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RESUME

Comme pour les autres organes multicellulaires, la croissance et le développement de la
feuille et du fruit sont caractérisés par la coordination de la division et de 1'expansion des
cellules qui sont des processus majeurs de la croissance. Les cellules du péricarpe du fruit
charnu connaissent également des endocycles successifs entrainant ainsi une augmentation
importante de la ploidie des cellules. Il existe un lien évident entre la croissance cellulaire et
I'endoréduplication, cependant, celui-ci est encore mal connu du point de vue fonctionnel. Les
processus cellulaires interagissent fortement durant le développement de 1’organe et sont liés
aux flux de carbone et d'eau dans la plante. L’objectif de ce travail de thése est de mieux
comprendre le contrdle multi-échelles de la croissance des feuilles et des fruits chez la tomate
(Solanum lycopersicum Mill.) et de la plasticité de leur croissance en réponse a des stress
hydriques du sol.

L’¢tude a essentiellement porté sur le génotype de tomate cerise Solanum lycopersicum, cv.
West Virginia 106 (WVa 106) qui a été cultivé dans différentes conditions d’irrigation grace a
des systemes automatisés développés pour cette étude. La réponse au déficit hydrique du sol a
été étudiée a différentes échelles d’observation, (tissu, organe, plante entiere) et a différents
stades de croissance de la plante en adaptant des protocoles utilisés jusque-la pour des plantes
a croissance déterminée et des feuilles simples. Deux génotypes transgéniques modifi€s sur un
gene de régulation du cycle cellulaire ont aussi été cultivés afin de faire varier les traits liés a
la croissance cellulaire et mieux comprendre leurs liens. Les cinétiques de croissance des
organes source et puits que sont la feuille et le fruit aux échelles cellulaire et tissulaire ont
aussi été décrites. Les résultats ont apporté des éléments nouveaux sur les coordinations entre
les différents processus étudiés et conforté des hypotheses déja présentes dans la littérature.
Ces travaux ont permis de fournir un jeu de données original sur les effets du stress hydrique
sur les processus cellulaires (division, expansion, endoréduplication) impliqués dans la
croissance de la feuille et du fruit chez la tomate et, de mieux comprendre leur interactions a
plus large échelle, la plante dans sa globalité. En perspectives, ce jeu de données pourra
permettre de faire évoluer un modele de développement du fruit charnu en condition optimale
et tester sa généricité sur un autre organe, la feuille. Il ouvre des pistes sur la réflexion autour

de la modélisation de la plasticité de la plante en réponse au stress hydrique.



ABSTRACT

As for other multicellular organs, growth and development of leaves and fruits are
characterized by cell division and expansion. Cell division and expansion are two main
growth processes. Fleshy fruit pericarp cells also include successive endocycles that provide
an important increase in cell ploidy. There is a clear link between cell growth and
endoreduplication. However, this link is still unclear from a functional point of view. Cellular
processes interact during organ development and are related to plant water and carbon flows.
The objective of this thesis is to give insights into the multi-scale control of leaves and fruits
growth in tomato (Solanum lycopersicum Mill.) and the plasticity of growth-related traits in
response to soil water stresses.

This study mainly focused on cherry tomato Solanum lycopersicum, cv. West Virginia 106
(WVa 106). This genotype was cultivated in different conditions of watering regimes with
automated systems developed for this study. Soil water deficit response was studied at
different observation scales (tissue, organ, whole plant) and at different plant growth stages
thanks to protocols that were used until now on plants with determinate growth and simple
leaves that were modified for this study. Two transgenic genotypes modified on a cell cycle
regulation gene were also cultivated to create variations on growth related traits for a better
understanding of their relationships. Multi-scale growth kinetics of source and sink organs
(leaf and fruit) were also analyzed. Results have brought new elements about growth-related
traits coordination and have reinforced a few hypotheses already presented in scientific
papers. This work has supplied an original dataset on water stress effects on cellular processes
(division, expansion, endoreduplication) related to leaf and fruit growth in tomato in the
context of the plant as a whole. In perspectives, this dataset may allow to further develop an
existing model of fleshy fruit development which was first developed for fruits of plants
growing optimal condition. Genericity of this model will be tested on another organ, the leaf.
This work also opens some tracks about how the model could be modified when growth is

limited by water stress.
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Partie I: Introduction-Contexte

I-1 CONTEXTE GENERAL DE LA THESE

Cette these a été effectuée dans le cadre d’une collaboration entre les unités de recherche PSH
(Plantes et Systemes de culture Horticoles) et LEPSE (Laboratoire d’Ecophysiologie des
Plantes sous Stress Environnementaux). Ces deux laboratoires, a sensibilité agronomique,
s’intéressent a D’effet de [D’interaction génotype X environnement X pratique sur le
développement et la croissance des plantes. Leurs études ont conduit a la mise au point
d’approches innovantes combinant (1) des descriptions quantitatives de 1’environnement tel
qu’il est ressenti par les plantes, (2) des décompositions de variables caractérisant le
développement et la croissance des plantes en processus élémentaires sous-jacents, (3) des
modeles prédictifs basés sur les processus sous-jacents impliqués dans le développement et la
croissance des organes et leur plasticité. Les deux laboratoires travaillent sur des plantes
cultivées, a savoir les plantes a fruits charnus, telles la péche et la tomate, a PSH; le mais, le
blé et la vigne au LEPSE mais également des plantes modeles telles Arabidopsis thaliana au

LEPSE.

Un axe de recherche commun aux deux laboratoires consiste a analyser les roles respectifs des
processus cellulaires i.e., le cycle cellulaire, I’endoréduplication (pour certaines espéces) et
I’expansion cellulaire, dans le développement et le grandissement des organes végétaux. Une
priorité est d’analyser la plasticité de ces processus en réponse au déficit hydrique du sol. Des
approches de phénotypage haut-débit combinées a des analyses de génétique quantitative et
de la modélisation statistique ont été menées dans ce sens au LEPSE (Tardieu et al., 2000;
Reymond et al., 2003 dans les feuilles chez le mais; Tisné et al., 2008 dans les feuilles chez
Arabidopsis thaliana); des modeles mécanistes ont été établis a PSH et utilisés pour analyser
les interactions entre processus de croissance de maniere quantitative (Bertin et al., 2007;

Baldazzi et al., 2013, 2017 dans les fruits chez la tomate).
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Mon travail de these rentre dans le cadre des recherches menées a PSH et au LEPSE et porte
sur I’analyse :
= du développement et de la croissance des organes végétatifs et reproducteurs
en réponse a une contrainte hydrique du sol;
= de la contribution des processus cellulaires sous-jacents a la croissance de ces
organes et a leur plasticité en réponse au stress hydrique;

= des interactions entre les processus cellulaires.

Le travail a ét€ mené sur la tomate qui est une plante modele pour les fruits charnus pour
laquelle un premier modele de croissance du fruit intégrant les processus de division et
d’expansion cellulaires a été développé a PSH (Baldazzi et al., 2017). Ce modele inclut
¢galement un effet de I’endoréduplication de I’ADN sur le potentiel d’expansion cellulaire. I
permet de prédire des interactions entre les processus de croissance aux échelles cellulaire et
tissulaire au cours du développement du fruit de tomate en conditions optimales, i.e. sans

contrainte.

Le défi de mon travail de thése était d’analyser la contribution des processus cellulaires,
i.e., endoréduplication, division cellulaire et expansion cellulaire, a la croissance des
feuilles et fruits de tomates et leur plasticité en réponse au stress hydrique. Ce travail est
une sous-partie d’un projet plus ambitieux financé par Agropolis Fondation et devrait aller a
termes jusqu’a la calibration et la validation du modele de prédiction de la croissance des
organes sous contrainte hydrique établi par V. Baldazzi a PSH, partie qui n’est pas traitée

dans le cadre de ma these.
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I-2 LA PLANTE FACE AUX DEFICITS HYDRIQUES DU SOL

La sécheresse affecte considérablement la croissance des plantes : c’est, sans doute (avec les
fortes températures), I’un des facteurs majeurs qui limite la production végétale en conditions
naturelles (Boyer, 1982; Ciais et al., 2005; Webber et al., 2018). De nombreux travaux
s’intéressent a I’impact de déficits hydriques subis ou controlés sur le fonctionnement des
cultures. Le déficit hydrique peut étre défini comme un déséquilibre entre la quantité d’eau
disponible dans le sol et la demande en évaporation due aux conditions environnementales
(Tardieu et al., 2011; Du et al., 2013). La plasticité des plantes permet le développement de
réponses adaptatives a 1’état hydrique du sol qui fluctue réguliérement et de manicre peu
prédictible suivant les cycles circadien et saisonnier. Chaque déviation de I’état hydrique de
son optimum ne résulte pas nécessairement en un stress. Le stress est I’altération de la
condition physiologique causée par des facteurs qui tendent a modifier son équilibre (Gaspar
et al., 2002; Chaves et al., 2002; Chaves et al., 2003; Hu et al., 2006). Ainsi, les écosystemes
naturels et les cultures peuvent étre affectés par le déficit hydrique, qui peut avoir un impact
important sur la croissance et la reproduction en fonction de son intensité (Bray, 2002). C’est
alors, qu’on parle de stress hydrique. Kramer (1963) décrit clairement la situation : La
croissance de la plante est contrdlée directement par le stress hydrique de la plante et
seulement indirectement par le stress hydrique du sol. Le stress hydrique de la plante dépend
des taux relatifs d’absorption d’eau et de perte en eau plutdt que de I’approvisionnement en
eau uniquement. Par conséquent, il n’est pas prudent de considérer qu'un degré de stress
hydrique du sol est toujours accompagné par un degré de stress hydrique de la plante

équivalent.
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Figure I-1. Carte du monde présentant le rayonnement électromagnétique émis par la
Terre dans le domaine infrarouge (Outgoing long wave radiation, OLR en W m-2 ) pour la
période du 11 avril au 9 juillet 2018 (dessus) et le cumul des précipitations (en mm) sur
une période équivalente, du 8 avril au 7 juillet 2018 (dessous). Les zones avec de faibles
précipitations sont clairement celles ol la température a été la plus élevée. Ces cartes ont
été éditées par le « Climate Prediction Center » de la « National Oceanic and Atmospheric
Administration ».
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De nombreuses réponses au déficit hydrique sont décrites dans la littérature a différentes
échelles d’organisation, phénologiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires. Cependant, méme si des tendances générales sont observées, les réponses sont
tres variables en fonction de la durée et la sévérité du déficit, mais également du stade de la
plante lors de 1’occurrence de la contrainte (Tardieu, 2012). Les réponses sont également
différentes suivant les variétés étudiées et elles sont génotype-dépendantes (Casadebaig et al.,
2008; Rauf et Sadaqat, 2008). Par ailleurs, d’autres contraintes environnementales
accompagnent souvent un déficit hydrique et les interactions entre contraintes sont peu prises
en compte (Dreesen et al., 2012). Par exemple, le déficit hydrique est souvent associé a de
fortes températures (Figure I.1) et une intensité lumineuse élevée (Machado et Paulsen, 2001;
Paredes et Quiles, 2013; Mazdiyasni et AghaKouchak, 2015). Dans la plupart des études, les
effets du stress hydrique sont considérés seuls alors que ce stress est souvent combiné avec
d’autres stress environnementaux (au moins au champ et en serre). Des études des effets du
stress hydrique combiné a un autre stress abiotique, comme une température élevée, chez
Arabidopsis thaliana, le mais ou le tournesol (Vile et al., 2012; Yordanov et al., 1997), ou des
rayons UV-B sur I’orge (Bandurska et Cieslak, 2013) ont permis de montrer que 1’analyse des
interactions entre stress €tait complexe et dépendait des traits mesurés. Il est donc clairement
¢tabli qu’il n’y a pas une réponse au déficit hydrique mais plusieurs types de réponses qui
dépendent des plantes et des scenarios.

De nombreuses études portant sur la réponse des plantes au déficit hydrique présentent des
résultats obtenus avec une condition bien irriguée et une condition dite ‘en déficit’ et la
généralisation des résultats obtenus est ainsi limitée (Baerenfaller er al., 2012 chez
Arabidopsis thaliana). D’autres études présentent des courbes de réponses de traits de la

plante a ’humidité du sol, a la fraction d’eau transpirable dans le sol ou au potentiel hydrique
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du sol ou de la plante, i.e. des variables permettant de caractériser ’intensité du stress

(Granier et al., 2006 chez Arabidopsis thaliana).

L.2.1 Variabilité des protocoles expérimentaux utilisés pour piloter des déficits
hydriques

Différents protocoles expérimentaux sont utilisés pour piloter I’état hydrique du sol et/ou de la
plante afin d’analyser la réponse des plantes face a des déficits hydriques. Le choix de la
méthodologie adoptée est souvent lié a I’expérience du chercheur et aux capacités

technologiques de 1’unité de recherche.

Des protocoles de culture des plantes hors-sol.
Une premicre classe de protocoles repose sur des dispositifs dans lesquels les plantes sont
cultivées sans sol (sur milieu gélos¢, en hydroponie, sur laine de roche, ...). Dans certaines
¢tudes, il s’agit de traiter des graines ou plantules avec des osmolites tels que le mannitol ou
le sel pour appliquer un stress osmotique (Kilian et al., 2007; Skirycz et al., 2011). D’autres
impliquent I’application de sel ou d’acide abscissique dans un milieu de culture hydroponique
sur lequel la plante se développe (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1994; Seki et al.,
2002). Le séchage de I’air autour de feuilles excisées est un modele expérimental également
utilisé et qui a fourni des informations sur la réponse de la partie aérienne a la déshydratation,
en particulier sur les mouvements stomatiques et la réponse en terme de transpiration
(Bouchabke et al., 2008; Huh et al., 2010). Cependant, certains travaux ont montré que tous
ces modeles expérimentaux ne sont pas directement comparables entre eux et a un déficit
hydrique du sol. Méme s’ils ont permis d’identifier des voies importantes impliquées dans la
réponse des plantes au stress, certaines études ont mis en évidence de fortes différences de

réponses (en terme d’expression de genes, de signalétique hormonale et/ou de fonctionnement
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de la plante) entre le stress subi par les plantes en cas de choc osmotique, de déshydratation
sévere et/ou les dessechements graduels qui se développent généralement en pot ou au champ

(Seki et al., 2001; Seki et al., 2002; Székely et al., 2007; Skirycz et al., 2011).

Des protocoles de culture en sol, pour des plantes en pot ou au champ.
Les expérimentations réalisées sur des plantes cultivées en pot sont souvent citées comme
plus représentatives des conditions de cultures en plein champs. Dans certaines études, des
expérimentations au champ sont couplées a des expérimentations en pot, en environnement
contrdlé afin de comparer les réponses de certains traits au déficit hydrique (Tardieu et
Tuberosa, 2010; Tuberosa, 2012). Il a ainsi ét¢ montré chez le mais que la réponse de la
croissance foliaire au stress hydrique pour des plantes cultivées en pot dans une plateforme de
phénotypage en serre était semblable a celle observée en plein champ pour une série de
génotypes (Chapuis et al., 2012). Toutefois des travaux récents sur le colza ont mis en
évidence une forte interaction entre la taille du pot et le déficit hydrique du sol sur la réponse

du développement de la plante (Dambreville et al., 2013).

Les scenarios de déficits hydriques imposés en pot peuvent étre tres variés mais on retrouve
deux types principaux : i) établissement d’un déficit hydrique progressif d’intensité croissante
sur une période donnée et ii) établissement d’un déficit hydrique constant dont I’intensité est
maintenue a une valeur donnée pendant une durée donnée. Techniquement, les maitrises de
chacun de ces protocoles expérimentaux ont leurs propres avantages et inconvénients et, ils
sont représentatifs de situations différentes en conditions de culture. Un déficit hydrique
progressif est imposé en supprimant totalement I’irrigation des plantes, ou, par une réduction
graduelle, mais contrdlée, du contenu en eau du sol. Ce type de déficit hydrique est utilisé

plutdt pour étudier la réponse des plantes a un stress hydrique sévere, mais aussi, pour
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analyser la reprise de croissance des plantes ou parfois méme leur « résurrection » si
I’irrigation est rétablie 2 un moment donné (Lechner et al., 2008; Rodriguez et al., 2010;
Bresson et al., 2015; Szalonek et al., 2015). Les déficits hydriques progressifs sont souvent
difficiles a analyser et ceci est lié a la difficulté de synchronisation du stade de croissance
avec le contenu en eau du sol, associé a une courte fenétre de mesure. Par contre, un déficit
hydrique constant, appliqué en réduisant le contenu en eau du sol a un niveau cible atteint a
un stade de croissance défini, suivi et maintenu durant I’expérimentation, nécessite un travail
de maintenance plus important mais 1’analyse de la réponse de la plante est plus simple car le
déficit peut étre caractérisé par une valeur moyenne d’intensité (Granier et al., 2006; Clauw et

al., 2015) .

Des protocoles haut-débit par le développement de plateformes de phénotypage

contréolant automatiquement l’état hydrique du sol.
Ces quinze dernieres années, de nombreux laboratoires se sont équipés de plateforme de
phénotypage en chambre de culture ou en serre. La plupart de ces plateformes sont équipées
d’une station de pesée et d’irrigation permettant de suivre et ajuster précisément les teneurs en
eau du sol pot a pot de fagon automatisée. Ceci a permis une meilleure reproductibilité des
expérimentations et la mesure de multiples traits sur de nombreuses plantes par différents
capteurs embarqués. Les plateformes établies en serre permettent de cultiver de grandes
plantes jusqu’a des stades tardifs de leur cycle de développement (Coupel-Ledru et al.,
2014 sur la vigne; Cabrera-Bosquet ef al., 2016 sur le mais). Elles permettent d’effectuer des
mesures des dynamiques de croissance aérienne et, pour certaines, sous-terraine (SCREEN
House, Juelich; PHENODYN, Montpellier, 4PMI Dijon) ou de I’architecture des plantes
(PHENOARCH, Montpellier; WIWAM CONVEYOR, Gent) avec une capacité de culture de

la centaine au millier de plantes (Cabrera-Bosquet et al., 2016; Nakhforoosh et al., 2016).
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Les plateformes de phénotypage établies en chambre de culture sont généralement adaptées
pour I’analyse de petites plantes ou de grandes plantes a des stades précoces de leur
développement, et permettent un meilleur niveau de contrdle des conditions
environnementales. Les plateformes comme PHENOPSIS, PHENOSCOPE et WIWAM-XY
ont été particulierement utiles pour 1’é¢tude de la réponse de la plante modele Arabidopsis
thaliana au déficit hydrique du sol (Figure 1.2; Granier et al., 2006; Skirycz et al., 2011; Tisné
etal., 2013).

