel hydrique cellulaire en 2 positions caractéristiques le long de la racine
principale de plantules de pin maritime. Le potentiel hydrique a été calculé par différence des moyennes
de pression de turgescence et de pression osmotique du tableau 6.

Potentiel hydrique

(MPa)
Témoin KD MD
Zone d'élongation -0.37 -0.38 -0.35

Zone mature -0.34 -0.34 -0.31
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profils de longueur des cellules étaient similaires dans les deux traitements, on peut considérer que la
distribution de la vitesse de croissance locale était également identique dans les plants témoins et carencés.

3.2.2 Pression de turgescence et pression osmotique

La pression de turgescence cellulaire (P) et la pression osmotique (r) ont ét€ mesurées en 2 positions
caractéristiques de la racine principale : 4 4-5 mm de I'apex, c'est-3-dire dans les cellules en croissance rapide
(zone hachurée dans la figure 43b) et A 30 mm de 1'apex, dans des cellules matures éloignées de la zone de
croissance.

Dans les plants non carencés, la pression de turgescence était de 0,54 MPa dans les cellules en croissance
rapide (tab. 6). Dans les cellules matures (4 30 mm de I'apex), P était significativement plus faible,
0,46 MPa (P < 0,001). Les carences minérales XD et MD n'ont affecté la pression de turgescence dans
aucune des 2 positions.

La pression osmotique cellulaire des plants témoins était de 0,91 MPa dans les cellules en croissance
rapide et de 0,80 MPa 2 30 mm de l'apex (tab. 6). Comme pour la pression de turgescence, les carences
minérales XD et MD n'ont pas changé significativement la pression osmotique ni dans les cellules en
croissance (0,92 et 0,88 MPa respectivement) ni dans les cellules matures (0,75 et 0,74 MPa,
respectivement).

Comme pour la pression de turgescence, une différence de pression osmotique d'environ 0,1 MPa a été
observée entre zone de croissance et zone mature (30 mm de l'apex). La décroissance de la pression de
turgescence et de la pression osmotique cellulaire avec I'éloignement par rapport au méristéme n'était pas
visible dans les 10 premiers millimetres de I'apex (§ 1.2.2). Les mesures 4 30 mm de I'apex ont montré que
P et © diminuaient effectivement avec 1'éloignement par rapport au méristéme.

Le potentiel hydrique des cellules en croissance et des cellules matures a été calculé par différence entre les
moyennes de P et % (tab. 7). Dans les 3 traitements, le potentiel hydrique était de F'ordre de -0,35 MPa dans
la zone de croissance et A peine plus faible dans la zone mature, 3 30 mm de I'apex. La différence de potentiel
hydrique entre ces 2 positions sur la racine principale était au maximum de 0,04 MPa.

Dans le traitement Témoin, la pression de turgescence dans la zone de croissance était tres voisine de celle
mesurée dans I'expérience de stress os.motiqixe, soit 0,5 MPa. Par contre, la pression osmotique mesurée dans
cette expérience était supérieure de 0,15 MPa A celle mesurée dans I'expérience précédente. Le potentiel
hydrique des plants non stressés a donc &€ 0,15 MPa plus faible dans cette expérience sur le stress minéral
que dans I'expérience sur le stress osmotique. L'origine de cette différence est discutée dans le § 3.5.

3.2.3 Extensibiiité des parols

La croissance de la racine principale (fig. 41a), la distribution de la vitesse relative de croissance dans la
zone d'élongation (fig. 43b), la longueur des cellules matures (fig. 43a) et la pression de turgescence dans les
cellules en croissance (tab. 6) ont été identiques dans les deux traitements Témoin et KD. Ainsi, nous
pouvons conclure que la carence en potassium n'a pas non plus modifié I'extensibilité des parois dans la zone
d'élongation de la racine principale de plantules de pin maritime.



Racines latérales

300 F e

g

=

Qw) o

2

5]

S 200 F

S

g !

)

8

= 100 p
] u Témoins

o KD

0 Tt

= 006 | b

&

L

e |

g ]

8

g 0.04

é _<>

3

2

& om %

>

0.00 wvév Lé__ll U

0 2 4 6 8 10
Distance au méristtme (mm)

Figure 44 : Effets de la carence en potassium (KD) sur @) la longueur des cellules
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Tableau 8 : Effets de la carence potassique (KD) et de la carence multiminérale (M D) sur la pression de
turgescence et la pression osmotique cellulaire mesurées dans la zone de croissance des racines latérales de
plantules de pin maritime, & 1,5-3 mm du méristéme, c'est-a-dire dans la partie distale de la zone d'élongation (cf.

fig 44).

Pression de turgescence Pression osmotique
(MPa) (MPa)
Témoin KD MD Témoin KD MD
Zone d'élongation 044¢ 0374 o414 0824 0675 0655
(1.5-3 mm du méristeéme)
+ 0.04 + 0.06 + 0.09 + 0.07 + 0.14 + 0.15
n=26 n=16 n=11 n=21 n=13 n=18

Tableau 9 : Potentiel hydrique cellulaire dans la partie distale de la zone d'élongation des racines latérales de
plantules de pin maritime. Le potentiel hydrique a été calculé par différence des moyennes de pression de

turgescence et de pression osmotique du tableau 8.

Potentiel hydrique
(MPa)

Témoin KD MD

Zone d’élongation -0.38 -0.30 -0.24




Résultats : Croissance racinaire et carence potassique 60

3.3 ANALYSE BIOMECANIQUE DE LA CROISSANCE DES RACINES LATERALES

3.3.1 Longueur des cellules et vitlesse de croissance locale

Les profils des longueur de cellules et de la vitesse de croissance locale ont été déterminés A partir de 22
racines latérales dans le traitement Témoin et de 25 racines latérales dans le traitement KD. Comme pour les
racines principales, nous avons observé une trés forte variabilité des profils d'une racine a I'autre dans les deux
traitements. En plus des raisons invoquées précédemment, ceci pourrait s'expliquer par la fragilité des racines
latérales (la croissance était affectée par la moindre perturbation mécanique) et par une plus grande difficulté de
lecture des longueurs de celiules sur les coupes faites A main levée.

Des différences ont tout de méme été révélées d'un traitement A I'autre. Dans le traitement Témoin, la
longueur des cellules, d'environ 30 pm dans le méristtme, a augmenté assez rapidement pour atieindre
230 pm, 4 mm plus loin (fig. 44a). La carence en potassium a réduit la longueur des cellules matures a
180 pum, longueur définitive atteinte spatialement plus t6t, 3 3 mm du mérist®me.

Le profil de la vitesse de croissance dans les apex des racines latérales des plants non stressés a montré
une forme plutdt dissymétrique (fig. 44b). Le profil était caractérisé par une forte augmentation de la vitesse
relative d'élongation dans le premier millimetre de I'apex puis une diminution plus lente dans les 3 mm
suivants. La vitesse de croissance locale maximum était de 0,06 h-1. L'¢longation cellulaire s'est arrétée 2 4-
5 mm du méristéme,

La carence en potassium a raccourci la zone d'élongation aux 3 premiers millimetres. La vitesse de
croissance locale a été réduite dans foute la zone d'élongation des racines latérales. La vitesse de croissance
locale maximum était de 0,035 h-1.

3.3.2 Pression de turgescence et pression osmotique

Mesures ponctuelles & 2-3,5 mm de ['apex

Le tableau 8 présente les valeurs de turgescence cellulaire mesurées ponctuellement 2 2-3,5 mm de I'apex
des racines latérales, soit 2 1,5-3 mm du méristtme, dans la partie distale de la zone d'élongation (zone
hachurée, fig. 44b). Ces mesures ont été effectuées sur les mémes plants ou P et & ont ét€ mesurés dans la
racine principale (tab 6).

Dans la partie distale de 1a zone d'élongation, la pression de turgescence cellulaire des plants Témoin était
de 0,44 MPa (tab. 8), c'est-2-dire 0,1 MPa plus faible que dans la zone d'élongation de la racine principale.

La carence potassique a significativement réduit la pression de turgescence 2 cette position a 0,37 MPa
(P<0,05). La carence multi-minérale n'a pas affecté 1a pression de turgescence (0,41 MPa).

La pression osmotique dans les plants non stressés était de 0,82 MPa (tab. 8). Les deux carences
minérales ont significativement réduit la pression osmotique 2 0,67 et 0,65 MPa, respectivement.

A 3 mm de l'apex des racines latérales, les botentiels hydriques étaient de -0,38, -0,30 et de -0,24 MPa
dans les traitements Témoin, KD et MD, respectivement (tab. 9). Le potentiel hydrique des plants Témoin
était du méme ordre dans les racines latérales que dans la racine principale. Les carences minérales n'avaient
pas affecté le potentiel hydrique dans la racine principale. Dans les racines latérales, le potentiel hydrique a €té
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Figure 4S5 : Effet de I'application d'une carence potassique (KD) sur la pression de
turgescence cellulaire le long des 8 premiers mm de 1'apex des racines latérales de pin
maritime. Chaque point est une mesure dans une cellule individuelle. Les profils des
vitesses de croissance locale des deux traitements sont rappellés en pointillés.
Pression de turgescence moyenne pour chaque traitement dans les différentes zones définies

de I'apex (moyenne + écart type). ns: non significatif, * : P<0.05.
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sensiblement réduit par la carence potassique et encore plus par 1a carence muti-minérale. Ces valeurs ne sont
pas des moyennes mais des différences de moyennes, il n'est pas possible de savoir si les écarts sont
significatifs.