Des plateformes de phénotypage au champ ont également été développées, comme par
exemple SCREENField (Royaume-Uni), HyPlant (Allemagne), DIAPHEN (France). Elles ne
permettent pas de contrdler finement le scenario de stress hydrique du sol mais certaines
utilisent des abris roulants dont le déplacement est automatisé pour éviter la pluie. Elles sont
équipés de tracteurs, et/ou véhicules aériens avec ou sans conducteur embarqué afin de faire

de I’imagerie de la canopée des cultures.

PHENOPSIS PHENOSCOPE WIWAM XY

Figure 1-2. Photographies de 3 plateformes de phénotypage européennes utilisées pour
analyser les réponses au déficit hydrique de la plante modele Arabidopsis thaliana.
PHENOPSIS est en place au Laboratoire d’Ecophysiologie des Plantes sous Stress
Environnementaux depuis 2004 pour des analyses multi-échelles de la réponse au stress
hydrique (Granier et al., 2006). PHENOSCOPE est largement utilisé depuis 2009 a I'Institut
Jean Pierre Bourgin a Versailles pour analyser la variabilité génétique des réponses au stress
hydrique (Tisné et al., 2013). WIWAM a été développée en 2010 a Gent au Laboratoire Plant
System Biology pour des approches de génomique fonctionnelle (Skirycz et al., 2011).
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1.2.2 Plasticité des plantes en réponse au déficit hydrique du sol

Réponse globale du fonctionnement de la plante au déficit hydrique
En I’absence d’une ressource en eau suffisante et accessible au niveau racinaire, la plante perd
une partie de son eau et le potentiel hydrique des cellules diminue. Les conséquences sont
multiples et se produisent a différentes échelles dans la plante et sur différents pas de temps
(Figure 1.3; Chaves et al., 2003). Les principales réponses sont une réduction de la pression de
turgescence, moteur de la croissance cellulaire et de la croissance des organes de la plante et,
une fermeture des stomates ce qui limite la transpiration et diminue [activité
photosynthétique (Figure 1.3). Ces réponses ont lieu a 1’échelle de la feuille en réponse a des
stimuli générés par la feuille elle-méme ou ailleurs dans la plante. Une diminution de la
transpiration de la plante suite a la fermeture de ses stomates en réponse au déficit hydrique
peut étre vue comme une réponse positive, permettant ainsi une économie de I’eau. Mais, la
diminution de la photosynthése qui I’accompagne et la réduction de croissance foliaire ont un
effet négatif sur ’assimilation du carbone. Les plantes terrestres sont donc confrontées a une
sorte de compromis lors de la réponse au stress hydrique: maintenir un équilibre hydrique tout
en assurant une croissance suffisante. Il en résulte que tous les compartiments de la plante
incluant les racines, les parties végétatives et, les parties reproductrices, peuvent &tre impactés

par le déficit hydrique suivant son intensité.
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Traditionnellement, les stratégies des plantes pour faire face au déficit hydrique sont divisées
en trois catégories : 1) €éviter la déshydratation en prévenant les pertes d’eau excessives; ii)
limiter la déshydratation en ajustant le métabolisme pour maintenir les flux d’eau; iii)
échapper a la sécheresse en achevant le cycle de vie avant la période de sécheresse (Ludlow,
1989). Cependant ces stratégies ne sont pas exclusives, et, en pratique, les plantes combinent
plusieurs types de réponse (Ludlow, 1989). Ces stratégies entrainent chacune, la mise en place

de différents ajustements développementaux, morphologiques et physiologiques (Figure 1.3).

Long-term responses

* Root signal recognition
« Stomatal closure
eDecreased C assimilation
sMulti-stress sensing
eShoot growth inhibition p—"] *Gene responses
»Reduced transpiration area
e« Gene responses
= Metabolic acclimation
« Osmotic adjustment

#Root signal recognition
»Gene responses
«|nhibition of growth

1

' Signal transport
& Xylem hydraulic changes
~» Assimilate transport

« Turgor maintenance |
e Sustained root growth

eIncreased root/shoot Water deficit
eIncreased absorption area Soil compaction

L4

H,O

s

drought signalling

ene responses
otic adjustment

Figure I-3. Réponses au déficit hydrique du sol sur les différentes fonctions de la plante. A
gauche; réponses a long terme et a droite, réponses a plus court terme. D’apres Chaves et
al., 2003.
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Plasticité du développement et de la croissance des organes végétatifs en réponse au

déficit hydrique
Le développement et la croissance foliaire résultent de la combinaison de plusieurs processus
¢lémentaires, a différents niveaux d’organisation, tels que la formation de nouvelles feuilles,
la vitesse et la durée d’expansion de chacune des feuilles, I’intensit¢ de production des
cellules dans les feuilles ainsi que leur expansion individuelle (Lecoeur et al., 1995). Les
feuilles successives sont initiées au niveau du méristtme a des positions précises et a un
rythme dépendant fortement de la température (Granier et al., 2002). La transition florale est
induite par la transmission d’un signal systémique provenant des feuilles, historiquement
appelé florigéne, qui provoque un changement dans le comportement du méristeéme apical :
les genes de floraison sont activés et le méristtme apical produit alors des organes floraux
(Lohmann et Weigel, 2002). La transition florale est régulée par les signaux
environnementaux marquant les changements de saison, comme la température, la
photopériode ou les contraintes hydrominérales.
Pour de nombreuses especes, les dates d’initiation et d’apparition des organes ne sont pas
affectées en réponse au déficit hydrique sauf en cas de stress extrémement séveres (Baker et
al., 1986; Bauer et al., 1984). Mais, la durée de développement des organes est réduite ou
rallongée suivant I’intensité du stress, sa position dans le cycle et/ou 1’espeéce considérée. De
nombreuses études rapportent un raccourcissement du cycle de la plante et ce type de réponse
est interprété comme une stratégie d’évitement de la contrainte (Pigliucci et Schlichting,
1995; Dorn et al., 2000). Si le nombre de feuilles est peu ou pas affecté, 1’expansion foliaire
quant a elle, est communément réduite par un déficit hydrique, ce qui est associé a une
stratégie de conservation de ’eau, la transpiration de la plante étant liée a la surface foliaire
(Casadebaig er al., 2008). Chez la tomate, les différences de surface foliaire totale par plante

entre différents génotypes ou pour un méme génotype cultivé dans différentes conditions
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environnementales sont essentiellement dues a une diminution de la surface des feuilles
individuelles (Ripoll et al., 2016b). L’effet du déficit hydrique sur le développement foliaire

de la tomate n’a pas été étudié€ a notre connaissance.

L’expansion foliaire chez les dicotylédones, dont la tomate fait partie, connait différentes
phases au cours du temps : une premiere phase dur ant laquelle i1 y a a la fois de la
prolifération cellulaire et de 1’expansion cellulaire, puis une phase d’expansion cellulaire qui
précede une phase de maturation quand la feuille a atteint sa taille définitive (Granier et
Tardieu, 1998 chez le tournesol; Baerenfaller et al., 2012 chez Arabidopsis thaliana;
Gonzalez et al., 2012). La premicre phase s’accompagne d’une expansion exponentielle de la
feuille (Poethig et Sussex, 1985; Nelissen et al., 2016; Figure 1.4). Dans la deuxieéme phase, la
prolifération cellulaire cesse selon un gradient temporel et spatial de la pointe de la feuille
vers la base, alors que 1’expansion foliaire se poursuit avec 1I’expansion cellulaire (Donnelly et
al., 1999; Nelissen et al., 2016; Figure 1.4). Enfin, I’expansion cellulaire s’arréte selon le
méme gradient que la division cellulaire, de la pointe vers la base de la feuille, et la feuille
atteint sa taille finale. Cette organisation spatiale et temporelle des processus cellulaires au
cours du développement de la feuille est tres semblable entre les feuilles de monocotylédones

et dicotylédones (Figure 1.4, Nelissen et al., 2016).

14



Partie I: Introduction-Contexte

P + Figure 1-4. Représentation schématique de
I'organisation spatiale et temporelle des divisions
cellulaires lors de I'expansion d’une feuille de

S dicotylédone  (partie  haute) et d'une
g " QQ ' monocotylédone (partie basse). La couleur jaune
Q indique la proportion du limbe avec des cellules
temporal en division cellulaire). La fleche verticale indique
I'arrét de I'expansion exponentielle de la feuille.
D’aprés Nelissen et al., 2016.
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Le nombre et la taille des cellules peuvent étre tous les deux affectés par les contraintes
environnementales suivant le moment ou la contrainte est appliquée dans le développement de
la feuille et suivant son intensité. Ainsi, une contrainte hydrique du sol peut entrainer une
réduction (1) du nombre de cellules si elle intervient de fagcon précoce dans le développement
de la feuille; (2) de la taille de cellules si elle intervient de facon tardive; (3) a la fois du
nombre de cellules et de la surface des cellules si la période de contrainte hydrique du sol
couvre les deux périodes de développement de la feuille (Lecoeur et al., 1995 chez le pois;
Granier et Tardieu, 1999b chez le tournesol; Baerenfaller et al., 2012 chez Arabidopsis
thaliana). En réponse a certaines contraintes environnementales, comme un ombrage, la

surface et le nombre de cellules dans une feuille peuvent varier avec des réponses opposées et

des compensations entre ces deux variables peuvent entrainer un maintien de la surface des
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feuilles (Cookson et al., 2005). Un troisiéme processus peut interagir avec la division
cellulaire et I’expansion des cellules. En effet, les cellules peuvent entrer dans un cycle
d’endoréduplication (endocycle) durant lequel I’ADN est répliqué sans qu’il y ait de division
cellulaire (Figure 1.5). Une relation positive entre la taille des cellules et leur niveau
d’endoréduplication a souvent été montrée dans la littérature (Melaragno et al., 1993; Boudolf
et al., 2004; Figure 1. 6). Un déficit hydrique prolongé entraine une réduction du nombre

d’endocycles dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana (Baerenfaller et al., 2012).

Mitose Endocycle
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Figure I-5. L'endocycle est une modification du cycle mitotique qui résulte en une
augmentation du niveau de ploidie de la cellule. Le niveau de ploidie (kN, nombre de
copies de 'ADN du noyau cellulaire) est indiqué dans la cellule. G1, Gap 1 (Phase de
croissance cellulaire). S, Synthése (Phase de réplication de I’ADN). G2, Gap 2 (Phase de
croissance cellulaire). M, Mitose (Phase de division cellulaire). G, Gap (Phase de
croissance cellulaire).
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Figure 1-6. Epidermes de feuilles d’Arabidopsis
thaliana 14 jours aprés germination pour : (A) une
plante sauvage, Col-0. (B) une plante avec un
niveau d’endocycle plus élevé (surexprimant
CDKB1,;1.N161). Le niveau de ploidie de chaque
cellule observée au microscope apres coloration
du noyau est indiqué par une couleur : jaune (2C),
orange (4C) et rouge (8C). D’apreés Boudolf et al.,
2004)

Plasticité du développement racinaire en réponse au déficit hydrique

La plasticité du développement et de la croissance des racines en réponse aux conditions
d’eau-limitées exige un compromis entre conserver les ressources métaboliques et augmenter
le secteur du sol exploré pour conserver un acces a 1’eau disponible. La croissance racinaire
est diminuée ou augmentée en réponse au stress hydrique (Rauf et Sadaqat, 2008). En général,
elle est moins affectée que la surface foliaire et, ceci est présenté comme une réponse
stratégique pour explorer de nouvelles zones du sol (Rauf et Sadagat, 2008). Dans des
conditions modérées de déficit hydrique, une augmentation du taux de croissance des racines
de mais est observée comparé a des mais bien irrigués, alors que la croissance aérienne est
fortement diminuée (Sharp et Davies, 1979; Eghball et Maranville, 1993). En réponse a un
déficit hydrique plus sévere, cependant, les racines de mais présentent une réduction de

croissance (Eghball et Maranville, 1993).
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Plasticité du développement des fruits en réponse au déficit hydrique
Chez la plupart des fruits charnus, le développement des fruits est généralement divisé en 3
phases distinctes (Gillaspy et al., 1993, Figure 1.7). Dans la phase I, 1'ovaire se différencie a
partir du méristeme floral et se développe jusqu’a un point ou il est prét pour la pollinisation
et la fécondation. Dans la phase II, I'ovaire est fécondé et entre dans une phase de division
cellulaire. Ensuite, une phase de division cellulaire intense commence et dure de 10 a 25 jours
chez la tomate selon les génotypes (Bertin et al., 2007). Apres cette phase, les divisions
cellulaires déclinent graduellement en méme temps que les premieres cellules entrent dans
une phase d’expansion rapide (Gillapsy et al., 1993; Bertin et al., 2003a). L’expansion des
cellules accompagne alors principalement la croissance du fruit, et le fruit atteint sa taille

finale peu avant le début de la maturation (Giovannoni, 2004; Figure 1.7).

/
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ovary development cell division  cell expansion ripening

fruit set

Figure I-7. Représentation schématique des phases successives dans le

développement du fruit de tomate. (D’aprés Ariizumi et al., 2013).
Pendant ces phases du développement du fruit, le carpelle se différencie en péricarpe et le
placenta développe un nouveau tissu : le tissu loculaire ou gel. Le volume des cellules du
péricarpe de fruits rouges est entre 2.000 et 220.000 fois plus grand que celui des cellules au
stade pré-anthese (Cheniclet er al., 2005), indiquant que le volume du péricarpe est un
déterminant fort de la taille du fruit. Ainsi, la taille du fruit est fortement associée a 1'épaisseur

du péricarpe, elle-méme déterminée par le nombre d’assises cellulaires et I'expansion des
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cellules (Cheniclet ef al., 2005). L’augmentation spectaculaire du volume du fruit au cours de
sa croissance résulte d’une forte expansion cellulaire (Ho, 1996; Figure 1.7) bien que la taille
finale du fruit soit fortement corrélée au nombre de cellules du péricarpe (Bertin et al.. 2002 ;
2003a). Chez de nombreux fruits charnus, la croissance cellulaire est accompagnée
d’endoréduplication. Une corrélation positive forte entre la surface cellulaire et le niveau de
ploidie a d’ailleurs été observée dans le fruit chez la tomate (Cheniclet et al., 2005; Bourdon
et al., 2011). La division cellulaire, la croissance cellulaire et I’endoréduplication sont
contrdlées par un réseau de génes dont 1I’expression est sensible a I’environnement (Baldet et
al., 2006; Chevalier, 2007 ; Prudent et al., 2009).

Le stress hydrique réduit généralement le nombre et la masse des fruits récoltés par plante
chez la tomate (Pervez et al., 2009). En général, le nombre de fleurs initiées par plante est
dépendant de la taille de la plante. Par exemple, dans le cas du coton il existe une corrélation
linéaire entre le nombre de fleurs formées et la hauteur de la plante (Jordan, 1982). Chez les
plantes a croissance indéterminée comme certaines variétés de tomate, le nombre de fleurs est
associ¢ au nombre d’inflorescences le long de la tige et au nombre de boutons floraux par
inflorescence. Le déficit hydrique réduit souvent la taille de la plante et le nombre de fleurs
par plante. Lorsque le stress hydrique est sévere au moment de la pollinisation, la fécondation
et la nouaison sont susceptibles d’étre inhibées en raison d’une réduction des flux d’eau et de
carbone vers le fruit (Hsiao, 1993; Westgate et Boyer, 1986). La diminution du nombre de
fruits noués, donc de fruits en compétition pour les assimilats carbonés, peut a I’inverse
favoriser la croissance des fruits restants (Ripoll et al., 2016b). Chez la tomate, la contrainte
hydrique conduit de facon concomitante a une diminution du potentiel osmotique du fruit
(Mitchell et al., 1991a; Ripoll et al., 2016b) et a une diminution de la pression de turgescence
(Spollen et Sharp, 1991). Le potentiel hydrique du fruit peut aussi diminuer en fonction de

I’intensité du stress (Ehret et Ho, 1986; Lee, 1989; Johnson et al., 1992) mais dans une
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gamme bien inférieure a celui de la tige (Guichard et al., 2005). Par ailleurs, Mingo et al.
(2003) ont montré que la croissance du fruit est affectée par le stress hydrique
indépendamment de la turgescence et propose une régulation par le pH des cellules du sous
épiderme. Des modifications des propriétés des parois cellulaires par le stress hydrique ont
également été suggérées (Boyer, 1988).

Globalement en fonction du stade de la plante et du fruit, un déficit d’irrigation modéré
constitue un levier potentiel a explorer pour améliorer la qualité du fruit sans réduction forte

de sa taille (Ripoll et al., 2014).

I-3 LA TOMATE : UN MODELE DE PLANTE CULTIVEE POUR L’ETUDE DES
REPONSES AU DEFICIT HYDRIQUE

La tomate est le second légume le plus consommé au monde (FAO 2017
http://faostat.fao.org). Une grande partie de la production de tomate provient du bassin
méditerranéen ou la rareté de I’eau et la salinité sont de plus en plus importantes. Les especes
de tomates sauvages sont natives de I’Amérique du Sud, le long de la cote et des hautes
Andes, du centre de I’équateur, en passant par le Pérou, vers le nord du Chili et des iles
Galdpagos. En conséquence, les especes sauvages de tomate sont adaptées a une gamme
d’habitats variés, du niveau marin de la cote Pacifique a une altitude de 3300 m sur les hauts
plateaux des Andes, et du climat aride au climat pluvieux (Bergougnoux, 2014). Les tomates
cultivées pour la transformation sont essentiellement cultivées en plein champs et ce sont des
variétés a croissance déterminée, tandis que les tomates cultivées pour la consommation sont
essentiellement cultivées sous abris et souvent a croissance indéterminée (Figure 1.8). Ainsi,

la partie aérienne de la tomate indéterminée est composée d’unités sympodiales successives.

Une unité sympodiale est formée par un entre-noeud, des feuilles composées successives et,
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une inflorescence. Des tiges secondaires peuvent se développer a la base de I’implantation des

feuilles sur la tige principale.

Determinate Tomato Plant

Terminal buds set fruit and stop stem
growth. The plant is seif-toppoing and
ds staking nor pr
SMALL DETERMINATE \

Allthe blooma and fruita
dewvelope on the plant at
thesame time. Harvesat

time haaa short window.

Indeterminate
Tomato Plant

The bud of an indeterinata plant aeta fruit
aeta fruit immediately. It continually
produces leaves & more atem from the
growing tipindefinatehe.

The blossoms and fruit develope progressively
asthevine grows, so there is always different
stages of fruitonthe plant at the same time.

Figure I-8. Représentations schématiques des deux principaux type de tomates suivant
si leur croissance est déterminée (figure du haut) ou indéterminée (figure du bas).
(D’aprés S. Stone-Schmidt, 2015).
https://ucanr.edu/blogs/blogcore/postdetail.cfm?postnum=16937
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De plus le fruit de la tomate est considéré comme un modele biologique pour 1’étude des
fruits charnus. D’autres plantes sont des organismes modeles pour les scientifiques telles
qu’Arabidopsis thaliana, le mais, le riz ou le peuplier. Mais, la tomate est
phyllogénétiquement distante de ces plantes et possede des traits morphologiques qui ne sont
pas partagés avec les autres modeles de plante. Ceci est probablement du 1) aux possibilités de
croissance de la tomate dans différentes conditions, permettant une meilleure compréhension
de I’adaptation de la tomate a différents stress abiotiques (froid, sécheresse, etc.), ii) a son
cycle de vie relativement court, iii) a I’insensibilité de sa photopériode, i.e. la possibilité¢ de
fleurir et, en conséquence produire des fruits dans n’importe quelle condition de durée de
jour, iv) a son auto-fertilité et son homozygotie, v) au contrdle facile de la pollinisation et de
I’hybridation, vi) a la simplicité de sa génétique avec son génome relativement petit (estimé a
approximativement 900 Mb pour le cultivar « Heinz 1706 », utilisé pour le récent séquencage
du génome de la tomate, The Tomato genome consortium 2012) et la faible proportion de
genes dupliqués et, vii) sa capacité a se propager de maniere asexuée par greffe, ou en
régénérant une plante entiere a partir de morceaux de différentes parties de la plante.

Chez la tomate cerise (Solanum lycopersicum), lignée West Virginia 106 (WVa 106), étudiée
au cours de la thése, le nombre de feuilles composées varie d’une unité sympodiale a une
autre (Figure 1.9A). La premiere unité sympodiale comporte jusqu’a 13 feuilles composées.
Les unités sympodiales suivantes sont composées de 2 a 3 feuilles. Chaque feuille composée
est attachée a la tige principale par un pétiole et est composée d’un rachis avec une foliole
terminale (numéroté 1) et 6 autres folioles (folioles latérales) positionnées par paires sur la
gauche et la droite du rachis respectivement (Figure [.9B). Les folioles sont attachées au
rachis par un pétiolule (Figure 1.9B). Les inter-folioles sont plus petites que les folioles
principales et sont situés entre les paires successives de folioles (attachées au rachis), tandis

que les intra-folioles, de petite taille sont attachées aux pétiolules des folioles.
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Les fleurs sont regroupées en inflorescences (Figure 1.9A). Chez la tomate cerise, le
méristeme de I’inflorescence apparait sous la forme d’une inflorescence monochasiale, ce qui
signifie que le bourgeon terminal va arréter sa croissance et fleurir. C’est une cyme de type
scorpioide unipare de six a dix fleurs. La fleur est constituée de cinq sépales qui s’alternent
avec cinq pétales, cinq étamines soudées formant un cone autour du pistil (c’est-a-dire
I’ovaire, le style et le stigmate). L’ovaire est formé de deux carpelles (parfois plus). Le fruit
de la tomate est une baie (fruit a péricarpe entierement charnu, contenant des graines appelées

pépins). La pulpe charnue est divisée en loges contenant les graines dans un mucilage.

Tige principale

Unité sympodiale n°2

. _——Foliole terminale

—— Pétiolule

. — Inter-foliole
—— Intra-foliole

Unité sympodiale n°1

—— Rachis
—— Foliole latérale

B — pétiole

Figure 1-9. Représentation schématique de I'architecture aérienne de la tomate cerise avec
les unités sympodiales successives (A) et un zoom sur I'organisation spatiale d’une feuille
composée (B).
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importante pour les sélectionneurs et scientifiques pour isoler et comprendre les fonctions des
genes qui régulent le développement de la tomate (Lozano et al., 2009). Les objectifs
principaux des sélectionneurs sont I’adaptation a I’environnement, la résistance aux maladies,
la qualit¢ du fruit et, le rendement. Dans I’histoire de la sélection, quatre phases se
distinguent : la sélection pour le rendement dans les années 1970, la durée de conservation
dans les années 1980, pour le goiit dans les années 1990 et, pour la valeur nutritionnelle
depuis lors (Bai et Lindhout, 2007; Bauchet et Causse, 2012; Causse et al., 2007; Foolad,
2007). Plus récemment les généticiens se sont intéressés au genes et QTLs de réponse au
déficit hydrique chez la tomate (Albert et al., 2016). La base moléculaire du syndrome de
domestication a été étudiée pour les habitudes de culture (taille, hauteur des plantes,

précocité) et les traits du fruit (position, taille, forme, couleur, morphologie).

I-4 OBJECTIFS DE LA THESE ET CADRE DES EXPERIMENTATIONS
MENEES POUR Y REPONDRE

L’objectif de mon travail de these était d’analyser chez la tomate la réponse de la
croissance des feuilles et des fruits a des déficits hydriques du sol avec une analyse multi-
échelles dans le but de répondre aux questions suivantes :

- Quels sont les effets de différents scenarios de déficits hydriques du sol sur la
croissance de la feuille et du fruit chez la tomate ?

- Quels sont les effets de déficits hydriques du sol sur les traits cellulaires, i.e, la
division cellulaire, ’expansion cellulaire et ’endoréduplication, susceptibles de
controler la taille de la feuille et /ou du fruit ?

- Quelles sont les relations entre ces différents traits au cours du temps pendant la
croissance de ’organe et lors d’une plasticité causée par la contrainte hydrique

du sol ou un effet génétique?
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L’¢étude a essentiellement porté sur le génotype de tomate cerise Solanum lycopersicum, cv.
West Virginia 106 (WVa 106) qui a été cultivé dans 3 expérimentations menées a Avignon et
Montpellier (expérimentations A, B et C, Tableau I.1). Les tomates cerise (Lycopersicon
esculentum var. cerasiforme) sont considérées comme les plus proches de la forme ancestrale
de tomate cultivée (Ranc er al., 2008). La variété WVa 106 est une variété de tomate cerise
tres utilisée en biologie végétale. Les travaux préliminaires établis a PSH sur cette variété ont
permis de caractériser de fagon précise la croissance du fruit de I’ovaire a sa maturité et, de
nombreuses lignées transgéniques ont été¢ développées par d’autres laboratoires (dont ’'UMR
BFP de Bordeaux, avec qui j’ai pu collaborer). Dans le cadre de cette thése, nous avons
également analysé la croissance des feuilles et des fruits de deux lignées transgéniques
affectées dans des processus cellulaires pouvant affecter la croissance, Pro 35S :Slccs52A *° et
ProPEPc2 :SICCS52A%F au cours des expérimentations A et B dans le but de tester des hypotheses

sur les relations entre les différents traits mesurés (Mathieu-Rivet et al., 2010).

Dans toutes les expérimentations, nous avons appliqué des déficits hydriques en sol, sur
des plantes de tomates cultivées dans des pots. Les expérimentations ont été menées dans
deux types d’environnements: en serre et en chambre de culture. Lors de
I’expérimentation A, en chambre de culture, le pilotage du déficit hydrique a été facilité par
I’utilisation d’une plateforme automatisée, PHENOPSIS, qui a permis d’établir des
contraintes hydriques du sol stables, reproductibles, de différentes intensités. Lors de
I’expérimentation B, un systéme d’irrigation automatique a également été utilisé en serre.
Lors de I’expérimentation C, les plantes ont été cultivées dans un premier temps en chambre
de culture puis transférées en serre sur la fin de D’expérimentation pour des raisons

d’encombrement des plantes, mais toujours avec un systéme d’irrigation automatisé
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(PHENOPSIS dans la chambre de culture puis PHENODYN en serre). Dans
I’expérimentation A, six teneurs en eau du sol ont été testées de fagon a établir des courbes de
réponse de différents traits mesurés a 1’échelle de la plante, des feuilles successives, des
folioles successives, des cellules des folioles et des fruits. Cette premiere expérimentation a
permis d’analyser la réponse de la plante au déficit hydrique du sol pour différents
scenarios de stress (Partie II). Ceci était nécessaire pour établir les bases expérimentales
et conceptuelles de la suite de la these. Elle a permis d’identifier des teneurs en eau du
sol (1) optimales pour la croissance de la plante et (2) équivalentes a un stress hydrique
modéré pour la suite des analyses (expérimentations B et C, en 2016). L analyse multi-
échelle de I’effet de ces 6 déficits hydriques sur la surface finale des feuilles, des folioles
et des variables cellulaires sous-jacentes a permis de tirer des conclusions nouvelles sur
les liens entre les différentes variables étudiées et sur la structure de la feuille composée
(Partie ITI, Koch et al., 2018). Par ailleurs, ’analyse d’une lignée transgénique affectée
sur le cycle cellulaire cultivée dans cette méme expérimentation a permis d’aller plus
loin dans ces conclusions (Partie III, Koch ef al., 2018). Ainsi, dans I’expérimentation C, en
2016, les plantes ont été cultivées en conditions optimales d’irrigation et en déficit hydrique
modéré. Le but de I’expérimentation était d’établir une analyse multi-échelle dynamique de
I’effet d’un déficit hydrique modéré sur I’expansion de la feuille (Partie III). Le cadre
d’analyse d’expansion des feuilles a pu largement €tre simplifi¢ grace aux résultats acquis
dans I’expérimentation A. Les données obtenues ont permis d’établir des cinétiques de
nombre de cellules, surface de cellules et d’endoréduplication pendant I’expansion de la
feuille et de montrer que tous ces traits étaient affectés par la contrainte hydrique du sol.
Dans I’expérimentation B, en 2016, les plantes ont également été cultivées en conditions
optimales d’irrigation et en déficit hydrique modéré. Le but de I’expérimentation était

d’établir une analyse multi-échelle dynamique de ’effet du déficit hydrique sur la croissance
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du fruit (Partie IV). L’analyse en dynamique des différentes variables cellulaires dans le
fruit a mis en évidence des découplages entre certaines variables au cours du temps et en
réponse au stress hydrique (Partie IV). Dans cette expérimentation en serre, des données
sur la plante entiére ont également été acquises et ont permis de montrer que les effets
du stress hydrique modéré établi dans des conditions de serre étaient proches de ceux
obtenus en chambre de culture (Expérimentation A) sur des variables intégrées (Partie

II).
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Tableau I-1. Tableau récapitulatif des expérimentations effectuées pendant la these, leur
localisation, les conditions de culture et leur finalité ainsi que le chapitre dans lesquels elles

sont présentées.

Exp.  Année

A 2015
A 2015
A 2015
B 2016
B 2016
B 2016
C 2016
C 2016

Condition de
culture

Chambre de
culture
PHENOPSIS

Chambre de
culture
PHENOPSIS

Chambre de
culture
PHENOPSIS

Serre

Serre

Serre

PHENOPSIS
(chambre de

culture)/PHENO

DYN (serre)

PHENOPSIS
(chambre de

culture)/PHENO

DYN (serre)

Génotypes

WVal06

WVal06

Pro 35S

:Slces52A ™

WVal06

WVal06

ProPEPc2 :SIC
CS52A°F

WVal06

WVa106

Traitements

Différentes teneurs en
eau du sol (gH,0 g sol
sec):1.6/14/1.2/
0.9/0.6/ sévére

Différentes teneurs en
eau du sol (gH,0 g™ sol
sec):1.6/14/1.2/
0.9/0.6/ sévére

1.4

Bien irriguée / Déficit
hydrique modéré

Bien irriguée / Déficit
hydrique modéré

Bien irriguée

Deux teneurs en eau
du sol (gH,0 g sol
sec):1.4/0.8

Différentes teneurs en
eau du sol (gH,0 g'1 sol
sec):1.4/0.8

Finalité/Chapitre

Courbes de réponses plante
entiere a la teneur en eau
du sol

CHAP. Il

Courbes de réponses multi-
échelles ‘feuilles’ a la teneur
en eau du sol

CHAP. 1l

Effet de la mutation sur le
développement des feuilles

CHAP. 1l

Réponse a la teneur en eau
du sol ‘plante entiére

CHAP. I

Cinétique multi-échelles
fruit

CHAP. IV

Effet de la surexpression sur
les cinétiques multi-échelles
fruit

CHAP.IV

Cinétiques multi-échelles
feuille

CHAP. I

Cinétiques multi-échelles
fruit

CHAP. 1ll
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Structure de la suite du document

Apres cette présentation générale du contexte de mon travail, qui sert d’introduction aux
chapitres qui vont suivre, la suite de ma these est présentée sous le format de 3 articles
successifs (II, III et IV) et d’une discussion générale (V). Les chapitres II, III et IV sont donc
organisés chacun avec leur propre introduction, leur matériel et méthodes, leur partie

« résultats » suivie d’une discussion et d’une conclusion. Le tout est rédigé en francais.

Une partie du chapitre III a été soumise dans une revue internationale a comité de lecture et
est maintenant publiée dans Annals of Botany (Koch et al., 2018). Cet article est présenté tel

qu’il a été publié en annexe 1.

Les développements méthodologiques et les premiers tests d’hypothéeses réalisés en tout début
de these m’ont permis de contribuer a un article technique (Dauzat et al., 2016) et de rédiger
un article paru dans Acta Horticulturae (Koch et al., 2017). Ces deux articles sont présentés

tels qu’ils ont été publiés en annexe 2 et 3 respectivement.
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PARTIE II : ANALYSE DE L’EFFET DE DIFFERENTS
SCENARIOS DE STRESS HYDRIQUES SUR LE
DEVELOPPEMENT ET LA CROISSANCE DE LA
PLANTE CHEZ LA TOMATE
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II-1 INTRODUCTION DE LA PARTIE II

Les végétaux s’adaptent a un milieu fluctuant et contraignant en modifiant leurs
caractéristiques morphologiques, phénologiques et physiologiques. En réponse a des déficits
hydriques du sol, suivant I’intensité de ce déficit, la plante met en place des mécanismes pour
s’adapter et maintenir un statut hydrique favorable a son développement, i.e. la mise en place
de ses organes et leur croissance. Une premiere stratégie est de favoriser le développement et
I’activité du systéme racinaire pour prospecter des horizons de sol plus profonds et en extraire
I’eau. La taille et ’architecture du systéme racinaire déterminent la capacité de la plante a
accéder a I’eau et aux nutriments, facteurs limitants de la croissance et, donc, du rendement
dans la plupart des écosystemes agricoles (Lynch, 1995; Price et al., 1997). Toutefois, malgré
le maintien du développement racinaire en réponse au déficit hydrique chez le blé, une baisse
de I’indice de récolte liée a une diminution des assimilats disponibles pour la croissance des
graines a été observée (Passioura, 1983). Pour de nombreuses especes et de nombreux
scénarios de déficits hydriques du sol, méme si la croissance racinaire n’est pas augmentée ou
maintenue en réponse au déficit hydrique du sol, elle reste toutefois moins impactée que la
croissance des parties aériennes et il en résulte une diminution du ratio masse aérienne/masse

racinaire (Westgate et Boyer, 1985).

Une deuxieme stratégie implique le développement et la croissance des organes végétatifs.
Dans des situations de contraintes, qu’elles soient minérales, hydriques ou lumineuses, la
surface foliaire de la plante est généralement réduite chez de nombreuses especes telles que le
soja, Arabidopsis thaliana et le tournesol (Granier et Tardieu, 1999a; Granier et Tardieu,
1999b; Cookson et Granier, 2006; Chiera et al., 2002; Aguirrezabal et al., 2006) alors que le
nombre de feuilles est peu ou pas diminué chez le tournesol ou chez Arabidopsis thaliana

(Yeggapan et al., 1982; Granier et al., 2006). Dans le cas d’une contrainte hydrique du sol, la
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réduction de surface foliaire est souvent interprétée comme une stratégie d’économie en eau
par la plante (Tardieu, 2003). La diminution de surface des feuilles individuelles est
généralement liée a une diminution de la vitesse d’expansion des feuilles alors que leur durée
d’expansion est peu modifiée ou parfois méme rallongée (Lecoeur et al., 1995; Granier et
Tardieu, 1999b).