Profils le long de I'apex

D'apres les profils de vitesse de croissance locale, 1'endroit ol P et & ont été mesurés ponctuellement s'est
révélé mal choisi (fig. 44). En effet, cette position, de 1,5 2 3 mm du méristme correspond 2 la partie trés
distale de la zone de croissance, ou la vitesse relative d'élongation des cellules diminue fortement dans les
traitements Témoin et KD. Aussi, pour ces deux traitements, nous avons établi le profil de pression de
turgescence le long des 8 premiers millimetres de I'apex des racines latérales (fig. 45).

Comme il a été mis en évidence dans la racine principale, la pression de turgescence était uniforme le
long de I'apex des plants non stressés, indépendante de 1a vitesse relative d'élongation des cellules. La pression
de turgescence était d'environ 0,45 MPa.

Dans les plants carencés en potassium, la pression de turgescence était également assez uniforme dans les
8 premiers millimetres de I'apex racinaire. Le coefficient de régression linéaire n'était pas significativement
différent de zéro (P = 0,15) et nous avons comparé les pressions de turgescence moyennes des deux
traitements (fig. 45). Dans les plants carencés, P était significativement plus faible (0,40 MPa) que dans les
plants témoins: 0, 45 MPa (P £0,05). Ce résultat était donc en accord avec les valeurs ponctuelles
présentées dans le tableau 8. Cependant, la pression de turgescence des plants carencés tendait A décroitre avec
I'éloignement au méristéme. Pour cette raison, nous avons analysé la situation aprés avoir scindé I'apex
racinaire en deux régions physiologiquement différentes, la zone d'élongation (de 0 & 3 mm de I'apex) et la
zone mature (fig. 45). La pression de turgescence dans la zone mature (3-8 mm) des plants carencés était
significativement inférieure 2 celle des plants non stressés (0,38 et 0,46 MPa, respectivement). Par contre,
les valeurs moyennes de P dans 1a zone de croissance ne différaient pas entre les traitements (0,44 MPa et
0,42 MPa).

3.3.3 Extensibilité des parois

L'étude des profils de pression de turgescence et de vitesse de croissance locale (fig. 45) a montré que la
vitesse relative d'élongation a été réduite dans toute 1a zone de croissance, alors que la pression de turgescence
a été maintenue dans cette région. La carence en potassium a donc induit une réduction de I'extensibilité des
parois dans toute la zone d'élongation des racines latérales.
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Figure 46 : Concentrations tissulaires en ions inorganiques, glucose, fructose et glutamine et
pression osmotique vacuolaire (exprimée en millimolaire, mM) dans différentes parties du systéme
racinaire de plantules de pin maritime cultivées en conditions optimales. Les solutés organiques
n'ont pas ét€ dosés dans la partie Agée de la racine principale. Chaque concentration est la moyenne

de 4 2 6 dosages. L'écart type était toujours inférieur 3 10% de la valeur moyenne.
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3.4 TENEUR EN POTASSIUM ET PRESSION OSMOTIQUE

Les données présentées dans ce chapitre sont le résultat des dosages effectués dans les expériences a, b, ¢
et d. Les pressions osmotiques ont ét¢ mesurées sur des échantillons de suc vacuolaire. Par contre, les
éléments minéraux, les sucres solubles et les acides aminés ont été dosés sur des extraits tissulaires,
comprenant apoplasme, cytoplasme et vacuole. Compte tenu du fait que le volume vacuolaire représente plus
de 90% de celui du tissu, les concentrations tissulaires sont probablement assez voisines des concentrations
vacuolaires. N'ayant tenu compte ni de la dilution par I'apoplasme, ni des coefficients osmotiques, les valeurs
calculées de la participation des solutés 2 la pression osmotique sont semi-quantitatives seulement.

NB: Les différents ions inorganiques ont ét€ symbolisés par des lettres sans faire mention des charges.
Nous avons choisi cette écriture par soucis de clarté et d'homogénéité. En effet, 1a spectrométrie ICP-EOS
dose des éléments et non des ions. De plus, la chromatographie ionique ne renseigne pas sur la forme ionique
initiale P043' ou HPO42‘, etc. Ces différents éléments sont cependant sous forme cationique ou anionique.

3.4.1 Solutés générant la pression osmotique dans les différentes parties
du systéme racinaire

Dans les différentes parties du systéme racinaire de pin maritime, les ions inorganiques représentaient de
30% a 40% de la pression osmotique totale (fig. 46). Le potassium était le cation essentiel (48 & 58 mM).
Le sodium, le magnésium et le calcium étaient présents en tres faible quantité (0 a 2,5 mM). Les anions
inorganiques étaient représentés par les chlorures (35-40 mM) et les phosphates (15-20 mM). La
concentration en sulfate était trds faible, Elle était Iégerement plus élevée dans les parties plus agées de la
racine principale et dans les racines latérales (de 0,6 4 5 mM). Les nitrates étaient présents sous forme de
traces seulement.

Parmi les sucres solubles dosés, seuls le fructose et le glucose étaient présents en quantité non
négligeable. Saccharose, ihositol et pinitol n'étaient présents que sous forme de traces. Glucose et fructose
étaient en concentration équivalente dans toutes les parties dosées mais 2 des niveaux différents : 40 mM
chacun dans 1'apex, 18 mM dans le post-apex de la racine principale et environ 10-12 mM dans les racines
latérales. _

Parmi les acides aminés dosés, la glutamine était présente A des concentrations 10 2 100 fois supérieures
aux autres. La concentration de cet acide aminé de stockage et de transport de 'azote était de 22 mM dans
I'apex de la racine principale et 9 mM dans les racines latérales.

La pression osmotique dans I'apex de la racine principale de pin maritime était due pour 15% au
potassium, 15% aux anions inorganiques, 22% aux sucres solubles et 6% 2 la glutamine. Plus de 40% des
solutés générant la pression osmotique n'ont pas été pas identifiés. Dans le post-apex de la racine principale,
la fraction minérale était Iégérement plus importante (40%). La fraction (sucres solubles + glutamine) était
par contre plus faible, 18% seulement.

Dans I'apex des racines latérales, seuls 46% des solutés générant la pression osmotique ont €té identifiés.
La fraction minérale était importante: 36% de la pression osmotique.
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Figure 47 : Effets de la carence en potassium (KD) et de 1a carence multi-minérale (MD)
sur ]a concentration en ions inorganiques, sucres solubles et glutamine et sur la pression
osmotique dans les apex de la racine principale et des racines latérales.
Chaque valeur est une moyenne de 4 A 6 dosages. L'écart type était toujours inférieur
10% de 1a valeur moyenne.
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3.4.2 Effet des carences minérales sur les solutés générant la pression
osmotique dans I'apex de la racine principale et des racines latérales

Apex de |a racine principale

Dans I'apex de la racine principale, la carence potassique a réduit la concentration en potassium de moitié
(de 48 mM dans les Témoin A 24 mM dans les KD) (fig. 47). La carence KD a également induit une
réduction de 1a teneur totale en ions inorganiques (de 106 A 71 mM). Non seulement le déficit en potassium
n'a pas été compensé par d'autres cations mais il a entrainé une réduction de la teneur en chlorure. La
concentration en sucres solubles a augmenté de 81 2 103 mM et celle de glutamine de 22 4 48 mM. La
somme des concentrations en (ions inorganiques + sucres solubles + glutamine) était identique dans les
traitements Témoin et KD. L'augmentation de la concentration des solutés organiques a compensé la
diminution de la concentration en ions inorganiques. Le pourcentage de la pression osmotique expliqué par
I'ensemble de ces solutés est resté constant : 60 % (tab. 10).

La carence multi-minérale a réduit la teneur en potassium de 48 A 30 mM, c'est-2-dire moins que la
carence en potassium seulement (fig. 47). Pourtant I'apport de ce minéral était identique dans les deux
traitements carencés. L'apport en azote ayant été réduit dans la carence MD, la teneur en glutamine a été
réduite de 22 A 12 mM. Une augmentation de 1a teneur en sucres solubles, de 81 2 123 mM, a compensé la
réduction de la teneur en ions inorganiques et en glutamine. Ainsi, le pourcentage de la pression osmotique
expliqué est également resté constant dans ce traitement MD (tab. 10).

Dans les deux traitements XD et MD, la pression osmotique générée par les (ions inorganiques + sucres
solubles + glutamine) n'a pas été modifiée par rapport au traitement Témoin (tab. 10). Cette stabilité était
cohérente avec la constance de la pression osmotique dans la région apicale d'un traitement 2 I'autre.