Une troisieme stratégie implique le fonctionnement du systtme foliaire, la régulation
stomatique et, surtout, 1’efficience de I’appareil photosynthétique (Urban et al., 2017). Les
feuilles sont les surfaces privilégiées d’échanges gazeux entre la plante et le milieu aérien.
Suivant ’intensité de la contrainte hydrique, les échanges gazeux peuvent étre affectés ou pas.
Ainsi, dans de nombreuses situations de stress hydriques modérés, la surface foliaire est
diminuée sans que la photosyntheése par unité de surface ne soit affectée. Il en résulte une
concentration en sucres solubles plus élevée comme cela a ét¢ montré dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana (Wuyts et al., 2012). Dans le cas de la tomate, a un stade de 5 feuilles
totalement développées, ’activité photosynthétique commence a diminuer a partir d’une
privation de 6 jours d’irrigation (Brix, 1962). Sur des plantes de tomate plus agées au stade
reproducteur, des épisodes successifs de déficit hydrique d’intensité croissante induisent
d’importantes régulations osmotiques, une réduction de la croissance foliaire et une
adaptation du systeme photosynthétique (Ripoll et al., 2016a).

Au niveau du développement reproducteur, les effets du stress hydrique varient en fonction de
la phase de développement de la plante affectée comme cela a été montré chez la tomate
(Prieto et al., 2000; Nuruddin et al., 2003; Ripoll et al., 2016b). Le rendement de la culture de
tomate peut diminuer en raison d’une variation du poids moyen des fruits (Van Ieperen,
1996a; Cuartero et Fernandez-Munoz, 1998) et/ou du nombre de fruits noués par plante
(Gormley et Maher, 1990; Hao et al., 2000). Un stress hydrique tout au long de la saison de

croissance réduit de maniere significative le nombre et la taille des fruits comme chez le
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piment (Cantore et al., 2000). Des stress appliqués uniquement lors de la floraison des plantes
de tomate produisent des fruits moins nombreux mais plus gros (Nuruddin et al., 2003). Au
cours du développement du fruit, la sensibilit¢ de chaque phase (division, expansion,
maturation) au déficit hydrique est génotype dépendante (Ripoll al., 2016b). La réduction de
la taille du fruit de tomate est associée a une diminution de I’accumulation d’eau dans le fruit,
tandis que la quantité¢ de masse séche accumulée par le fruit n’est pas ou peu affectée (Ehret et

Ho, 1986; Sonneveld et Welles, 1988; Van Ieperen, 1996b).

Comme cela a été mentionné dans I’introduction générale pour d’autres exemples, dans la
plupart de ces études, les différents traits associés au développement et/ou a la croissance de
la plante, sont mesurés dans deux conditions hydriques : I'une dite ‘favorable’ et I’autre dite
’de déficit’ ou ‘de stress’. Peu de travaux ont analysé des gammes de déficit hydrique de
différentes intensités et/ou de durée ou position variables dans le cycle de la plante (Ripoll et
al., 2016b) méme si il est clairement admis qu’il n’y a pas une réponse unique au déficit
hydrique du sol mais presque autant de réponses que de scénarios (Tardieu, 2012). Des études
permettant d’analyser la réponse de la plante en fonction de I’intensité du déficit hydrique du
sol, de sa durée et/ou de sa position dans le cycle de la plante ont été menées au LEPSE, sur le
pois, le mais, le tournesol et Arabidopsis thaliana (Turc et Lecoeur, 1997; Reymond et al.,
2003; Granier et al., 20006).

L’objectif de cette premicre partie de ma these était d’analyser I’effet de différents scenarios
de contrainte hydrique du sol (différentes intensités et durées) sur les développements
foliaires, racinaires et fructiferes de la tomate. Une premiere expérimentation en chambre de
culture (expérimentation A), avec un systéme d’irrigation automatisé, a permis de tester
I’effet de différentes intensités de teneurs en eau du sol sur les variables liées au

développement aérien (le développement végétatif et, le développement reproducteur qui
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n’est pas présenté ici car les effectifs en grappes et fruits se sont avérés trop faibles étant
donné le stade précoce de la récolte 1i¢ a un probléeme d’encombrement des plantes dans la
chambre de culture), sur les biomasses souterraines et aériennes. La seconde expérimentation
(B), en serre, a permis de tester 1’effet d’un niveau de contrainte hydrique modéré stabilisé
jusqu’a un stade plus tardif du cycle de la plante (jusqu’a 15 bouquets apparus). Les
conditions environnementales en serre étant moins stables, il n’y avait aucune certitude que
les effets observés sur les traits soient liés exclusivement au déficit hydrique du sol imposé.
Cela a permis d’obtenir des effectifs en termes de fruits et de grappes plus nombreux et plus
représentatifs d’une plante en production ainsi que des résultats sur le rendement global de la

plante, étant donné la présence de nombreux bouquets.

11 s’agissait 1a d’établir les bases expérimentales permettant par la suite d’analyser 1’effet de la
contrainte hydrique du sol sur les croissances des feuilles et des fruits par une analyse multi-
échelles sur des bases solides en ayant une bonne connaissance de 1’effet de ces contraintes a
I’échelle de la plante entiere. Les questions étaient d’une part de savoir quel compartiment de
la plante était affecté par quel type de déficit hydrique du sol (intensité, durée du déficit). Et,
d’autre part de tester jusqu’a quel point les effets d’un déficit hydrique imposé en serre étaient

semblables a ceux observés dans une chambre de culture.
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II-2 MATERIEL ET METHODES DE LA PARTIE II

Les données présentées dans cette partie ont été mesurées sur des plantes cultivées lors de
deux expérimentations différentes, A et B (voir Tableau I.1). Lors de ’expérimentation A,
les plantes ont été cultivées en chambre de culture avec I’automate de pesée et d’irrigation
PHENOPSIS. Six régimes hydriques ont été imposés aux plantes durant leur croissance. Le
déficit hydrique du sol a été mis en place des le stade « cinquieme feuille développée » et, les
plantes ont été récoltées a la fin de la croissance des feuilles de la premiere unité sympodiale.
Lors de I’expérimentation B, les plantes ont été cultivées en serre. Deux conditions
d’irrigation ont été imposées, une condition bien irriguée et une condition de déficit hydrique
du sol définie a partie de I’expérimentation A. Le déficit hydrique du sol a été mis en place
apres 1I’émergence des trois premieres inflorescences. Les plantes ont ét¢ menées a des stades

de croissance tardifs, jusqu’a I’apparition de quinze inflorescences.

I1.2.1 Matériel végétal et semis

Avant le semis, les graines de plantes de tomate cerise (Solanum lycopersicum), lignée West
Virginia 106 (WVa 106), ont été¢ décontaminées. Elles ont été plongées dans une solution de
Barychlore (0.5 g de Barychlore et 50 ml d'ethanol 50 %) durant 15 mn puis rincées trois fois
dans 1'éthanol absolu et, séchées sous hotte a flux laminaire pendant au moins 15 mn. Les
graines ont €t€ semées sur 1.5 cm d'épaisseur de milieu gélosé dans des boites de culture. Le
milieu utilisé est un milieu Murashige et Skoog Y4 moyen (MS incluant des vitamines,
Duchefa, MO 222) avec 7.5 g de sucrose L'et8 g de phyto-agar L' Le pH de la solution a
été ajusté entre 5.8 et 6 avec une solution de KOH 2M. Le milieu MS a ensuite été stérilisé.
Les boites ont été posées dans une chambre de culture pendant 20 jours lors de
I’expérimentation A (voir ci-dessous) ou 14 jours lors de I’expérimentation B (voir ci-

dessous). Les consignes de température étaient 20°C la nuit et 25 °C le jour.
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11.2.2 Conditions de culture des plantules et des plantes

L’expérimentation A a ¢ét¢ menée dans une chambre de culture avec un systéme d’irrigation
automatis¢ grace a I’automate PHENOPSIS (Figure II-1A & B). L'automate PHENOPSIS qui
équipait la chambre de culture était jusqu'ici utilis€é pour accueillir et irriguer
automatiquement 504 pots de 250 mL, en général pour cultiver des plantes d'Arabidopsis
thaliana (Figure II.1A; Granier et al., 2006). 11 a été modifié pour accueillir et irriguer
automatiquement 70 pots de 7L (Figure II.1B; Dauzat et al., 2016). Cinquante-deux pots de 7
L ont été pesés avant et apres remplissage avec le sol (Klasmann, Substrat SP 15 %,
composition décrite dans I’annexe 4). Au fur et a mesure du remplissage des pots, des aliquots
de sol ont été régulicrement prélevés et séchés a 1’étuve pendant 6 jours a 60 °C pour estimer
les quantités de sol sec et d'eau contenues dans chaque pot (Granier et al., 2006). Trois
plantules de tomate ont ensuite été prélevées des milieux gélosés, plantées au centre de
chaque pot et immédiatement irriguées avec 30 mL de solution nutritive (Liquoplant rose,
Plantin, dilution 4 pour 1000). Les pots ont ét€¢ déposés dans une chambre de culture qui
abrite I’automate PHENOPSIS (Figure I1.1B). Les plantules ont été irriguées manuellement
avec 30 mL de solution nutritive deux fois par jour pendant une semaine. Ensuite, les plantes
ont été éclaircies, pour ne laisser qu'une plante dans chaque pot. Les tiges axillaires ont été
ébourgeonnées et les fleurs ont été vibrées trois fois par semaine durant toute
I'expérimentation. Ces pratiques permettent d’une part de garder des plantes a architecture
homogene et non buissonnante, d’autre part d’assurer une bonne pollinisation des fleurs. La
lumiere de la chambre de culture était émise par des tubes fluorescents blancs froids et des
lampes a décharge d'iodure pendant 16h j'1 avec une densité de flux de photons

photosynthétiques de 200 pmol m™ s 2 la surface des pots.
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Figure 1I-1. Photos de I'automate PHENOPSIS, de l'interface graphique de son logiciel de
pilotage adapté pour accueillir et gérer 504 petits pots (A, Granier et al., 2006) et/ou 70 gros
pots (B, Dauzat et al., 2016). Dans ma these, le systeme a été modifié pour gérer des pots de
plus grande taille, ici 70 pots de 7 L (Figure 1B). Les plateaux situés dans la chambre de
culture ont été changés pour accueillir de plus grands pots (14 plateaux de 5 trous de 18.6
cm de diameétre chacun). La station d'irrigation et de pesée a aussi été modifiée. La balance a
été changée pour pouvoir peser de plus grosses charges (Precisa, Serie 320 XB-Modell
XB10200G IP65) et, le vérin pneumatique a été remplacé par un vérin éléctrique (DS-
dynatec, PCDY 136-185°). La station d'irrigation a été reliée a un contenant de 100 L rempli
avec une solution nutritive (Liquoplant rose, Plantin, dilution 4 pour 1000). Le logiciel a, de
plus, été modifié pour adapter les déplacements de I'automate a sa nouvelle configuration.

Remarque : J'ai participé a la mise en place des adaptations de la plateforme PHENOPSIS
effectuées pour pouvoir accueillir des pots adaptés a la culture de la tomate et aux tests
nécessaires a la validation de ces modifications. Cette adaptation a fait 'objet d’une
publication technique a laquelle je suis associée dans les cahiers techniques de I'INRA
(Annexe 2 ; Dauzat et al., 2016).
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La pression de vapeur de l'air a ét€ maintenue autour de 0.8 kPa et la consigne de température
a été fixée a 20°C la nuit et 23 °C le jour pendant toute la durée de I’expérimentation (Figure
I1.2A). Les 52 plantes se sont développées dans un sol dont le contenu en eau était constant,
1.4 g H,0 g de sol sec, jusqu'a ce que la cinquieme feuille soit totalement émergée (toutes
les folioles déployées; Figure I1.3). A partir de ce stade, cinq régimes hydriques différents,
mais stables au cours du temps, ont été imposés aux plantes jusqu'a la fin de 1'expérimentation
(7 plantes par condition) : les pots étaient pesés individuellement 1 fois par jour et irrigués de
facon a atteindre une teneur en eau du sol égale a 0.6, 0.9, 1.2, 1.4 et 1.6 gH,O g'1 de sol sec
respectivement (Figure I1.3). Au méme stade, 14 plantes de WVa 106 ont été soumises a un
dessechement progressif du sol. Elles ont cessé d'étre irriguées jusqu'a la fin de
I'expérimentation mais les pots ont été tout de méme pesés quotidiennement pour suivre la
diminution de la teneur en eau du sol au cours du temps (Figure II.3). Six états hydriques

différents sont donc comparés au cours de cette expérimentation.

L'expérimentation B a été menée dans un compartiment de serre verre (Figure I1.2B) avec
un systéme d’irrigation automatisé. La température était consignée a 22°C de jour et 16°C la
nuit (Figure I1.2B). Les plantes de WVal06 étaient réparties sur 6 rangs de 15 plantes d’axe
nord-sud et entourées de deux rangs de bordure disposés le long des parois est et ouest de la
serre afin d’homogénéiser les conditions climatiques des plantes étudiées. Les plantules ont
été transplantées des boites de gélose vers le sol dans 35 petits pots de terreau 14 jours apres
semis. Elles sont restées 14 jours en chambre de culture, dans les mémes conditions
d'éclairage et de températures jour/nuit (22°C/20°C 16 heures de lumicre) que lorsqu'elles
étaient en boite de culture. Elles ont ensuite été placées 12 jours en serre, a partir du 26 avril,
puis ont été repiquées dans des pots de 71 (avec le méme protocole que celui décrit pour

I’expérimentation A) le 3 mai.
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Figure 1I-2. Conditions micro-météorologiques moyennes journalieres pendant les
expérimentations A et B. Les moyennes du rayonnement photosynthétiquement actif (PAR),
de I'humidité de lair et de la température de l'air calculées sur tous les jours de
I’expérimentation sont montrées en lignes continues. Les surfaces grises autour de ces
moyennes représentent |'erreur standard. Les périodes diurnes et nocturnes sont
représentées par des rectangles blancs et gris foncés respectivement sur les graphiques.
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Figure II-3. Evolution de la teneur
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Pour la suite de 1'expérimentation, elles ont toutes recu 200 ml d'eau avant la mise en place du
systeme d'irrigation automatique. Une fois le systéme d’irrigation automatique mis en place,
deux conditions d'irrigation ont été appliquées aux plantes dix-sept jours apres repiquage (20
mai) etjusqu'a la fin de l'expérimentation (28 juillet) : vingt plantes ont été placées en
condition d’irrigation « bien irriguée » et vingt plantes ont été placées en condition de déficit
hydrique. Les plantes étaient réparties par blocs de cinq plantes sur quatre rangs de culture
pour le traitement témoin et sur deux rangs pour le déficit hydrique. Les consignes d’irrigation
ont été fixées pour maintenir un poids cible correspondant a 1.5 g et 0.8 et H,O g ™' sol sec au
début de I’expérimentation. Puis, les apports de solution nutritive ont ensuite été
progressivement ajustés pour s’adapter aux variations de conditions climatiques et au stade de
développement de la plante (Figure 11.4A). Les plantes ont ensuite été irriguées en ajustant au
cours du développement de la culture, les fréquences et quantités d’arrosage de manicre a

maintenir le poids cible dans chaque traitement. Pour les deux conditions « bien irriguée » et
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« déficit hydrique » étudiées ici, une plante a été placée sur une balance afin de mesurer la
quantit¢ d'eau consommée (évaporation, transpiration, etc...) qui a servi de référence pour
permettre de suivre la consommation d’eau de la plante et la teneur en eau des pots d'une

méme condition ainsi que la quantité d’eau apportée chaque jour.
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Figure 11-4. Evolution au cours du temps, (A) des apports en eau pendant I’expérimentation
B, pour les plantes dans chaque condition d’irrigation, bien irriguée (ligne bleue) et en déficit
hydrique (ligne rouge) et (B) de la moyenne de I'humidité du sol mesurée avec une broche
Grodan. Les moyennes sont représentées avec les intervalles de confiance pour I'ensemble
des plantes dans chaque condition d’irrigation, bien irriguée (ligne bleue) et en déficit
hydrique (ligne rouge)

Toutes les plantes (bien irriguée ou déficit hydrique) ont été irriguées avec la méme fréquence
d’apport calculée en fonction de I’évapotranspiration potentielle, ETP (1 irrigation déclenchée
tous les 0.3 mm d’ETP) d’eau, mais la durée d’irrigation différait suivant le régime hydrique

(Figure 11.4A). L’ETP est une valeur d'évapotranspiration maximale de référence pouvant
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représenter la demande climatique. On la définit comme I'évapotranspiration d'un couvert
végétal bas, continu et homogene dont l'alimentation en eau n'est pas limitante et qui n'est
soumis a aucune limitation d'ordre nutritionnel, physiologique ou pathologique. En parallele
I’humidité du sol dans les pots a été mesurée trois fois par semaine, a horaires réguliers (10h
le matin) a l'aide d’'un humidimetre (WCM-control, Grodan, Roermond, The Netherlands)
pendant environ un mois apres le début du dessechement du sol pour suivre 1’évolution de
I’humidité du substrat dans chaque traitement (Figure 11.4B). Les mesures n’ont pas été
poursuivies au-dela de cette date car les racines des plantes ont envahi les pots et les mesures
devenaient compliquées avec le risque de planter la broche dans les racines. Le potentiel
hydrique de tige a été mesuré deux fois au midi solaire. Mi-juillet la valeur moyenne était de -

0.3 et -1.25 MPa, respectivement pour les plantes témoin et stressées.