Apex des racines latérales

La carence potassique a induit une trés forte réduction de la teneur en potassium dans les apex des racines
latérales, de 48 A 6 mM, soit 8 fois moins que dans le traitement Témoin (fig. 47). Comme dans la racine
principale, aucune accumulation de cations n'a remplacé le potassium. Au contraire, les teneurs en chlorure et
en phosphate ont diminué, réduisant la part minérale de la pression osmotique de 36 2 17 % (tab. 10).

La carence potassique n'a pas affecté la teneur en sucres et, méme si la concentration en glutamine a
presque doublé (de 9 2 16 mM), 1a somme des concentrations en (ions inorganiques + sucres solubles +
glutamine) a été réduite de 67 mM. Cette réduction était trés voisine de la réduction de la pression osmotique
mesurée dans les cellules de I'apex des racines latérales, 60 mM (tab. 10). Par ailleurs, le pourcentage de la
pression osmotique expliqué par les trois types de solutés dosés a été réduit de 46 3 31 %.

La carence multi-minérale a réduit la teneur en potassium dans l'apex des racines latérales de 48 a
13 mM, environ 2 fois moins que la mono-carence (fig. 47). La concentration en sodium a été multiplice
par 4, compensant partiellement la réduction en potassium. Globalement, la concentration en ions
inorganiques a été tout de méme réduite de 36 2 23 % (tab. 10). La teneur en glutamine a diminué de 9 2
5 mM. Une augmentation de la concentration en sucres solubles, de 15 4 27 mM, a compens¢ une partie de
la réduction de la concentration en ions inorganiques. Cependant, la somme des concentrations en (ions
inorganiques + sucres solubles + glutamine) a été réduite de 40 mM. Par contre, la réduction de la pression



Tableau 10 : Effets de la carence en potassium (KD) et de la carence multi-minérale (M D) sur la contribution
des ions inorganiques, des sucres solubles et de la glutamine 2 la pression osmotique et sur le pourcentage de la
pression osmotique expliquée. Chaque valeur est une moyenne de 4 A 6 dosages. L'écart type était toujours
inférieur 2 10% de 1a valeur moyenne.

Racine Racine Racines

principale principale latérales

Apex Post-apex Apex
Tém. KD MD Tém. KD MD Tém. KD MD
n total (MPa) 091 092 0.88 08 0.75 0.74 0.82 0.67 0.65
(mM) 364 368 352 320 300 296 328 268 260

Contribution des différents solutés a la pression osmotique

[K] (mM) 48 24 30 58 11 25 48 6 13
Ions inorganiq. (mM) 106 71 76 128 55 T 119 45 59
Sucres solubles (mM) 81 103 123 35 64 62 24 24 39
Glutamine (mM) 22 48 12 22 48 13 9 16 5
Somme (mM) 200 221 210 186 167 146 151 84 104

Pourcentage de la pression osmotique expliquée par :

K (%) 13 6 8 18 4 9 15 2 5
Ions inorganiq. (%) 29 19 22 40 18 24 36 17 23
Sucres solubles (%) 2 28 35 1 21 21 7 9 15
Glutamine (%) 6 13 3 7 16 5 3 6 2
Somme (%) 58 60 60 58 56 49 46 31 40

Variation de la contribution des solutés a la pression osmotique par rapport au
traitement Témoin:

Ions inorganiq. (mM) -35 30 -3 -57 74 -60
Sucres + GIn (mM) +46 +32 +53 +18 +7 +19
Somme (mM) +11  +2 -20 -39 -67 40
n total (mM) +  -12 -20 -24 60 68
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osmotique dans les cellules de 'apex était de 68 mM. Il est probable que la concentration d'autres solutés,
non analysés, ait également diminué. Le pourcentage de la pression osmotique expliqué par les trois types de
solutés n'a été réduit que de 46 a2 40%.

Bilan

Dans l'apex de la racine principale des plants KD et MD, le déficit en ions inorganiques, d'environ
35 mM, a été totalement compensé par une augmentation de la teneur en solutés organiques, sucres solubles
et glutamine. Dans la mono-carence, glutamine et sucres ont tous deux contribué au maintien de la pression
osmotique. Dans la carence multi-minérale, 1a réduction de l'apport en azote a conduit 2 une compensation par
les sucres solubles uniquement.

Dans l'apex des racines latérales des plants KD, le déficit en ions inorganiques, d'environ 75 mM, n'a
quasiment pas été compensé. La réduction de la concentration en ions inorganiques était quasi identique 2 la
réduction de la pression osmotique vacuolaire.

Dans l'apex des racines latérales des plants MD, le déficit en ions inorganiques, d'environ 60 mM, n'a
pas été totalement compensé malgré une augmentation de la teneur en sucres solubles. L'augmentation de la
teneur en sucres solubles a certainement ét¢ accompagnée d'une réduction d'un ou plusieurs composés non
identifiés. Comme dans le traitement XD, la réduction de la concentration en ions inorganiques a été quasi
identique 2 la réduction de 1a pression osmotique vacuolaire.



Résultats : Croissance racinaire et carence potassique 65

3.5 DISCUSSION

3.5.1 Intensité de la carence en potassium

Apres 4 semaines de culture, 1a teneur en potassium dans le syst®me racinaire des plants carencés KD
était de 0,79 + 0,03 % du poids sec (%PS) contre 2,42 + 0,16 % dans les plants témoins (données non
présentées). Dans les parties aériennes (hypocotyle, cotylédons et feuilles primordiales), la teneur en
potassium était de 0,84 + 0,04 %PS dans les plants carencés et 1,69 + 0,14 %PS dans les plants témoins.
Ces valeurs paraissent encore €levées comparées 2 la teneur minimale pour une croissance optimale chez le
pin sylvestre, 0,4-0,5 %PS (Bonneau, 1992). Cependant ces normes ont été établies sur des aiguilles
prélevées sur de jeunes plants, en novembre, c'est-2-dire lorsque le plant est au repos et que la concentration
en potassium est la plus faible. Elles ne sont pas directement comparables 4 nos valeurs. De plus, des
nécroses circulaires au sommet des aiguilles, symptomes de carence (Seillac, 1967), commengaient
apparaitre sur certains plants. La réduction de I'apport en potassium dans la solution nutritive a donc bien
entrainé une carence potassique.

La teneur en potassium dans le systéme racinaire et dans les parties aériennes des plants MD était de 0,85
+ 0,05 %PS. L'intensité de la carence en potassium était donc comparable 2 celle dans les plants KD. Aucun
symptdme de carence n'a été observé sur ces plantules.

3.5.2 Solutés et pression osmotique

Composition de I'extrait tissulaire des témoins

Dans les différentes parties du systéme racinaire, environ 50 & 60% de la pression osmotique ont été
expliqués par la somme des éléments minéraux, K, Mg, Ca, Cl, P et S, plus le glucose et le fructose, plus ia
glutamine.

La part minérale était de 30 A 40% de =, dont la moitié était due au potassium. La part minérale de la
pression osmotique dans les apex racinaires en croissance de chéne pédonculé était de 20% environ dont la
moiti¢ était également due au potassium (Vivin et al., 1995). Dans les racines de mais, 3 5 mm de I'apex, les
ions K et Cl constituaient environ 50% de la pression osmotique (Pritchard et Tomos, 1993). Par contre,
dans les feuilles, 1a part minérale était plus importante que dans les racines: 45% chez le chéne (Vivin et al.,
1995), plus de 90% chez l'orge (K, Ca, NO; et Cl) (Fricke et al., 1994).

Parmi les sucres solubles analysés, seuls glucose et fructose étaient présents en concentrations
significatives. Ces deux sucres ont généré environ 10 a 20% de &. Les dosages ont été conduits sur les apex
de plants tres jeunes. Lors de dosages d'extraits de systémes racinaires entiers, nous avons observé la présence
de saccharose parmi les solutés (données non présentées). Il est possible que le saccharose apparaisse plus tard
dans les parties plus matures du systtme racinaire. D'ailleurs, du saccharose a été mis en évidence dans les
racines de pin maritime de 2 ans (Catherine Picon, comm. pers.).

Le dernier élément présent en quantité significative dans les racines de pin maritime, la glutamine, a
également été mis en évidence par Vivin ef al. (1995) dans les tissus racinaires de chéne pédonculé.
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Environ 40% des solutés participant a la pression osmotique n'ont pas ét¢ identifiés. Une partie des
solutés non dosés susceptibles de contribuer &  pourraient étre d'autres acides aminés. Par exemple, la
proline et la glycine bétaine sont des acides aminés pouvant &tre présents a de fortes concentrations dans le
cytoplasme sans perturber le métabolisme cellulaire (Voetberg et Sharp, 1991). Les acides organiques tels que
malate, quinate et shiquimate participent aussi trés probablement de fagon importante 2 la pression osmotique
racinaire. Ainsi, Vivin (1995) a montré que les acides organiques quinate, succinate et malate étaient des
constituants essentiels de la pression osmotique dans les racines et les feuilles de chéne pédonculé.

Effets de la carence KD

La carence KD a réduit la concentration en potassium dans tous les compartiments du systéme racinaire
mais avec une intensité variable. L'apex de la racine principale a présenté une force de puits pour le potassium
nettement supérieure aux parties matures et a I'apex des racines latérales. Cette déposition préférentielle du
cation dans I'apex de la racine principale est en accord avec Marschner (1993), qui indique que ce cation est
essentiel A la croissance mais peut étre remplacé dans les tissus matures. De plus, la réduction de la
concentration en potassium dans I'apex des racines latérales a ét€ corrélée A une forte baisse de 1a croissance.

Alors que calcium et magnésium étaient présents en quantité dans la solution nutritive, ces cations n'ont
pas été absorbés A la place du potassium. Le sodium, qui aurait pu également se substituter au potassium
(Barraclough et Leigh, 1993), n'était pas présent en quantité importante. La baisse de la teneur en anions qui a
accompagné la réduction de 1a teneur en potassium est peut tre due 2 un probleme d'équilibre des charges.
Globalement 1a carence XD a réduit la part minérale de 1a pression osmotique dans tout le systéme racinaire.

Les solutés de remplacement du potassium ont ét€ le glucose, le fructose et la glutamine. Les sucres
solubles sont des osmoticums de remplacement classiques (Marschner, 1993). Le r6le joué par la glutamine
était moins prévisible. Les composés azotés "classiques” intervenant dans les réactions physiologiques au
stress sont plus généralement la proline, la glycine bétaine (acides aminés) (Voetberg et Sharp, 1991) et des
polyamines: spermidine, pmtescine' (Sarjala et Kaunisto, 1993).

3.5.3 Effet de la carence potassique sur la croissance

Croissance de la racine principale

Les deux carences KD et MD n'ont pas affecté les propriétés théologiques dans la zone de croissance de la
racine principale. De plus, le remplacement du potassium manquant a manifestement contribué au maintien
de 1a pression de turgescence dans cette région et donc 2 'absence d'effet de la carence sur la croissance de ce
type de racine. Cette constance de la pression de turgescence est certainement liée au maintien d'une
concentration en potassium relativement forte dans la zone de croissance. Apparemment, la teneur en
potassium (25 mM) est restée au dessus d'un seuil limitant. Barraclough et Leigh (1993) ont estimé ce seuil
dans les feuilles de Lolium multiflorum A environ 126 mM. Malheureusement, nous n'avons trouvé aucune
référence concernant les racines.

Croissance des racines latérales

Aucune des deux carences n'a réduit l'initiation des racines latérales. Par contre, la carence en potassium a
fortement inhibé leur croissance. La zone d'élongation a été raccourcie et la vitesse relative d'élongation
réduite. Les effets de cette carence sur la pression de turgescence ont été moins clairs. Dans la premiere série
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de mesures, la pression de turgescence 2 2-3 mm de l'apex (dans la partie trés distale de la zone d'élongation)
était significativement inférieure 2 celle des plants témoins. Dans la deuxiéme série de mesure, 1a pression de
turgescence dans la zone d'élongation était égale dans les deux traitements. Dans la zone mature, la pression
de turgescence des plants carencés était plus faible que celle des témoins. Apparemment, la pression de
turgescence tendait a €tre maintenue préférenticllement dans les cellules en croissance. Il est incontestable
qu'une réduction de l'extensibilité des parois a participé A I'inhibition de la croissance racinaire. Cependant, il
est possible qu'une diminution de la turgescence y ait contribué également. Mengel et Arneke (1982) ont
montré que l'expansion foliaire de plants de haricot était réduite par la carence en potassium; parallélement,
une pression de turgescence plus faible de 0,2 MPa a été mesurée dans les feuilles des plants carencés.
Barraclough et Leigh (1993) ont montré une décroissance parallele de la concentration en potassium, de la
pression osmotique et de la croissance foliaire de Lolium multiflorum. Ainsi, dans le cas des racines latérales
de pin maritime, il est possible que l'inhibition de la croissance ait été, partiellement au moins, induite par
une réduction de la pression de turgescence.

Le rdle de 'extensibilité des parois dans le contrSle de la croissance a été montré dans plusieurs types de
contraintes environnementales. En particulier, Pritchard et al. (1987) ont montré que la présence d'une forte
concentration en potassium (10 mM) dans la solution nutritive réduisait également I'extensibilité des parois
dans les racines de plantules de blé. Dans notre étude, c'est la carence en potassium qui a induit les mémes
conséquences. Il est probable que carence et exces de potassium n'agissent pas au méme niveau.

3.5.4 Comparaison des effets des carences KD et MD

La réduction de I'apport en potassium était identique dans les deux traitements KD et MD. Cependant, les
effets de ces deux carences sur les parametres mesurés ont été relativement différents.

Dans la racine principale, ces deux carences ne se sont distinguées que par la nature des solutés qui se
sont substitués au potassium. Par contre, dans les racines latérales, les réductions de la concentration
tissulaire en potassium, de la pression de turgescence a 2-3 min de I'apex et de la vitesse de croissance étaient
moins prononcées dans le traitement MD que KD.

Le meilleur maintien des concentrations en potassium et autres minéraux était probablement 1i€ au
respect de 1'équilibre des apports entre les différents constitutants de 1a solution nutritive et donc au respect de
1'équilibre entre les teneurs en différents éléments minéraux dans la plante. Il est intéressant de remarquer que
les symptOmes de carence sont apparus sur certains plants KD mais nous n'en avons pas observés sur les
plants MD.

3.5.5 Relations hydriques cellulaires

Dans les expériences précédentes (chapitres 1 et 2), le potentiel hydrique mesuré dans les plants Témoin
était de 'ordre de -0,25 MPa. Dans cette série-ci d'expériences, dans la racine principale et les racines
latérales, nous avons mesuré un potentiel hydrique de l'ordre de -0,35 MPa. Si on compare la différence de
potentiel milieu intracellulaire - milieu extérieur 2 la vitesse de croissance de la racine, on pourrait &tre tenté
de l'assimiler A un gradient de potentiel hydrique induit par la croissance. En effet, la racine principale a
présenté une vitesse de croissance nettement supérieure dans ces derni¢res expériences (0,5 mm h-! contre
0,33 mm h-! en moyenne dans les expériences de stress osmotique). Cependant, aucune différence de
potentiel n'a été mise en évidence entre tissu en croissance et tissu mature. De plus, 1a racine principale et les
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racines latérales, qui ont montré des vitesses de croissance trés différentes, présentaient la méme différence de
potentiel hydrique par rapport a la solution nutritive. Cette différence est donc difficilement explicable en
terme de relations hydriques. Il n'y a pas de raison pour que le coefficient ¢ ait été différent dans ces
traitements Témoin ni pour que la présence de solutés dans l'apoplasme et le phénomene de couche limite
évoqués dans les chapitres précédents soient amplifiés.

Les carences n'ont pas affecté le potentiel hydrique cellulaire de la racine principale. Dans les trois
traitements Témoin, KD et MD, le potentiel hydrique était environ de 0,04 MPa plus négatif dans la zone de
croissance que dans la zone mature. Cette différence pourrait refléter le potentiel hydrique induit par la
croissance. Cet ordre de grandeur du potentiel hydrique induit par la croissance est en accord avec celui avancé
par Cosgrove (1987b) mais avec pas ceux de Wesgate et Boyer (1985) qui mesurent des gradients de potentiels
de 'ordre de 0,2-0,3 MPa entre tissus matures et tissus en croissance.

Dans la zone de croissance des racines latérales, le potentiel hydrique semble avoir été réduit par la carence
en potassium et encore plus par la carence multi-minérale. Cependant, ce potentiel hydrique n'était pas lié 2 la
croissance étant donné que la croissance des racines latérales des plants MD était supérieure a celle des plants
KD, contrairement 2 la différence de potentiel hydrique entre milieu intracellulaire et milieu extérieur.

3.5.6 Différences entre racine principale et racines latérales

Dans les plants Témoin, la pression de turgescence et la pression osmotique dans les cellules en
croissance étaient supérieures d'environ 0,1 MPa dans la racine principale par rapport aux racines latérales.
Cette différence a d'ailleurs été conservée, voire amplifiée, dans les racines des traitements carencés. A notre
connaissance, c'est 1a premiere fois que de telles différences sont décrites dans un systéme racinaire. Dans les
racines latérales, le plus faible taux de croissance est peut-étre corrélé avec la plps faible pression de
turgescence. Cependant, nous n'avons pas d'information sur les parametres rhéologiques ¢ et Y de chaque type
de racine et aucune hypothese ne peut étre émise quant 2 I'origine biophysique de la différence de croissance.

Les deux types de racines différaient également par les solutés qui composaient la pression osmotique
vacuolaire dans I'apex racinaire. Les éléments minéraux étaient en concentration voisines mais les teneurs en
sucres solubles et en glutamine étaient bien plus faibles dans les racines latérales. Cette différence
physiologique est peut-&tre liée aux fonctions que remplissent ces racines. La racine principale a un role de
prospection, les racines latérales interviennent dans I'absorption des minéranx du sol et de I'eau.