11.2.3 Notation des stades de développement des plantes.

Pendant 1'expérimentation A, des notations du nombre de feuilles émergées ont eu lieu tous
les deux jours. Chaque feuille de la premiere unité sympodiale a été notée au moment de son
émergence (lcm de long), c’est-a-dire lorsqu’elle était visible dans sa totalité (tous ses
folioles étaient identifiables a I’ceil nu, Figure II.5A). Lors du développement des bouquets, le
nombre de boutons floraux ainsi que le nombre de fleurs a I’anthése a été compté sur chacun
d’eux. La date d’anthése a été définie comme le premier jour ou les pétales de la fleur sont
ouverts a plus de 45° (Figure I1.5B). La vitesse de floraison a été calculée comme le rapport
entre le nombre total de fleurs a I’anthése et le temps de floraison (c’est-a-dire, le temps

écoulé entre la date d’anthese de la premicére fleur ouverte et celle de la derniere fleur).
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Figure II-5. Photos illustrant les stades de notations phénologiques des plantes notés
pendant les expérimentations A et B. A, stade ‘feuille émergente’ (1cm de long). B, stade
‘anthése -1 jour’ et ‘anthese +1’ jour. Le stade anthése est défini comme le premier jour ou
les pétales de la fleur sont ouverts a plus de 45°. C, photo représentant un fruit avorté.

Lors de ’expérimentation B, le nombre de feuilles et le nombre de bouquets floraux ont été
notés le 30 mai, le 14 juin, le 24 juin et, lors de la récolte le 26 juillet sur 2 plantes bien
irriguées et quatre plantes en déficit hydrique. Le développement des fleurs et les avortements
de fruits ont été€ observés deux fois par semaine sur huit plantes de chaque traitement. Les
inflorescences ont été taillées pour ne garder que les huit a dix premieres fleurs de chaque
bouquet. La vitesse de floraison (date d’antheése déterminée de la méme maniére que lors de
I’expérimentation A) a été calculée comme pour I’expérimentation A. Le nombre de fruits
noués a été noté et comparé au nombre de fruits matures. Le taux d’avortement est défini
comme le pourcentage de fruits avortés (Figure II.5C) par rapport au nombre total de fruit

1nitiés.
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11.2.4 Analyse de croissance des différents organes

11.2.4.1 Expérimentation A
Lors de l'expérimentation A, les plantes ont été récoltées pour I’analyse de croissance lorsque
la derniere feuille sous la premiere inflorescence a atteint sa taille finale. Ceci a été vérifié par

des mesures régulieres de la longueur de la derniere foliole apparue.

Croissance des parties végétatives de la premiere unité sympodiale.

Les plantes ont chacune été coupées a la base de la tige. La tige de la premicre unité
sympodiale, sous la premiere inflorescence, a été coupée et séchée dans une étuve a 60 °C
pendant une semaine. Les feuilles de la premiere unité sympodiale ont aussi été coupées et
séchées dans une étuve a 60 °C pendant une semaine. La masse seche de la premiere unité
sympodiale (mg) a été calculée comme la somme de la masse seche de la tige et des feuilles

situées sous la premiere inflorescence.

Masse seche racinaire

Le systeme racinaire de chaque plante a été extrait du sol. La majorité du sol a été séparé du
systéme racinaire a l'aide d'une tamiseuse électrique. Le reste a été rincé a I'eau et, les fibres
restantes, intercalées entre les racines, retirées a 1'aide d'une pince. La masse seéche du systeme
racinaire comprend la masse de toutes les racines prélevées par cette méthode apres passage

dans une étuve a 60 °C pendant une semaine.
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11.2.4.2 Expérimentation B

Croissance des fruits

Lors de I’expérimentation B, les grappes de fruits ont été taillées afin d'étre toutes composées
de huit a dix fruits maximum. Douze fruits matures, 6 sur des plantes bien irriguées et 6 sur
des plantes en condition de déficit hydrique, ont été€ récoltés sur les bouquets 4 a 9 en évitant
les positions distales dans [D’inflorescence. Les fruits ont ¢été pesés puis séchés
individuellement a I'étuve a 65 °C pendant 8 jours et pesés sur une balance de précision 10° g.
Le rendement (nombre total de fruits noués et masse fraiche totale) a été mesuré sur les
bouquets 1 a 7 de 16 plantes (8 plantes bien irriguées et 8 plantes en condition de déficit

hydrique).

IL1.2.5 Analyse statistique des données

Extraction des tendances des différentes variables

La méthode LOESS (Cleveland, 1979), méthode standard de régression non paramétrique, a
été appliquée pour extraire les tendances (ex. surface foliaire en fonction du rang de feuille)
des différentes variables morphologiques d’intérét. La méthode LOESS dépend de deux
parametres : le lissage des parametres ou span qui définit le voisinage pour intégrer les
modeles de régression local linéaire et le degré du polyndme de ces modeles linéaires. Ici, des
polyndmes de premier degré ont été utilisés systématiquement, en partie en raison d’une
gamme de données limitée d’exploration des variables (e.g. 11 rangs successifs pour les
feuilles). Le span a été sélectionné a I’aide de I’AICc, un mode¢le usuel de sélection de critere

qui trouve le meilleur compromis entre la parcimonie et I’aptitude de prédiction du mode¢le.
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Comparaison de différentes variables sur deux échantillons

Le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney est utile pour comparer deux
échantillons indépendants de petite taille. 11 permet d'estimer si les variables de deux
échantillons suivent la méme loi de probabilité, et donc de déterminer si ces échantillons
proviennent de la méme population. La taille minimale de chaque échantillon est de quatre
observations. Suivant le résultat, I’hypothese nulle selon laquelle la distribution de la variable
est la méme dans les deux groupes, est rejetée ou non. Un niveau de signification noté a (ici a
de 5%) doit étre fixé. La p-value permet d’évaluer le niveau de risque du test. Si la p-value est
supérieure a a, I’hypothése nulle ne sera pas rejetée, les séries de données seront considérées
comme identiques ou proches avec un risque de p-value % de se tromper. Si la p-value est
inférieure a a, ’hypothése nulle sera rejetée, les séries de données seront considérées comme

significativement différentes avec un risque de p-value % de se tromper.
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II-3 RESULTATS DE LA PARTIE II

I1.3.1 Effet de déficits hydriques du sol sur les développements végétatifs et

reproducteur des plantes

11.3.1.1 Le nombre de feuilles est peu affecté par des contraintes hydriques du

sol quelles que soient leur intensité et leur position dans le cycle de la plante.
Lors de I'expérimentation A, le nombre de feuilles de la premiére unité sympodiale n’a pas
été significativement réduit par les contraintes hydriques stables, de différentes intensités
(Figure II.6A). Il a diminué de 13.5 % en moyenne entre les plantes les mieux irriguées et
celles subissant le stress le plus sévére, i.e, pour lequel I’irrigation des plantes a été totalement
stoppée (Figure I1.6A). La vitesse d'émission des feuilles situées sous le premier bouquet a eu
tendance & diminuer pour des humidités du sol inférieures a 0.9 gH,O g'1 de sol sec. Elle a été
réduite de 15%, passant de 0.55 a 0.47 feuilles apparues par jour, lorsque le contenu en eau du
sol était réduit de 1.6 2 0.6 gH,0O g de sol sec. Elle a atteint une valeur moyenne de 0.43
feuilles émises par jour pour les plantes en condition de stress sévere, soit une réduction de
21.2% par rapport a la condition la mieux irriguée (Figure I11.6B). La longueur de la tige de la
premiere unité sympodiale, a été réduite de 10.2% en moyenne lorsque le contenu en eau du
sol était réduit 2 0.6 gH,O g™ de sol sec mais n’a pas été plus affectée par le stress hydrique le

plus sévere (Figure I1.6C).

Lors de I’expérimentation B, avec un déficit hydrique imposé sur une période plus longue
de développement, le nombre de feuilles de la plante a été réduit de six feuilles par plante en
moyenne, mais de maniere non significative en réponse au déficit (p-value = 0.055 pour un

risque o de 5%; Figure I1.6D et Tableau II.1). De méme, il n’y a pas eu de différence
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significative de vitesse d’apparition des feuilles entre les plantes bien irriguées et les plantes

en déficit d’irrigation (p-value = 0.187 pour une risque a de 5%; Figure I1.6E et Tableau II.1).
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Figure 11-6. Courbes moyennes de réponse a la teneur en eau du sol (A) du nombre de
feuilles de la premiére unité sympodiale, (B) de la vitesse d’émergence des feuilles, (C) de la
longueur de la tige de la premiére unité sympodiale, des plantes cultivées lors de
I'expérimentation A. Chaque point représente la donnée mesurée sur une plante. Les
courbes moyennes sont indiquées par des lignes continues (1 < n < 7) et sont entourées de
I'intervalle de confiance a 95% (courbes en pointillés). Les diagrammes en barre
représentent (D) le nombre de feuilles et (E) la vitesse d’apparition en conditions de déficit
hydrique (0.8 g d’eau g g sol sec) et en condition témoin (1.5 d’eau g g™ sol sec) dans
I’expérimentation B. Le nombre de feuilles a été mesuré au 26 juillet (89 jours aprés semis)
et la vitesse d’apparition des feuilles a été calculée entre le 30 mai et le 24 juin. Les barres
d’erreur représentent I’erreur standard (n = 6).
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11.3.1.2 Des stress hydriques d’intensités variables ont réduit le nombre de
boutons floraux et la vitesse de floraison au sein de [’inflorescence, tout en
retardant la date de floraison. Ces effets dépendaient toutefois du stade de

développement de la plante.

Lors de l'expérimentation A, le nombre moyen de boutons floraux émis au sein de la
premicere inflorescence a été réduit dés une faible diminution de ’humidité du sol de 1.6 a 1.4
gH,O g'1 de sol sec (de 12.3 a 10.8 boutons, Figure I1.7A). Il était de 8.9 boutons floraux a 0.9
gH,O g'1 de sol sec et a été réduit a 8.4 boutons floraux a 0.6 gH,O g'1 de sol sec pour
atteindre une valeur moyenne de 7.8 boutons floraux chez les plantes en condition de stress
sévere (Figure I1.7A). La vitesse de floraison de la premiere inflorescence des plantes de
I'expérimentation A a été réduite par le déficit hydrique. Elle était de 0.72 fleurs par jour en
moyenne lorsque la plante était bien irriguée. Elle a été diminuée par les stress plus séveres et
sa valeur s’est stabilisée autour de 0.6 fleurs par jour, entre 1.2 et 0.6 gH,O g de sol sec.
L'absence totale d'irrigation dés 1’apparition de la feuille 5 a diminué la vitesse de floraison a
0.5 fleurs par jour (Figure II.7B). La mise a fleur de la premiere inflorescence (date de
premiére fleur au stade d’anthése) des plantes de l'expérimentation A a été retardée par le
déficit hydrique, de 1.3 jours en moyenne pour les plantes dont le contenu en eau du sol est
situé entre 0.6 et 1.2 gH,O g de sol sec par rapport aux plantes cultivées en condition bien
irriguée (1.6 gH,O g'1 de sol sec). Elle a été également retardée chez les plantes dont le stress
hydrique est plus sévere, se produisant en moyenne 8 jours plus tard que les plantes a 1.6

gH,O g'1 de sol sec (Figure I1.7C).
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Figure II-7. Courbes moyennes de réponse a la teneur en eau du sol (A) du nombre de
boutons floraux, (B) de la vitesse de floraison et, (C) de la date d’ouverture de la premiere
fleur du bouquet 1 lors de I'expérimentation A. Chaque point représente la valeur du trait
sur le bouquet 1 d’une plante. Les lignes continues passent par les valeurs moyennes (1 < n <
7) et sont entourées de l'intervalle de confiance a 95% (courbes en pointillés). Les
diagrammes en barres représentent (D) le nombre total de bouquets, (E) la vitesse moyenne
de floraison et (F) la date de la premiére anthése des bouquets 4 a 7 (différents niveaux de
gris, du gris clair au gris foncé) en condition de déficit hydrique (moyenne des bouquets en
noir) et en condition bien irriguée (moyenne des bouquets en noir) lors de I'expérimentation
B. Les intervalles de confiance a 95% sont représentés par des barres rouges pour les plantes
en déficit hydrique et par des barres bleues pour les plantes en condition bien irriguée.
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Lors de 1'expérimentation B, le déficit d’irrigation a entrainé une réduction de nombre de
bouquets €émis pas les plantes d’environ 15 % (p-value = 0.022 pour un risque o de 5%,
Tableau II.1) sur la période observée. La vitesse de floraison des bouquets 4 et 5 des plantes
en déficit hydrique est significativement plus faible que celle des plantes bien irriguées
(bouquet 4 : p-value = 0.002; bouquet 5 : p-value = 0.024; pour un risque o de 5%). Par
contre, au sein des inflorescences 6 et 7, la vitesse de floraison n'est pas significativement
différente entre les plantes en condition de déficit d’irrigation et les plantes bien irriguées
(Figure I1.7D et Tableau II.1). En effet, la vitesse de floraison augmente du bouquet 4 au
bouquet 7 sur les plantes cultivées en condition de déficit hydrique du sol. Il semble donc que
la vitesse de floraison des inflorescences 4 a 7 n’ait pas été affectée par le déficit hydrique de
la méme maniére que celle de la premiére unité sympodiale dans 1’expérimentation A, ce qui
suggere une réaction d’adaptation de la plante.

Le rythme d’émission des inflorescences est de 4.5 jours en moyenne entre les inflorescences
successives et ce pour les deux traitements, au sein de chaque traitement. Un décalage de 1.6
jours en moyenne est cependant observé pour la mise a fleurs des bouquets des plantes en
conditions de stress hydrique par rapport a la mise a fleur des bouquets des plantes en
condition bien irriguée (Figure I1.7F). Ce décalage dans le temps de la floraison des plantes en
déficit hydrique peut étre di a la fois a un retard de 1’émission de la premiére inflorescence
ou, un retard de I’ouverture des fleurs. Les tests statistiques ont confirmé qu’il y a bien une
différence de date de début de mise a fleur induite par le déficit d’irrigation des bouquets 5 a 7
(bouquet 5 : p-value < 0.001 est significative pour un risque o de 5% ; bouquet 6 : p-value =
0.004; bouquet 7 : p-value = 0.033; pour un risque o de 5%). Aucune différence significative
n’est constatée concernant la mise a fleur du bouquet 4 (p-value = 0.065 pour un risque a de

5%). Il n’y a cependant pas de différence sur la moyenne globale de mise a fleur des bouquets
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(4 2 7) entre les plantes en déficit hydrique et les plantes bien irriguées (p-value = 0.209 pour

un risque o de 5 %, Tableau II.1).

Tableau II-1. Tableau résumant les résultats et tests statistiques appliqués aux différentes
variables décrites sur les développements végétatifs et reproducteurs décrits dans le partie
I1.3.1 (reprenant des données des figures 1I-6 et 1I-7). Le test appliqué est le test non
paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney applicable a des échantillons indépendants.

Effet du déficit hydrique (0,6 gH,O g de sol sec)

Effet du déficit hydrique tardif appliqué

érimentation A

4

liqué lors de I’exp

7

précoce app

lors de ’expérimentation B

Sur le développement

Sur le développement

Sur le développement
floral (bouquets 4 a 7)

Sur le
développement

foliaire

floral (bouquet 1)

foliaire

Nombre de feuilles de la
premiere unité sympodiale

Vitesse d’émergence des
feuilles (feuilles jour ™)

Longueur de la tige (cm)

Nombre de boutons floraux

Vitesse de floraison (antheése jour’l)

Mise a fleur (nombre de
jours apres début du
dessechement du sol)

Nombre de feuilles 67 jours apres début du
dessechement du sol

Vitesse d’apparition des feuilles (période comprise
entre 10 et 35 jours apres début du dessechement du
sol)

Nombre total de bouquets 67 jours apres début du
dessechement du sol

Vitesse de floraison moyenne (anthése jour™)

Date moyenne de mise a fleur des bouquets (nombre
de jours apres début du dessechement du sol)

-93+3,6%

-15+7.8%

-102+£5,5%

-31,7+£57 %

-22,1+7,1 %

+219+9,1%

Pas de différence
significative

Pas de différence
significative

Réduction significative
(p-value = 0,028)
-15%

Réduction significative
(p-value = 0,002)
-9,2 %

Pas de différence
significative
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Résumé des principaux résultats de la partie I1.3.1

Les variables associées au développement foliaire sont peu affectées par le déficit hydrique.
Le nombre de feuilles de la premicre unité sympodiale n’a quasiment pas été affecté par la
gamme de déficits hydriques appliqués lors de I’expérimentation A; la vitesse d’apparition
des feuilles n’a été réduite qu’a partir d’un stress hydrique important (0.6 gH,O g de sol sec)
et jusqu'a 21.2 % chez les plantes en stress sévere. Les variables présentées sur
I’expérimentation B, a des stades plus avancés de développement de la plante et pour des
unités sympodiales de rangs plus élevés montrent des résultats comparables. L.e nombre de
feuilles total de la plante et la vitesse moyenne d’apparition des feuilles des bouquets 4 et 7
n’ont pas été significativement réduits par le déficit d’irrigation appliqué.

Les variables associées au développement floral de la premiere inflorescence lors de
I’expérimentation A ont par contre été affectées en réponse aux déficits hydriques appliqués.
Le nombre de boutons floraux a été réduit des la plus faible diminution du contenu en eau du
sol. La vitesse de floraison a également été réduite mais variait ensuite tres peu entre les plus
faibles taux d’irrigation. La date de début de floraison a fortement été retardée pour les
plantes les moins bien irriguées. Lors de I’expérimentation B, les réponses ont été
comparables avec toutefois des différences moins grandes entre plantes bien irriguées et celles
en déficit hydrique concernant a la fois la vitesse de floraison et la date de premiere anthese
des inflorescences 4 a 7 observées. Sur ces plantes les effets variaient en fonction du bouquet
avec des effets plus marqués sur les premiers bouquets apparus.