La carence potassique et 1a carence multi-minérale ont réduit 1a croissance des racines latérales mais n'ont
pas affecté la croissance de la racine principale. Plusieurs études ont déja montré que la carence en potassium
réduisait la croissance du systéme racinaire (Qi et al., 1991, chez le peuplier; Seillac, 1967, chez le pin
maritime; Ericsson et Kihr, 1993, chez le bouleau). Cependant, seul Seillac (1967) a mentionné une réaction
différentielle des racines latérales et du pivot 2 1a carence potassique. Dans ce demier cas, la croissance du
pivot avait aussi été affectée mais moins que celle des racines latérales, probablement parce que I'expérience
avait duré plus longtemps que la ndtre et que la carence était plus prononcée.

Peu d'études s'attachent 3 étudier des différences de comportement entre différents types de racines au sein
d'un méme systtme. Waisel et Eshel (1991) mentionnent qu'elles ne sont pas si rares. Par exemple,
l'augmentation de la température a réduit 1a croissance du pivot de plantules de soja mais n'a pas affectée la
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croissance des racines latérales (Stone et Taylor, 1983). 11 a été postulé que c'était le résultat d'une meilleure
allocation du carbone aux racines latérales. Des différences d'allocation pourraient &tre aussi impliquées dans la
régulation de la croissance des racines de haricot entre le jour et 1a nuit. Par rapport A la phase diurne, la
croissance des racines latérales était réduite pendant la nuit alors que celle du pivot restait quasi constante
(Waisel et Eshel, 1991). Dans le cas de la carence en potassium, nous avons également montré des différences
d'allocations des sucres solubles entre les deux types de racines. Le déterminisme de la croissance différentielle
entre racine principale et racines latérales est mal connu. Il y a effectivement une différence d'allocation du
carbone mais est-ce la croissance qui contrdle 'apport en carbone ou I'inverse?

Ces réactions différentes entre racine principale et racines latérales en réponse a une variation de
température, de la lumiere ou de la disponibilité en potassium sont vraisemblablement li€es aux parametres
physiologiques différents que présentent les deux types de racines: vitesse de croissance, solutés vacuolaires,
pression osmotique et pression de turgescence. Ces résultats illustrent que 1'hétérogénéité morphologique d'un
systéme racinaire peut étre accompagnée d'une hétérogénéité physiologique, mais aussi de comportements
différents face A une contrainte.

3.6 CONCLUSION

La carence en potassium n'a altéré ni la pression de turgescence, ni les propriétés rhéologiques dans l'apex
de 1a racine principale. Par conséquent, sa croissance n'a pas €t affectée non plus. Par contre, la croissance
des racines latérales a été fortement réduite. Une réduction de l'extensibilité des parois dans toute la zone
d'élongation était essentielement responsable de cette inhibition de I'élongation des racines latérales. Dans ces
racines, la pression de turgescence tendait & &tre maintenue dans les cellules en élongation mais a été réduite
dans les cellules matures voisines.

La concentration tissulaire en potassium a été nettement mieux maintenue dans l'apex de la racine
principale que dans l'apex des racines latérales. De plus, le potassium manquant a €té tres efficacement
remplacé (par des sucres solubles et la glutamine) dans 1'apex de la racine principale. Ceci a contribué au
parfait maintien de la pression osmotique dans cette région. Dans les racines latérales, ol la teneur en
potassium a été considérablement réduite, la teneur en sucres solubles n'a pas augmenté, induisant une
réduction de la pression osmotique. Les allocations différentielles du potassium et des sucres solubles dans ces
deux types de racines sont 3 mettre en relation avec les différences de croissance observées.

La carence multi-minérale s'est distinguée de 1a carence en potassium seulement. Alors que la réduction de
l'apport en potassium était identique dans les deux traitements, les réductions de la teneur en potassium, de la
pression de turgescence et de la croissance des racines latérales ont été moins prononcées dans le cas de la
carence multi-minérale.



Discussion

NB: Les résultats ont fait l'objet d'une discussion a la fin de chaque chapitre. Ne seront discutés dans cette
partie que les aspects communs Q l'ensemble du travail réalisé dans cette thése. '

1 METHODOLOGIE

1.1 Les nouvelles microméthodologies

Le micromanometre intracellulaire et le picolitre osmometre offrent des avantages indiscutables. Ces
outils permettent des mesures directes de la pression de turgescence et de la pression osmotique avec une
résolution spatiale cellulaire. Ils ont permis de montrer qu'il peut exister des gradients de pression de
turgescence et de pression osmotique radialement dans Ia racine (Rygol et Zimmermann, 1990; Zimmermann
et al., 1992) ainsi que longitudinalement, comme nous. I'avons montré sur le pin maritime. Les pressions
osmotique et de turgescence mesurées jusqu'ici étaient des valeurs moyennes correspondant 2 une portion de
tissu. De plus, un risque de surestimation du potentiel hydrique dans les zones de croissance (et donc de sous-
estimation de la pression de turgescence) existe lorsqu'il est mesuré par psychroméirie. Par exemple, la
pression de turgescence dans les apex de racines de pin maritime, calculée par différence entre des mesures
psychrométriques du pdtemiel hydrique et de 1a pression osmotique (N'Guyen et Lamant, 1989b), était
d'environ 0,3 MPa dans les plants non stressés cultivés en hydroponique. Dans notre étude, les mesures
directes ont montré que P était plus proche de 0,5 MPa.

A la détermination des pressions de turgescence et osmotique 2 I'échelle cellulaire, il sera intéressant
d'associer les teneurs en sclutés dans la vacuole. Ce type de dosage est possibley pour les éléments minéraux
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sur des micro-échantillons de suc vacuolaire (prélevés lors des mesures de pression osmotique par exemple)
par analyse d'émission des rayons X (Fricke et al, 1994). La détermination des concentrations en malate,
nitrate et sucres solubles est également possible grice A des microdosages fluorimétriques (Fricke et al.,
1994). A Tl'avenir, il sera intéressant de comparer les teneurs tissulaires aux teneurs vacuolaires de ces
différents solutés.

1.2 Mesure de [l'extensibilité

Nous avons étudié I'extensibilité des parois cellulaires de fagon qualitative. L'analyse des variations de la
vitesse relative d'élongation par rapport aux variations de la pression de turgescence nous a permis, dans la
plupart des cas, de déterminer les modifications de 1'extensibilité, d'une part spatialement le long de la zone
d'élongation, d'autre part en fonction des différentes contraintes appliquées. Cependant, lorsque pression de
turgescence et vitesse relative d'élongation variaient dans le méme sens, il n'est pas possible de conclure.

La méthode utilisée dans cette étude a consisté A évaluer les variations de I'extensibilité pariétale sans
distinguer les parametres ¢ et Y. Pour cela, il aurait fallu étudier la corrélation entre la vitesse de croissance
racinaire et la pression de turgescence. Or, cette méthode nécessite de pouvoir déterminer la vitesse de
croissance sur un pas de temps tres court (inférieur 2 5 min). N'ayant pas les moyens de mesurer des
variations trés fines de la longueur de la racine, nous ne pouvions déterminer @ et Y. Cependant, la méthode
que nous avons utilisée présentait un autre avantage. Lorsque ¢ et Y sont déterminés par les expériences de
relaxation des parois par pressurisation par exemple (Cosgrove, 1987b), c'est une valeur globale pour toute la
zone de croissance qui est déterminée. De méme, I'étude de la corrélation entre vitesse de croissance et
pression de turgescence est souvent pratiquée a I'échelle de 1a portion de tissu (Pritchard, 19901)). Or, il a été
montré que les propriétés rhéologiques des parois varient le long de la zone d'élongation. La méthode que
nous avons utilisée était donc spatialement plus précise.

Comme nous 1'avons expliqué dans I'étude bibliographique, la détermination de I'extensibilité des parois
par le tensiometre d'Instron ne correspond pas A l'extensibilité de croissance, mais plutdt aux propriétés
mécaniques du matériau "parois”. Nous avions cependant fait des mesures avec ce tensiométre dans
I'expérience du stress hydrique (non présentées). L'élasticité et la plasticité tensiométriques des parois,
mesurées sur la section racinaire 2-9 mm de I'apex, ont ét¢ significativement augmentées par les deux stress
-0,15 et -0,45 MPa par rapport au traitement Témoin. Pour le stress -0,66 MPa, élasticité et plasticité ont
été réduites. Cependant, 1a zone d'élongation ayant été fortement raccourcie par le stress -0,66 MPa, la
section sur laquelle ces parametres ont ét€ mesurés était composée majoritairement de tissu mature. Cette
hétérogénéité peut expliquer la différence de réponse entre les traitements. Ce probléme met I'accent sur une
des exigences de cette méthode de quantification de I'extensibilité: le tissu sur lequel les mesures sont réalisées
doit &tre homogene et identique dans tous les traitements pour que les résultats soient comparables.

La méthode que nous avons utilisée pour déterminer I'extensibilité des parois n'est pas quantitative.
Cependant, elle est précise spatialement et refiete la physique de la croissance et non les propriétés du
matériau "parois”.
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2 EFFET AGE SUR LE CONTROLE DE LA CROISSANCE RACINAIRE

Les aspects biomécaniques de la régulation de la croissance de la racine de pin maritime ont été étudiés
sur de plantules agées au plus de 4 semaines. Nos conditions de travail étaient assez éloignées des conditions
réelles et on peut se demander si nos résultats sont applicables A ce qui se passe dans le milieu naturel. En
effet, 4 4 semaines, le pin maritime n'est qu'une petite plantule qui n'est pas trés représentative de 1'arbre
adulte. Les dimensions importantes d'un arbre impliquent qu'il dispose de réserves mais aussi exprime des
besoins importants en eau, en éléments minéraux, en carbone. De plus, son systéme racinaire est complexe et
étendu. La culture hydroponique a, de surcroit, supprimé de nombreuses contraintes environnementales. En
situation réelle, les plantules subissent les contraintes mécaniques du sol, des desséchements et des déficits
minéraux du sol non homogenes, etc. Dans quelle mesure le contrfle biophysique de la croissance de 'apex
racinaire mis en évidence dans notre étude est-il représentatif de celui d'un apex appartenant A un arbre adulte?

La structure d'un apex racinaire d'un arbre adulte n'est pas différente de celle d'un apex d'une plantule.
Ainsi, chaque apex d'un syst®me racinaire, considéré individuellement, est soumis aux régles biophysiques
contrdlant la croissance. Cependant, une racine au sein d'un arbre est intégrée dans un systéme complexe et
dong, est susceptible de recevoir des informations sous diverses formes: messages hormonaux, translocations
de solutés inorganiques et organiques. Par exemple, selon les saisons, les coniferes présentent des phases
physiologiquement plus ou moins actives. Les feuillus présentent des phases de repos. En dehors de tout
stress hydrique ou thermique, la croissance racinaire est modulée en fonction de l'activité des parties aériennes
de l'arbre. D'autre part, le stade de développement de la plantule conditionne I'état de ses réserves et de sa
photosynthese et donc, certainement ses capacités a osmoréguler. Les jeunes plantules sur lesquelles nous
avons travaillé ont montré un faible potentiel d'ajustement osmotique dans les racines. On peut se demander
ce qu'il en est des plants plus 4gés.

En conditions optimales ou de stress hydrique ou de carence minérale, nos résultats suggerent que la
conductance hydraulique ne limitait pas le grandissement cellulaire dans les racines de pin maritime. La
différence de potentiel hydrique entre tissu en croissance et tissu mature était toujours inféricure a 0,04 MPa.
Cet ordre de grandeur est en accord avec les résultats de Malone et Tomos (1992) et de Cosgrove (1987b).
Cependant, dans un arbre ol le systéme racinaire est plus développé et ramifié, la résistance au transfert de
l'eau augmente. De plus, en conditions naturelles les arbres transpirent, réduisant d'autant plus la disponibilité
en eau pour la croissance. Le stress hydrique sous la forme du desséchement d'un sol affecte essentiellement la
composante matricielle du potentiel hydrique du sol. Or, la conductance hydraulique 2 l'interface sol-racine
dépend de cette composante matricielle. La culture hydroponique ne prend pas en compte ce phénomene. Bien
que nous ayons montré que la conductance hydraulique jouait un rble négligeable, il est possible qu'elle
participe an contrdle de la croissance en situation réelle.

Toutes nos mesures ont été réalisées sur des plantules intactes, sans que les racines soient excisées.
Cependant, il serait trés utile de procéder 2 des études biomécaniques de la croissance de racines intégrées dans
un systéme racinaire conséquent, appartenant A une plante dont le fonctionnement se rapproche plus de la
réalité. Spollen et Sharp (1991) ont réussi 2 faire des mesures de pression de turgescence sur des racines de
mais cultivées en pot dans de la vermiculite. Cela demande une logistique importante mais mériterait d'étre
mis en oeuvre chez une espece comme le pin maritime, sur des plants plus 4gés, dont on connait les fortes
interactions entre organes aériens et racinaires au cours du développement.
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3 STRESS OSMOTIQUE, CARENCE EN POTASSIUM ET FACTEURS
CONTROLANT LA CROISSANCE RACINAIRE

La croissance de la racine principale du pin maritime a été sensible au déficit hydrique: en fonction de
I'intensité de la contrainte, elle a ét€ stimulée ou inhibée. Face 2 la carence en potassium, la croissance de la
racine principale n'a pas été affectée. Par contre, I'€longation des racines latérales a fortement été réduite par
cette carence minérale.

L'augmentation de la croissance racinaire, observée suite au déficit hydrique modéré, a été induite par une
augmentation de I'extensibilité, en dépit d'une 1égere réduction de la pression de turgescence. La réduction de
croissance induite par les stress hydriques d'intensité supérieure a -0,45 MPa peut avoir ét€ la conséquence
soit de 1a relativement forte réduction de pression de turgescence, soit de l'effet combiné d'une diminution de
I'extensibilité des parois et de la réduction de turgescence. En ce qui concerne l'inhibition de 1a croissance des
racines latérales induite par la carence en potassium, c'est la réduction de I'extensibilité des parois qui est
responsable des effets observés. Il n'est toutefois pas exclu que la réduction de la pression de turgescence mise
en évidence dans les apex n'ait pas participé, a terme, A I'inhibition de I'élongation de ces racines.

Mis en évidence ces dix dernires années grice aux études biomécaniques de la croissance (Cosgrove,
1987a; Green et al., 1971; Pritchard et al., 1987, 1993; etc.), le réle central de l'extensibilité des parois dans -
le controle de la croissance est également manifeste dans I'étude de ces deux contraintes. Hormis dans le cas de
la contrainte hydrique supérieure a -0,45 MPa ot l'extensibilité des parois n'a pas été déterminée précisément
et ol une diminution de pression de turgescence a pu intervenir, la vitesse de croissance racinaire était
positivement corrélée & I'extensibilité des parois.

Dans ce type de raisonnement, le rile de la pression de turgescence dans le contrble de la croissance
apparait secondaire. Cependant, méme si la pression de turgescence fait I'objet d'une régulation qui tend a son
homéostasie, il ne faut pas oublier qu'une variation de ce parametre peut affecter la croissance. D'ailleurs, la
réduction de la pression de turgescence a participé, au moins en partie, 4 la diminution de la vitesse de
croissance induite par les stress osmotiques -0,45 et -0,66 MPa. D'autre part, dans le cas de carence
potassique, Mengel et Amneke (1982) ont associé la réduction de I'expansion foliaire du haricot 2 une pression
de turgescence réduite.

Cependant, dans la majorité des contraintes étudiées, les propriétés rhéologiques jouent un role capital
dans le contrdle de la croissance (cf. Etude Bibliographique, § 1.7). Selon Hsiao et Jing (1987), le contrdle de
I'extensibilité pariétale pourrait €tre une des clés de la régulation de la croissance et de la répartition de la
croissance entre parties aériennes et parties racinaires. Ils montrent que I'extensibilité des parois des racines de
mais augmente en réponse au déficit hydrique, maintenant la croissance en dépit d'une réduction de la
turgescence. Dans les feuilles, c'est l'inverse. La pression de turgescence est revenue a sa valeur initiale mais
la croissance est restée inhibée: 'extensibilité pariétale a été réduite. Ces auteurs ont élaboré une hypothese:
la plante adapterait son développement aux nouvelles conditions hydriques via le contrble de l'extensibilité, en
limitant les pertes en eau par les parties aériennes et en développant son potentiel d'absorption.
L'augmentation de l'extensibilité des parois que nous avons observée dans les racines de pin maritime est
cohérente avec cette séduisante théorie. Cependant, il existe des contre-exemples. Ainsi, Pritchard er al.
(1991, 1993) ont montré que I'extensibilité des parois dans les racines de blé et de mais diminuait en réponse

2 un stress osmotique.
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4 CONTROLE DE L'EXTENSIBILITE PARIETALE

I1 apparait ainsi de plus en plus que l'extensibilité des parois serait un facteur par lequel la plante contrdle
et adapte son développement aux conditions environnementales. Les études des aspects biochimiques du
grandissement cellulaire ont montré que l'activité de diverses enzymes (XET, expansines) sont susceptibles de
modauler 'extensibilité pariétale (cf. Emude Bibliographique, §1.5). Cependant, le déterminisme biochimique de
I'extension de la surface pariétale n'est pas encore parfaitement connu. Dans le cadre du contrdle de la
croissance, quels sont les signaux capables d'induire des modifications de l'extensibilité?

Dans le cas du déficit hydrique, Hsiao et Jing (1987) suggerent qu'une trds faible réduction de la pression
de turgescence, induite par la réduction de la disponibilité en eau, pourrait constituer un message capable
d'induire une adaptation des propriétés rhéologiques, par exemple une augmentation de I'extensibilité dans les
tissus racinaires en croissance. De méme, Green et al (1971) ont montré qu'une 1égére augmentation de la
pression de turgescence dans la cellule d'algue géante Chara induisait une réduction de I'extensibilité, de facon
4 maintenir une vitesse d'élongation constante. Frensch et Hsiao (1994) ont étudié la phase de transition lors
de l'application d'un stress osmotique 2 des racines de mais. Ils ont montré que le seuil de turgescence Y, au
dela duquel le grandissement cellulaire est possible, a été réduit de 0,6 MPa a 0,45 MPa dans les 10 minutes
qui ont suivi l'application de la contrainte. Ainsi, dans le cas de la réponse g trés court terme (inférieur 2 15
min.), 'extensibilité serait dépendante de la pression de turgescence. Il est possible qu'entre le signal initial,
la variation de la pression de turgescence, et I'adaptation des propriétés rhéologiques, d'autres messages
interviennent; ils n'ont pas été étudiés jusqu'ici.