En conclusion le développement reproducteur a été plus affecté et de facon plus précoce que
le développement végétatif en réponse aux déficits hydriques. Ces effets sur le développement
reproducteur €taient variables suivant le stade de développement de la plante suggérant une

adaptation progressive de la plante.
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11.3.2 Effet de déficits hydriques de différentes intensités sur les biomasses

aériennes et racinaires a des stades précoces de développement de la plante

11.3.2.1 Les réductions de masse seche aérienne et souterraine sont

proportionnelles a ’intensité du stress hydrique.
Lors de I’expérimentation A, la masse seche des parties végétatives de la premiere unité
sympodiale des plantes (somme des feuilles et de la tige sous le premier bouquet) a diminué
en réponse a la réduction de teneur en eau du sol et ce, des le passage de 1.6 a 1.4 gH,0O g'1 de
sol sec. Pour les plantes les mieux irriguées la masse seche de la premiere unité sympodiale a
atteint en moyenne 17187 mg. Elle a été réduite de 66.3 % (5796 mg) pour les plantes dont le
contenu en eau du sol était ajusté 2 0.6 gH,O g de sol sec (Tableau I1.3). La masse seche
moyenne des parties aériennes des plantes en condition de stress tres sévere a été réduite de
79.1 % (3596 mg, Figure I1.8A). La masse seche des feuilles (moyenne des feuilles 7 a 10 de
la premiere unité sympodiale; feuilles entieres comprenant folioles et rachis) a été réduite par
le déficit hydrique entre 1.6 a 1.4 gH,O g‘1 de sol sec. Elle a été réduite de 2694.2 a 616.4 mg,
soit de 77.2 %, lorsque le contenu en eau du sol était réduit de 1.6 a 0.6 gH,O g’1 de sol sec
(Tableau II.3). Sa valeur était encore réduite (de 84.2 % par rapport a la condition la mieux
irriguée) lorsque les plantes étaient cultivées en condition de stress sévere, atteignant alors
4247 mg (Figure I1.9A). La surface spécifique des feuilles (rapport entre la surface et la
masse moyenne des feuilles 7 a 10) de la premiere unité sympodiale était au contraire
légerement augmentée par le déficit hydrique. Elle est passée de 20.3 mm”mg” en moyenne
en condition bien irriguée, (1.6 gH,O g de sol sec) a 22.3 mmzmg'l en moyenne dans les
conditions de stress hydrique les plus avancées (0.6 gH,O g'1 de sol sec) (Tableau IL1.3) et
stress sévere (Figure I1.9B). La surface foliaire, comme la masse seche des feuilles, est en

revanche considérablement réduite par le déficit hydrique.
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Figure 11-8. Diagrammes en barre représentant (A) la masse seche aérienne moyenne de
la premiére unité sympodiale (somme des feuilles, des pétioles et de la tige coupée au
premier bouquet); et (B) la masse seche racinaire moyenne, en fonction de dose d’eau
contenue dans le sol lors de la croissance des plantes (5 < n < 13). Les barres d’erreurs
qui encadrent chaque moyenne représentent |'erreur standard. Ces mesures ont été
effectuées sur les plantes de |'expérimentation A. Des photos illustrant les parties
aériennes des plantes cultivées dans différents conditions d’irrigation sont montrées au-
dessus des graphes. Des photos illustrant les parties racinaires des plantes cultivées en
condition de stress sévere et en condition bien irriguée sont montrées en dessous des
graphes.
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Lorsque les plantes étaient bien irriguées (1.6 gH,O g de sol sec), la surface moyenne d’une
feuille a atteint 464.2 cm?. Elle était quasiment divisée par 4 (a 122.5 cm? en moyenne) pour
les plantes dont I'irrigation était fixée a 0.6 gH,O g™ de sol sec (Tableau II.3). Et, elle a atteint
son minimum pour les plantes cultivées en condition de stress sévere, 98.9 cm? en moyenne,
soit quasiment divisée par 5 par rapport a la condition la mieux irriguée (Figure 11.9C).

De méme que la masse seche des parties végétatives de la premiere unité sympodiale, la
masse seche des racines a été réduite par les déficits hydriques imposés. La masse seche
racinaire moyenne était de 3552 mg chez les plantes bien irriguées (1.6 gH,O g de sol sec).
Elle a été réduite de 77.7 % (a 792.8 mg) en moyenne pour les plantes irriguées a 0.6 gH,O g’
! de sol sec (Tableau I1.3). Elle a atteint un minimum de 473 mg, soit une réduction de 86.7
%, pour les plantes cultivées en condition de stress sévere, i.e, arrét de 1’apport de solution

nutritive sans ré-irrigation (Figure I1.8B).

11.3.2.2 Suivant le « type » de stress hydrique et le stade de développement de

la plante, la surface et la masse séche des feuilles peuvent étre affectés

différemment.
Lors de 1'expérimentation B, comme dans I'expérimentation A, la masse seche moyenne des
feuilles a été réduite par la condition de stress hydrique appliquée aux plantes. La masse seéche
moyenne de la derniere feuille sous le septieme bouquet a été¢ diminuée de moitié par le stress
hydrique (3033 mg en condition bien irriguée pour 1433 mg en condition de stress hydrique;
différence significative entre les deux conditions, p-value = 0.004; Figure 11.9D et Tableau
I1.3). En revanche, contrairement a ce qui a été observé lors de 1'expérimentation A, la surface

spécifique moyenne des feuilles a été réduite par le déficit hydrique de 1'expérimentation B.
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Tableau I1I-2. Tableau décrivant les proportions moyennes de masse seche allouées aux
différents compartiments des parties aériennes des plantes cultivées en conditions bien
irriguée et de déficit hydrique du sol lors de I'expérimentation B.

Masse seche Masse seche Masse seches Masse seche
totale (g) fruits / Masse limbes / masse | tige et pétioles /
seche totale seche totale Masse seche
(%) (%) totale (%)
Bien irriguée 282.22 12.04 29.40 58.56
Déficit hydrique 190.87 14.04 29.08 56.88
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Figure 11-9. Courbes moyennes de réponse a la teneur en eau du sol de (A) la masse séche
foliaire, (B) la surface spécifique foliaire et (C) la surface foliaire des feuilles 7 a 10 de la
premiere unité sympodiale des plantes cultivées lors de I'expérimentation A. Les moyennes
(lignes continues, 16 < n < 39) sont entourées de |'intervalle de confiance a 95%(courbes en
pointillés). Ces mémes variables sont présentées sous forme de diagrammes en barre pour
la derniere feuille de la septieme unité sympodiale des plantes cultivées lors de
I'expérimentation B, en D, E et F, respectivement. Les moyennes sont accompagnées de
barres d’erreurs représentant les intervalles de confiance a 95% (n=6).

57




Partie Il: Analyse de I’effet de différents scénarios de stress hydriques sur le développement et la
croissance de la plante chez la tomate

Comme pour la masse seche moyenne, la surface spécifique moyenne est diminuée de moitié
par la condition de stress appliquée (41. mm’mg' en condition bien irriguée et 20.3 mm’mg”’
en condition de stress hydrique, différence significative entre les deux conditions, p-value
=0.004; Figure II.9E et Tableau I1.3). La surface de la feuille sous le bouquet 7 a été fortement
réduite par le déficit hydrique. Elle est de 737 cm? en condition témoin et divisée par quatre
(187 sz) en condition de stress (différence significative entre les deux conditions, p-value =
0.004; Figure I1.9F et Tableau II.3). Les résultats concernant la masse seche des feuilles et la
surface des feuilles sont comparables dans les deux expérimentations. La masse seche
moyenne des feuilles (7 a 10) de la premiere unité sympodiale de 1’expérimentation A et de la
derniere feuille de la septieme unité sympodiale de 1’expérimentation B a été réduite par le
déficit hydrique, de 77.2 % pour les plantes cultivées dans 1’expérimentation A et, de 53 %
pour les plantes de I’expérimentation B (Figure I1.9A et B). La surface moyenne des feuilles
de la premiére unité sympodiale de I’expérimentation A et de la septiéme unité sympodiale de
I’expérimentation B a été réduite par le déficit hydrique : de 77.7 % pour les plantes cultivées

dans I’expérimentation A et, de 75 % pour les plantes de I’expérimentation B.
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11.3.2.3 Le déficit hydrique ne modifie pas les proportions de biomasse

allouée aux différents compartiments aériens, tige, feuille, et fruit.
Lors de I’expérimentation B, chez les plantes cultivées en condition bien irriguée, la
proportion en masse seéche de tige et pétioles est deux fois plus grande que la proportion de
limbe dans la plante. Et, la proportion de masse seche attribuée aux limbes est elle-méme
deux fois plus grande que la proportion de la masse seche attribuée aux fruits (Figure 11.10 et
Tableau I1.2). Le déficit hydrique du sol imposé entraine une réduction de moitié de la masse
séche totale de la plante en fin d’expérimentation (Figure I1.10). En revanche, les proportions
de masse seche attribuée aux différents compartiments tige et pétioles, limbes et fruits, n’est

pas altérée par le déficit hydrique du sol imposé durant I’expérimentation (Figure 11.10).

Figure 1I-10. Photographie représentant une plante en condition de déficit (a gauche)
et une plante en condition bien irriguée (a droite) au moment de la récolte lors de
I'expérimentation B.
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Résumé des principaux résultats de la partie 11.3.2

La masse seche des parties végétatives et des parties racinaires de 1’expérimentation A varient
proportionnellement a la dose d’eau contenue dans le sol. Contrairement a ce qui était attendu,
le rapport des parties aériennes sur les parties racinaires augmente lorsque le contenu en eau
du sol est réduit dans les conditions de I’expérimentation A.

La masse seche et la surface des feuilles de la premiére unité sympodiale de I’expérimentation
A et de la septieme unité sympodiale de I’expérimentation B sont réduites par les différents
types de déficit hydrique appliqués. En revanche, la surface spécifique des feuilles de la
premiére unité sympodiale de I’expérimentation A ne varie pas avec la dose d’eau contenue
dans le sol ; tandis que la surface spécifique des feuilles de la septieme unité sympodiale de
I’expérimentation B augmente fortement en condition de déficit hydrique.

A D’échelle de la plante entiére dans 1’expérimentation B, la production totale de masse seche

est réduite mais ’allocation entre les différents organes est peu affectée.

60




Partie Il: Analyse de I’effet de différents scénarios de stress hydriques sur le développement et la
croissance de la plante chez la tomate

Tableau II-3. Tableau résumant les résultats et tests statistiques des différentes variables
décrites sur les biomasses végétatives et racinaires décrits dans la partie 11.3.2 (données des
figures I1-8 et 11-9). Le test appliqué est le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney
applicable a des échantillons indépendants.
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11.3.3 Effet du déficit hydrique imposé en serre sur les fruits
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Le déficit hydrique augmente légérement le taux d’avortement mais la diminution
de rendement est due essentiellement a une diminution de la teneur en eau des fruits.
Lors de 'expérimentation B, le rendement en fruits a ét€ mesuré sur les inflorescences 4 a 7
de plantes cultivées en conditions bien irriguée (n = 8) et en déficit d’irrigation (n = 8). Le
nombre total de fruits noués du bouquet 4 au bouquet 7 (Figure IL.11A) n’a pas été
significativement réduit (p-value = 0.291 pour un risque a de 0.05; Tableau I1.4) par le déficit
d’irrigation appliqué. Il y a 27.5 + 1.5 fruits noués en moyenne du bouquet 4 au bouquet 7 sur
les plantes cultivées dans de bonnes conditions d’irrigation. La masse fraiche totale des fruits
des bouquets 4 a 7 (Figure II.11B) a en revanche été réduite de 28.9 £ 7.7 % (Tableau 11.4)
par le déficit d’irrigation. Le taux d’avortement (entre les bouquets 4 et 7), dont
I’augmentation en condition de déficit d’irrigation aurait pu expliquer la diminution de la
masse totale de fruits récoltés (du bouquet 4 au bouquet 7), n’est cependant pas
significativement différent entre les deux conditions (p-value = 0.188 pour un risque o de
0.05; Tableau 11.4).
Les fruits matures des inflorescences 4 a 7 de plantes cultivées en conditions bien irriguée et
de déficit hydrique ont été analysés. Il apparait que le stress hydrique appliqué n’a pas induit
de variation (p-value = 0.699 pour un risque a de 0.05; Tableau I1.4) de masse seche moyenne
des fruits matures (Figure II.12A). En revanche, la masse fraiche moyenne des fruits matures
a été réduite de 29.1 * 8.4 % par rapport aux fruits des plantes bien irriguées (p-value = 0.015
pour un risque o de 0.05; Tableau I1.4) (Figure I1.12B). Ainsi, la proportion de matiere seche
moyenne des fruits matures a été au contraire augmentée de 37 + 4.2 % chez les plantes
cultivées en condition de déficit hydrique (p-value = 0.002 pour un risque a de 0.05; Tableau

I1.4).
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Figure 1l-11. Diagrammes en barre représentant les moyennes encadrées des erreurs
standard (A) du nombre total de fruits noués (B) de la masse fraiche totale des fruits
matures et (C) du pourcentage d’avortement, des bouquets 4 a 7 des plantes bien irriguées
(bleu, n = 6) et en déficit d’irrigation (rouge, n = 6) lors de I'expérimentation B.

1000 A 10000 4
900+
800+ 8000 10+
= J = =
é 700 é s
© 600 2 6000 2
5 o 5
= “
'g 500+ g 7]
o ° 2
o 400 o 4000 4 51
7] » =
© © ©
= 3004 = =
200+ 2000
1004
04 04 0
1 ! 1 T ! T
Déficit hydriqgue Bien irriguée Déficit hydriqgue Bien irriguée Déficit hydriqgue Bien irriguée

Condition diirrigation

Figure 11-12. Diagrammes en barre représentant les moyennes encadrées des erreurs
standard de (A) la masse séche moyenne, (B) la masse fraiche moyenne, et (C) la matiere
seche moyenne des fruits matures des bouquets 4 a 7 des plantes bien irriguées (bleu, n = 6)
et en déficit d’irrigation (rouge, n = 6) lors de I'expérimentation B.
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Résumé des principaux résultats de la partie 11.3.3

La diminution de rendement en termes de masse de fruits récoltés en condition de déficit
d’irrigation est liée a la diminution de la masse fraiche moyenne du fruit. Le pourcentage de
fruits avortés est légerement supérieur en condition de déficit hydrique, mais ni le nombre de
fruits noués, ni la masse seche moyenne des fruits individuels n’ont varié significativement
lors de I’expérimentation B. En conséquence, la teneur en matiere seche du fruit a été

augmentée par le déficit hydrique.
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Tableau II-4. Tableau résumant les résultats et tests statistiques des différentes variables
décrites dans la partie 11.3.3, reprises des figures lI-11 et II-12. Le test appliqué est le test non
paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney applicable a des échantillons indépendants.

Nombre de fruits noués Pas de différence
significative
Masse fraiche totale (g) -28,9+ 7,7 %
Pourcentage de fruits avortés Pas de difference
significative
Masse seche moyenne du fruit mature Pas de difference
significative
Masse fraiche moyenne du fruit mature -291+84 %
Matiere seche moyenne du fruit mature +37+42 %
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II.4 DISCUSSION DE LA PARTIE II

11.4.1 Nous avons pu cultiver des plantes de tomate dans des conditions d’état
hydrique du sol stables au cours du temps et établir des courbes de réponse de différents

traits a la teneur en eau du sol moyenne.

La chambre de culture utilisée pour 1I’étude présentée ici (expérimentation A) était équipée
depuis 2004 de I’automate PHENOPSIS, un des premiers automates, qui permettait d’ajuster
le contenu en eau du sol pour chaque pot en fonction de la transpiration de la plante et de
I’évaporation d’eau du sol pour des pots de petite taille (Granier et al., 2006). Pour ce travail
de these portant sur la plasticité de croissance des feuilles et des fruits de tomate, et suite aux
résultats de Dambreville et al., sur le colza, en 2017, qui ont montré une forte interaction
entre 1’état hydrique du sol et le volume du pot, I’automate a été¢ adapté pour accueillir des
pots plus volumineux (Dauzat et al., 2016). Le méme type de systeme d’irrigation a, en partie,
été utilisé dans 1’expérimentation B, en pesant et ajustant a un poids cible des pots disposés en
serre. Les conditions environnementales en serre étant plus fluctuantes, les apports de solution
nutritive quotidiens pour atteindre ce poids cible étaient plus fluctuants également. Mais, dans
les deux conditions de culture, en pesant et ajustant le poids cible des pots régulierement, la
quantit¢ d’eau contenue dans le sol a pu étre stabilisée au cours du cycle de la plante pour
cinq traitements en chambre de culture et deux en serre, et ce, malgré ’augmentation de la
taille des plantes de tomate au cours du temps, et donc une augmentation des pertes en eau par
transpiration quotidienne. Toutefois, pour des raisons d’encombrements des plantes dans la
chambre de culture (proximité des plantes lors des pesées qui pouvaient fausser la pesée et
donc I’irrigation; proximité du plafond lumineux qui pouvait élever la température des parties

supérieures), 1’automate en chambre de culture a été utilisé pour tester 1’effet de stress
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précoces, i.e. uniquement sur des unités sympodiales relativement basses dans la plante. Les
effets de ces stress ont pu étre comparés ensuite aux effets d’un stress semblable mais
maintenu sur une période plus longue en serre et donc sur des unités sympodiales plus
élevées. Un avantage des plantes a croissance indéterminée, comme la tomate dont nous
avons étudié la croissance et le développement ici, est qu’elle produit des unités sympodiales
successives, sur lesquelles sont émis des organes végétatifs et reproducteurs de facon
réguliere. A chaque instant dans la plante, il y a donc des organes a différents stades de
croissance et il est donc possible, jusqu’a un certain point, si les conditions restent stables au
cours du développement d’utiliser cette variabilit¢ spatiale pour comparer 1’effet de
I’environnement sur des événements « temporels » comme cela a été fait chez la microvigne

(Luchaire et al., 2017).

11.4.2 Un stress hydrique du sol modéré et constant au cours du cycle de la
plante se traduit par des effets comparables sur le début et la fin du cycle pour des

variables liées au développement mais également a la croissance des feuilles et fruits.

Peu d’études ont comparé les réponses a des stress abiotiques en chambre de culture et en
serre. Les réponses aux déficits hydriques imposés ici dans les deux conditions sont
comparables pour la plupart des variables étudiées. C’est le cas pour les variables associées
aux fleurs et celles associées aux feuilles au niveau de leur développement (vitesse
d’apparition, durée des phases). Le nombre de feuilles et la vitesse d’apparition des feuilles ne
sont que peu ou pas altérés par les déficits d’irrigation appliqués dans les deux
expérimentations. I semble donc que contrairement au phyllochrone (temps écoulé entre
I’apparition de deux feuilles successives) du coton qui est réduit par le déficit hydrique (Burke

et al., 1985), le phyllochrone de la tomate ne soit pas altéré. Une stabilité du phyllochrone a
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déja été montrée chez la tomate en condition de stress salin (Najla er al., 2009). Et, le
phyllochrone n’est pas ou trés peu affecté par une contrainte hydrique du sol chez de
nombreuses especes dont Arabidopsis thaliana (Granier et al., 2006). Le déficit hydrique,
qu’il soit précoce ou tardif réduit la vitesse de floraison des inflorescences. En revanche la
date de mise a fleur des bouquets est avancée en condition de stress hydrique précoce, mais
n’est pas altérée par un stress hydrique appliqué plus tard dans la croissance de la plante.
Réduire le temps de floraison pour finir le cycle de vie plus précocement est souvent présenté
comme une stratégie des plantes pour éviter les sécheresses fortes. Chez les céréales, un
déficit hydrique durant la période de croissance végétative ou durant 1’induction florale et le
développement des inflorescences réduit la vitesse de développement des inflorescences. Cela
entraine un retard ou une inhibition complete de la floraison (antheése) (Angus et Moncur,
1977; Craufurd et al., 1993; De Rouw et Winkel, 1998; Mahalakshmi et Bidinger, 1985a,b;

Mahalakshmi et al., 1987; Winkel et al., 1997; Wopereis et al., 1996).

De méme, les deux types de stress ont eu des effets comparables sur la masse seche moyenne
des feuilles et la surface moyenne des feuilles, qui ont été réduites par toutes les conditions de
stress appliquées, qu’elles soient précoces ou tardives, c’est-a-dire dans cette étude, sur des
stades de développement de la plante plus ou moins avancés et, sur des rangs de feuille plus
ou moins ¢€levés. Cet effet est également observé quelle que soit I'intensité de la contrainte.
De nombreuses études ont montré que la réduction de surface foliaire était I’'une des
premieres réponses de la plante face a une contrainte hydrique et ce, chez de nombreuses
especes annuelles (Tardieu et al, 1999), pérennes (Génard et al., 2009), a croissance

déterminée, a croissance indéterminée (Lecoeur ef al., 1995).
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Par contre, la surface spécifique moyenne des feuilles qui est définie comme un trait
stratégique en écologie, i.e. la surface foliaire capturant la lumiére ramenée a 'unité de
biomasse (Poorter et al., 2009) n’a pas été altérée de la méme facon selon le type de stress
appliqué. Selon Tardieu et al., (1999), les conditions qui affectent plus la croissance des
feuilles que leur photosynthese causent une réduction de surface spécifique. Dans notre étude,
la surface spécifique moyenne des feuilles ne varie pas lorsque le stress hydrique est précoce,
tandis qu’elle est réduite par le méme stress hydrique pour les unités sympodiales émises plus
tardivement. Les rangs de feuilles étudiées en serre, feuille du septieme bouquet, sont
nettement plus élevés que ceux étudiés lors du stress en chambre de culture, feuilles 7 a 10
sous le premier bouquet. L’hypothése pourrait étre €émise que la plante privilégie son
assimilation carbonée plutot que 1’expansion de ses feuilles sur les stades plus avancés qui
correspondent a des stades avec un plus grand nombre de fruits en croissance le long de la
tige. Gary et Bertin (1992) proposent d’ailleurs d’utiliser la masse spécifique des feuilles
(inverse de la surface spécifique présentée ici) pour caractériser la compétition a un stade

donné de croissance.

La réduction de la taille du fruit chez la tomate est associée a une diminution de
I’accumulation d’eau dans le fruit, tandis que la masse seche n’est pas affectée comme pour
de nombreux fruits a pulpe (Ehret et Ho, 1986a; Sonneveld et Welles, 1988; Van Ieperen,
1996b). Le déficit hydrique entraine une réduction de la teneur en eau du fruit. Il est décrit
que le rendement de la culture de tomate peut étre altéré par une variation du poids moyen des
fruits (Van Ieperen, 1996a; Cuartero et Fernandez-Munoz, 1999) et/ou du nombre de fruits
par plante (Gormley et Maher, 1990; Hao et al. 2000). Des études montrent que lors d’un
stress hydrique appliqué tout le long de la croissance (croissance végétative et floraison), le

nombre et la taille du fruit sont significativement réduits (Bradford et Hsiao, 1982; Cantore et
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al. 2000). Ici, pour le stress imposé et nos conditions environnementales, le rendement n’est

réduit que par la diminution de la masse fraiche moyenne du fruit.

11.4.3 Un controle précis de I’environnement ne suffit pas a maintenir des
conditions « identiques » au cours du développement de la plante : les modifications des

forces de puits.

La plante est un miroir des variations environnementales qui ont lieu lors de sa croissance.
Son développement, sa croissance et son fonctionnement sont sensibles a son environnement
climatique (température, pression de vapeur d’eau dans I’air, quantité d’eau contenue dans le
sol, etc..), chimique (quantité et qualité des nutriments, pH, etc...) et biotique (Gratani, 2014).
Chaque organe de la plante qui se développe dans des conditions environnementales données
en est représentatif par sa morphologie, sa physiologie et I’expression de son génome,
influencant ensuite le développement des organes en croissance et des organes qui vont lui
succéder. Chez la tomate, Murneek (1924) montre que la croissance végétative est régulée par
le développement des fruits. Et, Salter (1958) montre que les fruits des plantes cultivées en
condition de déficit hydrique sont capables de « monopoliser » les assimilats pour maintenir
leur taux de croissance. Ces résultats sont confirmés par ceux de Heuvelink et Buiskool
(1995) qui suggérent 1’existence d’une compétition entre les feuilles et les fruits pour les
assimilats. Ainsi, toutes les feuilles qui se développent le long des unités sympodiales
successives n’ont pas le méme « statut » en terme de compétition avec les autres organes
source (autres feuilles) ou/et puits (fruits). Il en résulte que plus le rang de la feuille le long
de la tige est élevé, plus sa croissance sera altérée par les environnements dans lesquels les

autres organes se sont développés et se développent et, par le nombre de fruits en croissance
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le long de la tige. Ceci est particulierement vrai chez une espece a croissance indéterminée

comme la tomate cerise.

11.4.4 Les déficits hydriques imposés ont plus affecté la croissance végétative que

le rendement en fruit.

Au cours d’une saison de culture, le rendement total est déterminé par la balance entre la
croissance végétative et la croissance reproductive et, par conséquent par 1’acquisition des
ressources et leur allocation (assimilats et eau) (Heuvelink et al., 2005). Le rendement résulte
du nombre de fruits mars et de leur taille/masse individuelle. L’avortement désignant
I’interruption de la croissance du fruit a un stade précoce de son développement (@ < 20 mm)
a également un impact sur le rendement final (Bertin, 1995). 1l est influencé par les conditions
environnementales et la compétition intra-plante pour les assimilats. Avant 1’anthése, les
inflorescences peuvent étre avortées principalement a cause de la compétition pour les
assimilats entre ’apex végétatif et la dernicre inflorescence initi¢ée (Kinet er al., 1978;
Leonard et al., 1983). La masse fraiche d’un fruit est la somme de la masse séche et de la
quantité d’eau qui le composent. La masse seche de la récolte dépend de la quantité totale
d’assimilats disponibles pour la croissance (déterminés par la photosynthése et la respiration)
et de la distribution de la matiere seche entre les organes de la plante (Challa et Shapendonk,
1986 ; Heuvelink et Bertin, 1994). La distribution de la matiére seche entre les différentes
parties de la plante a été décrite comme un équilibre fonctionnel (Brouwer, 1962) ou comme
fonction des distributions qui sont dépendantes du temps ou du stade de développement
(Barnes, 1979; Spitters et al., 1989).

Ici, le nombre de fruits noués et le taux d’avortement des grappes 4 a 7 ne sont pas altérés par

le déficit hydrique. En revanche, la masse fraiche des fruits des grappes 4 a 7 est réduite par le
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déficit hydrique. D’autre part, la masse seche moyenne d’un fruit de ces mémes grappes n’est
pas modifiée par le déficit hydrique tandis que la masse fraiche moyenne est réduite et la
matiere seche (% en masse seéche) moyenne augmentée. Ces résultats suggerent que la
quantité¢ d’assimilats allouée aux fruits des grappes 4 a 7 n’est pas modifiée par le déficit
hydrique imposé lors de 1’expérimentation et que la différence de rendement en masse fraiche
des grappes 4 a 7 serait due a la quantité d’eau accumulée dans les fruits.

A D’échelle de la plante entiére, les plantes cultivées en condition de déficit hydrique étaient
plus petites que les plantes bien irriguées et leur masse seche totale lors de la récolte était
quasiment réduite de moitié. Le nombre maximum de bouquets de ces plantes était réduit de
15 %; alors que la matiere seche totale en fruits, limbes et, tiges et pétioles respectivement, ne
sont pas modifiées par le déficit hydrique. Il semble donc qu’il y ait eu globalement moins
d’assimilats disponibles pour la croissance des plantes en condition de déficit hydrique. En
revanche, la répartition des assimilats est similaire entre les deux conditions d’irrigation et

donc aucun organe n’a été prioritaire en condition de déficit hydrique.
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II-5 CONCLUSIONS DE LA PARTIE I1

Les résultats présentés dans cette partie I sont issus de deux expérimentations. La premiere,
menée en chambre de culture dans un environnement controlé, a permis d’ajuster et tester des
adaptations techniques de ’automate PHENOPSIS et d’établir des courbes de réponse du
développement et de la croissance de la premiere unité sympodiale de la tomate cerise au
contenu en eau du sol. La seconde a été menée en serre et, a permis d’étudier les effets du
déficit hydrique sur des plantes cultivées dans des conditions d’irrigation controlées, jusqu’a
des stades de croissance plus tardifs (jusqu’a 15 unités sympodiales). Pour la plupart des
variables étudiées, les effets des déficits hydriques ont été comparables que ce soit sur le
développement précoce ou plus tardif de la plante. La seule grosse différence est apparue sur
la réponse au déficit hydrique de la surface spécifique des feuilles qui est réduite par le déficit
hydrique sur un rang élevé de feuille (septieme unité sympodiale) tandis qu’elle ne 1’est pas
sur un rang de feuille moins élevé (premiere unité sympodiale). Ce trait integre a la fois une
composante ‘croissance’ et une composante ‘répartition des assimilats’ dont 1’équilibre peut
étre modifié suivant le stade de développement de la plante et son adaptation lors d’un stress
long.

Globalement, le développement reproducteur a été plus affecté et de facon plus précoce que le
développement végétatif en réponse aux déficits hydriques. Ces effets sur le développement
reproducteur €taient variables suivant le stade de développement de la plante suggérant une
adaptation progressive de la plante. A ’échelle de la plante entiére dans 1’expérimentation B,
la production totale de masse seche est réduite mais 1’allocation entre les différents organes

est peu affectée.
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La diminution de rendement en termes de masse de fruits récoltés en condition de déficit
d’irrigation est liée a la diminution de la masse fraiche moyenne du fruit. Et, la teneur en

matiere seche du fruit a été€ augmentée par le déficit hydrique.
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PARTIE III : ANALYSE MULTI-ECHELLE DE LA
PLASTICITE DES FEUILLES CHEZ LA TOMATE
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III-1 INTRODUCTION DE LA PARTIE III

La remarquable variation de forme et de taille des feuilles entre les plantes et au sein d’une
méme plante a fasciné de nombreux scientifiques travaillant dans le domaine de la biologie du
développement. La régulation de cette forme et de cette surface des feuilles joue un rdle
proéminent dans la capture de la lumiere, la photosynthese, la transpiration et donc, la
production de biomasse de la plante. Elle a été au centre de nombreuses études en agronomie.
Le controle de I’expansion de la surface des feuilles aux échelles cellulaire et moléculaire a
été étudié chez différents modeles de plantes. Ces études ont fourni des pistes permettant de
mieux comprendre et simuler la régulation complexe de la morphogénese foliaire (Rodriguez
et al., 2014; Vanhaeren et al., 2016). Chaque feuille est formée de cellules qui se divisent et
entrent en expansion a des vitesses et a des périodes différentes, dépendantes de I’espece, du
génotype, des conditions environnementales, du stade de développement, des tissus de la
feuille et du type de cellules d’un tissu donné (Pyke et al., 1991; Donnelly et al., 1999;
Tardieu et al., 2000; Rymen et al., 2007; Skirycz et al., 2011; Wuyts et al., 2012). Le cycle
cellulaire standard au cours duquel une cellule mere se divise en deux cellules filles, implique
une phase de duplication de ’ADN suivie par une mitose. Chez certaines especes, il existe
une variante du cycle cellulaire, le cycle d’endoréduplication ou endocycle. Durant
I’endocycle, il n’y a pas de mitose et, la cellule réplique son ADN de maniere répétitive. Il en
résulte la formation d’une cellule endopolyploide (Edgar et al, 2014). Les cellules
endopolyploides sont généralement plus grandes que les autres, comme cela a été montré sur
les épidermes de différents organes tels la feuille, la tige ou les sépales chez Arabidopsis
thaliana (Melaragno et al., 1993; Roeder et al.,2010) et dans le péricarpe du fruit de tomate

(Cheniclet et al., 2005). Mé&me si une corrélation est souvent mise en évidence entre le niveau
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de ploidie et la taille de la cellule; il a récemment été montré que cette corrélation dépendait

du type de cellules concerné (Katagiri et al., 2016).

Les contributions respectives de la division cellulaire et de 1’expansion cellulaire a la taille
finale des feuilles et les interrelations entre ces processus ont été analysées dans des feuilles
simples, i.e. composées d’un seul limbe rattaché a la tige chez les dicotylédones et
monocotylédones (Horiguchi et al., 2006; Massonnet et al.,, 2011; Gonzalez et al., 2012;
Nelissen et al., 2016). La taille finale des feuilles est surtout déterminée par le nombre de
cellules qui la composent plutdt que par la taille moyenne de ces cellules. Cela a été observé
dans les plantes d’un méme génotype cultivées dans des conditions environnementales variées
(Granier et al., 2000 pour différentes especes), sur des populations de lignées recombinantes
(Ter Steege et al., 2005 chez Aegilops tauschii; Tisné et al., 2008 chez Arabidopsis thaliana)
et, méme plus récemment sur des feuilles de différentes especes avec des tailles tres variables
(Gazquez et Beemster, 2017). Quelques études ont montré que la variabilité de taille des
feuilles selon leur rang le long de la tige était plutot reliée a des changements du nombre de
cellules que de taille de cellules, révélant que le cycle cellulaire joue aussi un réle dans
I’hétéroblastie (Ashby, 1948 chez Ipomoea; Tisné et al., 2011 chez Arabidopsis thaliana).
Pendant longtemps, il a ét¢ admis que le cycle cellulaire était ‘moteur’ de 1’expansion des

organes en controlant le nombre de cellules, variable déterminante dans la taille de cet organe.

La relation entre le nombre de cellules et la taille de la feuille est moins claire lorsque
I’analyse porte sur des génotypes affectés dans 1’expression de génes impliqués dans le cycle
cellulaire. Une augmentation du nombre de cellules de la feuille, causée par la surexpression
de genes activateurs du cycle cellulaire ou par la baisse d’expression de génes inhibiteurs du
cycle cellulaire, peut coincider avec une augmentation, une diminution, ou une absence de
variation de la taille de la feuille (Hemerly et al., 1995; Autran et al., 2002, Cookson et al.,

2005, Tojo et al., 2008). Ces résultats ont remis en cause, au moins partiellement, le rdle
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crucial du cycle cellulaire en tant que moteur de la croissance de I’organe (Fleming, 2007). La
théorie selon laquelle la croissance de I’organe résultait des processus cellulaires sous-jacents
a de ce fait été reconsidérée dans de nombreux articles (Kaplan et Hagemann, 1991; John et

Qi, 2008; Sablowski, 2016).

Les feuilles composées ajoutent de la complexité par rapport aux feuilles simples. Leur
morphogénese est sujette a débat. Sont-elles réduites a la somme des folioles ou bien, la
foliole constitue-elle un organe a part entiere ? (Champagne et Sinha, 2004). Dans certaines
études les folioles sont considérées comme des structures partiellement indéterminées qui
partagent des propriétés avec les parties végétatives et les feuilles simples (Sattler et
Rutishauser, 1992). Dans d’autres, il est suggéré que la feuille composée est équivalente a la
feuille simple et que les folioles sont des subdivisions du limbe simple (Kaplan, 1975). La
feuille de tomate est utilisée comme modele pour étudier le contrdle génétique du
développement de la feuille composée (Hareven et al., 1996; Champagne et Sinha, 2004)..
Contrairement aux nombreuses données qui existent sur les feuilles simples, la contribution
des processus cellulaires sur la plasticité de la taille de la feuille de tomate ainsi que leurs

interactions n’ont pas encore été analysés.