A une autre échelle de temps, dans la réponse A plus ou moins long terme des propriétés mécaniques des
parois a une contrainte environnementale, plusieurs hypotheses ont été émises.

De nombreux travaux ont montré que les phytohormones peuvent modifier les propriétés rhéologiques
des tissus en croissance. Cleland (1986) indique que, dans toutes les études des effets de 'auxine (AIA) sur les
propriétés rhéologiques, il a été montré que cette phytohormone augmentait I'extensibilité des parois et, en
particulier, le parametre @. Cependant, ces études n'ont €té conduites que sur des tiges et des coléoptiles,
jamais sur des racines. Les effets des gibbérellines, des cytokinines, de I'acide abscissique et de 'éthylene ne
permettent pas de faire de généralisation, augmentant ou réduisant I'extensibilité selon les organes et les
especes (Cleland, 1986). Par exemple, lorsqu'un déficit hydrique s'installe, la teneur en ABA augmente. Des
différences de sensibilité A cette phytohormone seraient responsables de la réduction de croissance des parties
aériennes et du maintien de celle du systme racinaire via des modifications de I'extensibilité pariétale
(Creelman et al., 1990; Sharp et al., 1994). D'autre part, des interactions entre hormones sont probables.
Dans les racines de mais soumises au déficit hydrique, Sharp et al. (1995) ont suggéré que I'ABA réduirait Ia
syntheése d'éthylene ou la sensibilité des racines a cette hormone.

Bien que la théorie de la "croissance induite par une acidification de I'apoplasme” soit controversée
(Kutschera et Schopfer, 1985), la baisse du pH apoplasmique, qui peut &tre induite par I'application d'auxine,
constitue également un des relais potentiel dans la chaine d'événements induisant une augmentation de
I'extensibilité des parois. Le cation Ca?* serait également un facteur capable de moduler les propriétés
mécaniques des parois (Cleland, 1986).

A l'échelle de la plante entiere, Thornley (1972) a émis un modele ot les transports du carbone vers les
parties racinaires et de I'azote vers les parties aériennes dépendraient essentiellement de 1a disponibilité de ces
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éléments. Ainsi, le rapport C/N jouerait un rble trés important dans la répartition de la croissance entre
parties aérienne et racinaire. Lorsque la disponibilité en carbone baisse, le flux de carbone vers les parties
racinaires est réduit et la croissance inhibée. Ericsson (1995) a repris cette idée et a montré que les carences
minérales qui affectent indirectement les réserves carbonées (K, Mg, Mn) induisent une réduction du rapport
R/S. Dans notre expérience de carence en potassium, ce concept se vérifie A 'échelle du syst®me racinaire. Les
racines latérales, dont l'extensibilité et la croissance étaient fortement réduites, étaient défavorisées en terme
d'allocation des sucres solubles par rapport 2 la racine principale. D'autre part, 1a plus faible réduction de la
croissance des racines latérales par la carence MD (par rapport 2 1a carence KD) est associée a un rapport C/N
plus élevé dans les plants MD. Ainsi, la croissance pourrait &tre contrdlée par 1'équilibre entre carbone et
azote dans les différents organes. Y a-t-il une relation de cause 2 effet entre équilibre barbone/azote et
extensibilité des parois ou sont-ils tous les deux des conséquences communes d'un autre facteur?

Les aspects biochimiques de la régulation de I'extensibilité pariétale sont encore mal connus. De méme,
I'étude des messagers sus-eptibles de contrdler I'extensibilit¢ est un domaine encore peu exploré. I est
probable que les parametres cités ci-dessus, variations de la pression de turgescence, régulateurs de croissance,
pH apoplasmique et rapport C/N interviennent dans la régulation des propriétés rhéologiques des parois.
Cependant, le mode d'action de ces différents facteurs et leurs interactions sont encore 2 clarifier.



Conclusion

Jusqu'ici, les études biomécaniques de 1a croissance n'avaient été conduites que sur des plantes annuelles:
blé, mais, soja. Les études conduites dans le cadre de cette these ont permis d'établir des connaissances quant
au contrdle biomécanique de la croissance racinaire chez une espece forestidre: le pin maritime. De plus,
l'analyse des effets du stress osmotique et de la carence potassique nous a permis de répondre aux
interrogations soulevées au début de ce travail.

Chez le pin maritime, le contrble biomécanique de la croissance racinaire est identique 2 celui des especes
annuelles étudiées jusqu'ici. La conductance hydraulique ne limite pas le grandissement cellulaire. Les
propriétés rhéologiques‘ des parois‘ varient au cours du développement cellulaire et déterminent la vitesse
relative d'élongation dans 1a zone de croissance. La pression de turgescence est uniforme dans cette région de
I'apex racinaire. '

Par ailleurs, nous avons mis en évidence une hétérogénéité entre les différents types de racines quant 2 1a
pression de turgescence dans les cellules en croissance. La pression de turgescence cellulaire dans le pivot était
supérieure de 0,1 MPa 2 celle existant dans les racines latérales. C'est la premiére fois que ce type de
différence au sein d'un syst®me racinaire ést décrit. N'ayant pas déterminé quantitativement les parametres de
I'extensibilité ¢ et'Y, on ne peut dire si la plus faible pression de turgescence était responsable de la plus
faible vitesse de croissance des racines latérales. :

Les expériences d'application de stress osmotique ont permis de montrer que le déficit hydrique induit une
augmentation de l'extensibilité des parois dans tout ou partie de la zone d'élongation de la racine principale du
pin maritime. Lorsque la contrainte est faible, l1a pression de turgescence est faiblement réduite et
l'augmentation de F'extensibilité pariétale induit une augmentation de la vitesse de croissance alors que la
disponibilité en eau est réduite. Quand l'intensité du stress est plus €levée, la diminution de turgescence est
plus importante et 'augmentation de I'extensibilité pariétale, mise en €vidence dans la partie apicale de la
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zone d'élongation, ne suffit pas pour maintenir la croissance. Il est toutefois possible que 1'extensibilité des
parois ait diminué¢ dans la partie distale de la zone d'élongation, contribuant ainsi A la réduction de la
croissance.

Le systéme racinaire a répondu de fagon hétérogene a l'application de la carence en potassium. La
croissance de la racine principale n'a pas été modifiée par cette contrainte;: dans l'apex, ni la pression de
turgescence, ni les propriétés rhéologiques n'ont été affectées. La concentration en potassium y a été
maintenue 2 un niveau nettement supérieur A celles existant dans toutes les autres parties du syst®me
racinaire. Le déficit en éléments minéraux y a ét¢ totalement compensé par une augmentation des teneurs en
glutamine et sucres solubles. Les racines latérales ont été, au contraire, trés affectées. La concentration en
potassium a diminué trés fortement. La pression de turgescence a ét€ maintenue dans la zone d'élongation
mais a été abaissée dans la zone mature contigué 2 la zone d'élongation. L'extensibilité des parois des cellules
en croissance a été fortement réduite, inhibant considérablement 1a croissance des racines latérales.

Ces résultats mettent en valeur le potentiel de résolution des outils utilisés dans cette these. La résolution
des parametres du grandissement cellulaire (pression de turgescence, propriétés rhéologiques) a 1'échelle de la
cellule a permis de mettre en évidence des gradients longitudinaux sur de trés faibles distances. Les relations
hydriques mesurées directement dans les cellules ont montré 'existence de différences de potentiel hydrique
insoupgonnées.

En conditions réelles, les deux contraintes environnementales sont tout 2 fait envisageables de fagon
simultanée. 11 sera donc tres intéressant d'étudier les effets de I'application d'un déficit hydrique 2 des plants
carencés en potassium. En effet, nous avons montré que ces deux contraintes avaient des conséquences
opposées sur l'extensibilité des parois dans les tissus racinaires en croissance. Comment I'extensibilité des
parois va-t-elle répondre 2 la superposition de ces deux contraintes? En ce qui concerne la pression de
turgescence, les effets sont plus facilement prévisibles. Le stress osmotique a réduit la pression de
turgescence. Méme si le potassium ne participe pas a l'osmorégulation, la carence en potassium induit une
réduction des réserves carbonées. Or, I'ajustement osmotique est réalisé essentiellement grace 4 des composés
organiques. Il est donc fort probable que la pression de turgescence soit encore plus difficilement maintenue
dans des plants carencés soumis 2 un déficit hydrique. Ainsi, a priori, I'application simultanée des deux
contraintes induirait une réduction de la pression de turgescence au moins aussi intense que si les plants
n'étaient pas carencés en potassium. Il est donc possible que la croissance racinaire soit fortement inhibée par
la superposition des deux contraintes. Ces suppositions ne tiennent pas compte du comportement différent de
la racine principale et des racines latérales. De plus, il est possible que I'dge, le stade de développement et les
capacités photosynthétiques des plants interagissent avec les deux stress. Les prévisions sont donc difficiles et
il sera trés intéressant de mener ces études.

Les résultats développés dans cette these demandent  &tre prolongés par des études complémentaires. En
particulier, avant méme d'étudier l'interaction entre stress hydrique et carence en potassium, il serait bon de
définir I'importance de I'dge et du stade de développement sur la réponse de la croissance racinaire de plantules
soumises A 1'une ou l'autre des contraintes. En particulier, il sera intéressant de déterminer comment les
capacités 2 osmoréguler évoluent avec 'dge de la plante et les conséquences éventuelles sur la régulation de la
croissance racinaire. De méme, une étude sur des plants plus agés, dans des conditions de transpiration
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normales, pourra apporter des informations quant au rdle de la conductance hydraulique dans la régulation du
grandissement cellulaire. Il sera également intéressant de vérifier que les paraméetres biomécaniques de la
croissance racinaire de plantules cultivées dans un sol ne sont pas différents de ceux de plantules cultivées en
hydroponie.

D'autre part, I'nétérogénéité mise en évidence entre types de racines (pression de turgescence et réaction de
1a croissance en réponse 2 la carence en potassium) montrent que ce type d'étude biomécanique pourrait étre
utile pour expliquer des variations dans l'architecture des systémes racinaires. Dans ce cadre, il serait tres
intéressant, pour compléter ce travail sur le pin maritime, de comparer les effets du déficit hydrique sur les
deux types de racines, principale et latérales.

Parmi toutes ces perspectives, il est déja prévu de mettre en oeuvre ces microtechniques afin d'expliquer
les différences entre quelques familles de pin maritime présentant des potentialités de croissance trés différentes
face au déficit hydrique. La différence génétique entre ces familles s'exprime-t-elle au niveau de I'extensibilité
des parois des tissus en croissance ou au niveau des capacités a osmoréguler et donc A maintenir 1a pression de
turgescence?

Enfin, I'utilisation des microtechnologies mises en place 4 'TINRA de Nancy pourra étre étenidue a I'étude
des effets d'autres contraintes sur la croissance racinaire et les relations hydriques cellulaires (autres déficits
minéraux, phénomenes de toxicité, etc.). Par ailleurs, le micromanometre intracellulaire et le picolitre
osmometre sont des outils qui offrent de multiples possibilités. Les mesures de pression de turgescence et de
pression osmotique A 1'échelle cellulaire sont tout 2 fait réalisables sur des organes aériens (feuille, tige non
lignifiée) et sont envisageables sur de nombreuses essences forestiéres.
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Résumé: Ce travail a permis d'améliorer les connaissances du contrdle de la croissance racinaire chez le pin
maritime. Cette étude, dont la base est une analyse biophysique du grandissement cellulaire, a fait appel A deux
nouvelles microtechnologies: le micromanometre intracellulaire et le picolitre osmometre.

En conditions optimales, la pression de turgescence cellulaire est uniforme dans toute 1a zone d'élongation.
Par contre, les propriétés rhéologiques des parois varient au cours de la maturation cellulaire et contrdlent le
grandissement cellulaire.

Trois intensités de stress osmotique ont affecté 1a croissance racinaire différemment. Un déficit hydrique
modéré 1'a stimulée en induisant une augmentation de l'extensibilité pariétale, en dépit d'une légre baisse de la
pression de turgescence. Lors du déficit hydriqgue moyen, une réduction de la pression de turgescence a été
compensée par une augmentation de l'extensibilité pariétale et la vitesse de croissance racinaire n'a pas été
affectée. Lors du déficit hydrique intense, la croissance a été inhibée par une forte réduction de la pression de
turgescence.

Le systéme racinaire a répondu de fagon hétérogene a I'application d'une carence en potassium. La croissance

“de 1a racine principale n'a pas été modifiée par cette contrainte: ni la pression de turgescence, ni les propriétés
rhéologiques n'ont été affectées. Par contre, la croissance des racines latérales a été fortement inhibée par une
réduction de l'extensibilité pariétale. Par ailleurs, dans l'apex de la racine principale, la relativement faible
réduction de la concentration en potassium (divisée par 2), et des autres ions inorganiques, a ét¢ totalement
compensée par une augmentation des teneurs en sucres solubles et en glutamine. Dans I'apex des racines
latérales, la forte réduction de la concentration en potassium (divisée par 8), et des autres ions inorganiques, n'a
quasiment pas ét€ compensée, induisant une réduction de pression osmotique dans les tissus matures.

Abstract: This work allowed us to improve our knowledge about the control of root growth of maritime
pine. This study, which is based on a biophysical analysis of cell expansion, utilised two new micro-
technologies: the cell pressure probe and the picolitre osmometer.

In unstressed plants, cell turgor pressure was uniform over the entire elongation zone. On the other hand,
cell wall rheological properties changed during cell maturation and controlled cell expansion.

Three levels of osmotic stress affected root growth differently. A moderate water deficit stimulated root
growth by increasing cell wall extensibility, in spite of a small decrease of cell turgor pressure. During the
medium water deficit, a reduction of cell turgor pressure was compensated by an increase of cell wall
extensibility, root growth rate was not affected. During the highest water deficit, root growth was inhibited by a
strong reduction of turgor pressure.

The root system responded heterogeneously to a potassium shortage. Tap root growth was not modified by
this constraint: neither turgor pressure nor rheological properties were affected. On the other hand, lateral roots
growth was strongly inhibited by a reduction of cell wall extensibility. Moreover, in the apex of the tap root, a
small reduction in potassium concentration (divided by 2), and also of other inorganic ions, was conipletely
compensated by an increase of soluble sugars and glutamine concentrations. In the apex of lateral roots, a large
reduction in potassium concentration (divided by 8), and of other inorganic ions, was practically not
compensated, inducing a reduction of the osmotic pressure in mature tissues.
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Résumé: Ce travail a permis d'améliorer les connaissances du controle de la croissance racinaire chez le pin
maritime, Cette étude, dont la base est une analyse biophysique du grandissement cellulaire, a fait appel A deux
nouyelles microtechnologies: le micromanometre intracellulaire et le picolitre osmometre.

[En conditions optimales, 1a pression de turgescence cellulaire est uniforme dans toute la zone d'élongation.
Par contre, les propriétés rhéologiques des parois varient au cours de la maturation cellulaire et contrélent le
grandissement cellulaire.

Trois intensites de stress osmotique ont affecté la croissance racinaire différemment. Un' déficit hydrique
modéré I'a stimulée en induisant une augmentation de l'extensibilité pariétale, en dépit d'une Iégére baisse de la
pression de turgescence. Lors du déficit hydrique moyen, une réduction de la pression de turgescence a été
compensée par une augmentation de l'extensibilité pariétale et la vitesse de croissance racinaire n'a pas été
affectée. Lors du déficit hydrique intense, la croissance a été inhibée par une forte réduction de la pression de
furgeseence. '

LLe systeme racinaire a répondu de fagon hétérogene a I'application d'une carence en potassium. La croissance
de la racine principale n'a pas été¢ modifiée par cette contrainte! ni la pression de turgescence, ni les propriétés
théologiques n'ont été affectées, Par contre, la croissance des racines latérales a été fortement inhibée par une
réduction de l'extensibilité pariétale. Par ailleurs, dans l'apex de la racine principale, la relativement faible
réduction de la concentration en potassium (divisée par 2), et des autres ions inorganiques, a été totalement
compensée par une augmentation des teneurs en sucres solubles et en glutamine. Dans l'apex des racines
latérales, la forte réduction de la concentration en potassium (divisée par 8), et des autres ions inorganiques, n'a
quasiment pas été compensée, induisant une réduction de pression osmotique dans les tissus matures.

Abstract: This work allowed us to improve our knowledge about the control of root growth of maritime
pine. This study, which is based on a biophysical analysis of cell expansion, utilised two new micro-
technologies: the cell pressure probe and the picolitre osmometer,

In unstressed plants, cell turgor pressure was uniform over the entire elongation zone. On the other hand,
cell wall rheological properties changed during cell maturation and controlled cell expansion.

Three levels of osmotic stress affected root growth differently. A moderate water deficit stimulated root
growth by increasing cell wall extensibility, in spite of a small decrease of cell turgor pressure. During the
medium water deficit, a reduction of cell turgor pressure was compensated by an increase of cell wall
extensibility, root growth rate was not affected. During the highest water deficit, root growth was inhibited by a
strong reduction of turgor pressure.

The root system responded heterogeneously to a potassium shortage. Tap root growth was not modified by
this constraint: neither turgor pressure nor rheological properties were affected. On the other hand, lateral roots
growth was strongly inhibited by a reduction of cell wall extensibility. Moreover, in the apex of the tap root, a
small reduction in potassium concentration (divided by 2), and also of other inorganic ions, was completely
compensated by an increase of soluble sugars and glutamine concentrations. In the apex of lateral roots, a large
reduction in potassium concentration (divided by 8), and of other inorganic ions, was practically not

compensated, inducing a reduction of the osmotic pressure in mature tissues.