L’objectif de cette partie de la theése était d’analyser les bases cellulaires de la plasticité des
feuilles de tomate. Les contributions respectives du nombre de cellules et de la surface finale
des cellules de la face adaxiale de 1’épiderme a la surface finale de la feuille composée de
tomate ont été étudiées en étendant I’analyse au processus d’endoréduplication. Pour mieux
comprendre 1’organisation cellulaire de la surface totale de la feuille, ces traits ont été
analysés sur les différentes folioles des feuilles successives le long de I'unité sympodiale
(analyse spatiale) et au cours de 1I’expansion d’une foliole (analyse temporelle). Pour enrichir
le débat sur les différentes théories au sujet du controle de la croissance des feuilles, les

mémes traits ont été mesurés sur une lignée transgénique dans laquelle 1’expression du gene
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CCS52A est réduite. Le gene CCS52A est spécifiquement associé au passage du cycle
mitotique au cycle d’endoréduplication dans différents organes (de Veylder et al., 2011). De
précédentes études sur la tomate ont montré que la réduction de l’expression du gene
CCS52A induit la formation de plantes plus petites en retardant leur développement. Ces
plantes avaient de plus petits fruits avec de plus petites cellules et une plus grande densité
cellulaire dans le péricarpe, ainsi que de plus faibles niveaux d’endoréduplication (Mathieu-
Rivet et al., 2010). La variabilité de surface des feuilles, de surface des folioles et des traits
cellulaires associ€s a également été analysée sur des plantes sujettes a différentes teneurs en

eau du sol.

Les résultats obtenus ont permis :

(1) de mieux comprendre 1’organisation de la feuille composée de tomate a 1’échelle
cellulaire. Ils mettent en avant I’importance de considérer le rang de feuille le long de
I’unité sympodiale quand différents traits sont comparés.

(2) de démontrer que la feuille composée a un rang donné peut étre représentée par ’une
de ses folioles en ce qui concerne sa surface et ses caractéristiques cellulaires.

(3) de montrer que la surface des feuilles est étroitement liée au nombre de cellules de
I’épiderme sans lien direct avec les autres traits, a savoir, la surface cellulaire et
I’endoréduplication; grace a une large variabilité de surface entre feuilles de position
différente sur la plante, ou en réponse a une perturbation génétique ou un traitement
hydrique.

(4) de mettre en évidence un certain découplage entre 1’endoréduplication et 1’expansion
cellulaire lorsque des feuilles de positions différentes sur la plante sont comparées

(analyse spatiale), mais également au cours du développement (analyse temporelle).
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III-2 MATERIEL ET METHODE DE LA PARTIE III

Les données présentées dans cette partie ont été mesurées sur des plantes cultivées lors de
deux expérimentations différentes, A et C (voir tableau I.1).

Les conditions de I’expérimentation A ont été présentées en détails dans la partie précédente
(Partie II). Les plantes étaient cultivées en chambre de culture avec 1’automate de pesée et
d’irrigation PHENOPSIS. Les conditions environnementales et les données d’irrigation des
plantes ne sont pas montrées a nouveau dans cette partie (voir Figures I1.2 ; I1.3).

Lors de I’expérimentation C, les plantes ont également été cultivées en chambre de culture
avec I’automate de pesée et d’irrigation PHENOPSIS jusqu’au moment ou leur pesée a été
génée par la hauteur de plafond de la chambre. Elles ont alors été transférées en serre dans un
compartiment équipé d’un systtme de pesée et d’irrigation automatique, PHENODYN,
pendant les 15 derniers jours d’expérimentations en ciblant les mémes conditions

environnementales que celles obtenues dans la chambre de culture PHENOPSIS.

I11.2.1 Matériel végétal, semis et pré-culture des plantules

Lors de I’experimentation A, 147 graines de tomate cerise (Solanum lycopersicum), lignée
West Virginia 106 (WVa 106), et neuf graines de la lignée anti-sens Pro 35S :Slccs52A AS
(décrite dans Mathieu-Rivet et al., 2010) ont été décontaminées comme décrit dans la partie
II. La suite du protocole de semis et pré-culture est décrite dans la partie décrivant
I'expérimentation A (partie II) dont sont issues les données décrites ici. Les plantes de
WVal06 ont été cultivées a 6 teneurs en eau du sol avec une condition bien irriguée a 1.6
gH,0 g™ sol sec et 4 conditions avec une teneur en eau plus faible mais stable de 1.4 gH,O g”'
sol sec, 1.2 gH,0O g™ sol sec, 0.9 gH,0 g sol sec, 0.6 gH,O g™ sol sec. Il y avait 7 répétitions

pour chacune des conditions. La derniere condition comprenait 14 plantes qui ont subi un
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stress plus sévere avec un arrét d’irrigation sans ré-irrigation jusqu’a la fin de
I’expérimentation. Les plantes de la lignée anti-sens Pro 35S :Slccs52A AS ont été cultivées

seulement en condition bien irriguée a 1.6 gH,Og™' sol sec sol sec (voir Figure IL.3).

Lors de I’expérimentation C, 210 graines de tomate cerise (Solanum lycopersicum), lignée
West Virginia 106 (WVa 106) ont été semées en sol. Elles ont germé dans un sol dont le
contenu en eau a ét€é maintenu a 1.8 gH,O g'1 de sol sec, a 16h de photopériode, 25°C le jour,
20 °C la nuit et, 0.8 kPa de pression de vapeur d’eau dans la chambre de culture équipée de
I’automate PHENOPSIS pendant 3 semaines. Les pots ont été éclaircis 10 jours apres semis

pour ne laisser qu’une plante par pot.

I11.2.2 Conditions de croissance

Lors de D’expérimentation A, les plantes ont été cultivées dans la chambre de culture

équipée de I’automate PHENOPSIS comme décrit dans la partie I1.

Lors de I’expérimentation C, les plantes ont dans un premier temps été cultivées dans la
chambre de culture équipée de 1’automate PHENOPSIS jusqu’a 8 semaines aprées leur levée.
Les conditions environnementales dans la chambre de culture étaient stables avec 16h de
photopériode, 23°C le jour, 20°C la nuit et 0.8 kPa de pression de vapeur d’eau. Une fois les
plantes éclaircies et ramenées a une plante par pot, deux conditions de teneur en eau ont été
maintenues stables durant cette expérimentation, 1.4 gH,O g de sol sec pour la condition
bien irriguée et 0.8 gH,O g de sol sec pour la condition en déficit hydrique. Ces teneurs en
eau du sol ont été maintenues une fois les plantes transférées dans la serre équipée de

I’automate PHENODYN. Cet automate comprend 70 balances chacune avec un systéme
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d’irrigation. Chaque pot était pos¢€ sur sa balance individuelle et avait son propre systeéme
d’irrigation relié a un programme précisant le poids cible de chaque pot pour avoir la teneur
en eau du sol voulue. Les plantes ont ainsi été irriguées avec la solution nutritive deux fois par
jour pour atteindre le poids cible défini. Afin de prendre en compte le poids des plantes
développées dans le calcul de la teneur en eau du sol, une plante de chaque condition
d’irrigation était coupée et pesée chaque semaine pour ajuster le poids cible. Les conditions de
température ont aussi été régulées dans la serre de fagon a avoir des conditions les plus

proches possibles de celles obtenues dans la chambre de culture.

I11.2.3 Mesure des traits phénotypiques

Le protocole expérimental utilisé ici est basé sur des protocoles précédemment appliqués aux
feuilles simples et étendus a la feuille composée afin de faciliter la comparaison avec des
résultats précédents (Hemerly et al.,1995; Autran et al., 2002, Cookson et al., 2006, Tojo et

al., 2008, Massonnet et al., 2011,Gazquez et Beemster, 2017).

Lors de ’expérimentation A, pour chaque plante, les traits relatifs a la croissance foliaire
(échelle feuille, foliole et cellule, Figure III.1) ont été mesurés quand toutes les feuilles de la
premiere unité sympodiale ont eu fini leur croissance. Au moment de la récolte, méme les
plantes les plus stressées ne montraient pas de signes de dépérissement. Toutes les mesures
phénotypiques ci-dessous ont donc été réalisées sur toutes les folioles individuelles des

feuilles individuelles de la premiere unité sympodiale.
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Lors de ’expérimentation C, pour chaque plante, les traits relatifs a la croissance foliaire
ont ét€ mesurés sur deux folioles de la treizieme feuille. En effet, il a été montré lors de
I’expérimentation A (voir résultats qui suivent), qu’au sein d’une méme feuilles, les folioles
sont équivalentes entre elles et les variables phénotypiques liées a la croissance des folioles
résument les variables phénotypiques de la feuille a laquelle elles sont rattachées. Les mesures
phénotypiques ont donc été faites en parallele sur la paire de folioles qui émerge apres la
foliole terminale sur la feuille 13, i.e., les folioles 2 et 3 dont I’émergence est simultanée. Pour
cette expérience, les mesures phénotypiques ont été réalisées en dynamiques au cours du
temps, sur des folioles mesurées tous les 2 ou 3 jours de facon a obtenir des cinétiques de

croissance.

111.2.3.1 Mesure des traits relatifs a la taille des feuilles

Lors de D’expérimentation A, pour chaque plante, la premiere unit€é sympodiale était
composée d'un maximum de 13 feuilles (Fig III.1). Les deux premieres feuilles n'ont pas pu
étre mesurées car elles étaient sénescentes lors de la récolte pour tous les régimes d'irrigation
appliqués. Pour toutes les plantes bien irriguées du génotype sauvage WVal06, la troisieme
feuille était composée de cinq folioles tandis que toutes les autres feuilles étaient composées
de sept folioles. Pour les plantes de WVal06 cultivées en condition de déficit hydrique
(humidité pondérale < 1.4 g H,O g'lsol sec), la quatrieme feuille peut étre composée de cinq
folioles seulement. Pour la lignée transgénique Pro35S:Slccs52A AS, la troisieme, la
quatrieme, la cinquieme et, certaines sixieémes feuilles étaient composées de cinq folioles,
tandis que les autres étaient composées de sept folioles. Comme décrit dans la partie 11, les
feuilles de la premiere unité sympodiale ont été coupées a la base du rachis puis scannées.

Ensuite, les surfaces individuelles de toutes les folioles (sz) ont été mesurées a partir des
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scans avec le logiciel d'analyse d'image Image] (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA). Pour chaque feuille, la surface foliaire a été calculée comme la somme de la
surface de ses folioles.

Lors de ’expérimentation C, les trois premieres mesures effectuées (une mesure tous les
deux jours) apres la date d’émergence des folioles 2 et 3 ont été destructives. Les folioles 2 et
3 de la 13°™ feuille de 9 plantes (3 plantes par jour) ont été coupées a la base du limbe et ont
été scannées. Six jours apres leur émergence, les folioles étaient assez grandes pour qu’il ne
soit plus nécessaire de les couper. Les folioles ont donc été photographiées tous les deux
jours. Les photos des folioles ont été effectuées devant une feuille sur laquelle un carré de 1
cm® de coté était dessiné. La surface des folioles (mmz) a ensuite été mesurée a partir des
scans et photos avec le logiciel d'analyse d'image ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes

of Health, USA).

111.2.3.2 Mesure des traits relatifs a l'anatomie de la face adaxiale de

l'épiderme

Réalisation d’empreintes de [’épiderme adaxial des folioles

Lors de P’expérimentation A, les empreintes de la face adaxiale de l'épiderme ont été
obtenues en étalant un verni a ongles translucide sur la face adaxiale de chaque foliole de
chaque feuille des rangs successifs (de la feuille 3 a la feuille 13). Une fois le vernis sec,
I'empreinte a été décollée et immédiatement collée sur une lame de microscope a l'aide d'un
ruban adhésif.

Lors de I’expérimentation C, les trois premieres mesures effectuées (une mesure tous les
deux jours) apres la date d’émergence des folioles 2 et 3 ont été destructives. Les empreintes

de la face adaxiale de 1'épiderme ont été obtenues de la méme facon que pour
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I’expérimentation A. Six jours apres leur émergence, les folioles étaient assez grandes pour
qu’il ne soit plus nécessaire de les couper. Les empreintes ont donc été prises régulierement
avec une résine dentaire (Coltene President Light Body Surface Activated, faible viscosité
(distribuée par Patterson Dental, Detroit MI). Le protocole détaillé est décrit dans Kagan,
Novoplansky, et Sachs, 1992. Les empreintes ont été prises tous les deux jours et sur toute la
longueur d’une méme foliole a chaque mesure. Pour les imprimer : les contenus des deux
tubes constituant la résine, un catalyseur (vert) et une base (blanc) ont été mélangés et
appliqués sur la face adaxiale des folioles. Apres une minute de séchage, la résine dentaire a
¢été délicatement retirée de I’épiderme de la foliole. Les empreintes prises avec la résine ont

ensuite été réimprimées avec du verni, comme décrit précédemment.

Visualisation des empreintes épidermiques
Pour les expérimentations A et C, les empreintes ont été placées sous un microscope (Leitz
DM RB; Leica, Wetzlar, Germany) couplé au logiciel d'analyse dimage Image] (Figure
III.1C). Seul 1'épiderme de la face adaxiale des feuilles est considéré dans cette étude.
Lorsqu'il est question de cellules de 1'épiderme dans la suite du texte, cela fait référence a la

face adaxiale de 1'épiderme dont les mesures sont décrites ici.

Densité de cellules de [’épiderme de la foliole
Lors de I’expérimentation C, les données de densité des cellules de 1’épiderme (nombre de
cellules mm™) ont été obtenues en comptant le nombre de cellules observées au microscope
dans une surface donnée et connue de chaque empreinte épidermique réalisée.
Systématiquement, plus de 50 cellules ont été comptées sur chaque zone. La zone était

dessinée manuellement sans tronquer de cellules.
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Distribution de la surface cellulaire par foliole et par feuille

Lors de I’expérimentation A, pour chaque foliole, au moins 75 cellules de I'épiderme ont été
dessinées manuellement sur une zone centrale (de part et d'autre de la nervure centrale) de la
foliole mature. Cette zone de la foliole a été sélectionnée apres une expérimentation
préliminaire qui a montré que la densité cellulaire de 1'épiderme ne variait pas de la base a la
pointe de la foliole mature (Figure III.1C, Test de Kruskal-Wallis par rangs, p-value = 0.131).
La distribution de la surface cellulaire dans les épidermes des folioles a été obtenue en
groupant les données de cellules dessinées sur les folioles de méme position sur la feuille. La
distribution des surfaces cellulaires par feuille a été obtenue en groupant des données de
cellules dessinées sur les différentes folioles d'une méme feuille.

Lors de ’expérimentation C, la distribution de la surface cellulaire dans 1’épiderme de la
foliole a été analysée en dessinant des cellules non-tronquées d’une surface donnée, sur trois
zones sélectionnées a la base, au milieu et, a la pointe de la foliole du c6té droit de la nervure
centrale, pour chaque empreinte réalis€ée. Pour chaque zone, les surfaces de 30 cellules

environ ont ét€ mesurées.

Surface cellulaire moyenne dans [’épiderme de la foliole
Lors de ’expérimentation C, la surface cellulaire moyenne des folioles a été calculée par le
ratio entre la surface moyenne de la foliole et la densité cellulaire moyenne de 1'épiderme de
la foliole.
Lors de I’expérimentation A, la surface cellulaire moyenne des folioles a été calculée a

partir des distributions de surface cellulaire.

Nombre moyen de cellules par foliole
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Le nombre moyen de cellules par foliole a été calculée par le ratio de la surface moyenne la

foliole considérée et la surface moyenne des cellules au sein de cette foliole.

Nombre moyen de cellules par feuille
Le nombre moyen de cellules par feuille a été calculé par le ratio de la surface foliaire sur la

surface cellulaire moyenne au sein de cette feuille.

111.2.3.3 Niveaux de ploidie dans les feuilles et les folioles

Les niveaux de ploidie ont été mesurés dans tous les folioles a la fin de leur croissance pour
I’expérimentation A. Ils ont ét€¢ mesurés sur un des deux folioles, 2 ou 3, de la feuille 13 au
cours du temps pour I’expérimentation C.

Juste avant de scanner les feuilles, des disques foliaires ont été récoltés a la base, au milieu et,
a la pointe de la foliole. Ils ont été récoltés de part et d’autre de la nervure centrale a I’aide
d’un emporte-piece de 8 mm de diametre. Les disques ont été immédiatement mis dans des
tubes Eppendorf de 2 mL et gelés dans I’azote liquide. Les échantillons ont été conservés a -
80°C jusqu’au moment de la mesure au cytometre de flux. Les disques congelés ont été
hachés avec une lame de rasoir et incubés dans 200 pL de tampon d’extraction pendant 2
minutes. Les noyaux extraits ont ensuite été fixés avec 200 pL d’éthanol 70 % pendant 2
minutes et colorés avec 800 uL de DAPI. Les solutions ont été filtrées pour éliminer toutes les
structures dont le diametre était supérieur a 30 um. Les solutions résultantes ont été analysées
par cytométrie en flux avec le systeme C6 de chez BD Accuri. Tous les réactifs ont été fournis

par BD Biosciences.
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Les histogrammes représentant la distribution des différents niveaux de ploidie ont été
groupés, i.e. superposés, pour chaque position de foliole, rang de feuille, génotype et,
condition d’irrigation. Les positions des pics correspondant aux différentes classes de noyaux,
i.e. noyaux en 2C, 4C, et 8C ont été manuellement identifiés. Les fenétres ont été positionnées
a partir d’un échantillon de référence dont les noyaux ont été extraits a partir de jeunes

feuilles de tomate contenant une forte proportion de cellules en division (Figure I11.2).

400

Comptage

6.5 7.0

Figure llI-2. Distribution des niveaux de ploidie mesurés par cytométrie en flux dans
des jeunes feuilles de tomates et utilisés comme référence pour identifier les
positions des pics des cellules en 2C, 4C, 8C, 32C et 64 C.

Ce traitement manuel des données a permis de supprimer les bruits de fond, i.e., toutes les
structures sous le pic 2C qui peuvent provenir de différentes origines (principalement des

interactions chimiques avec le DAPI et peut €tre aussi de débris résultant du hachage). Ce
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traitement manuel a été impossible pour les échantillons récoltés sur les feuilles de la lignée
anti sens, principalement a cause de la position du premier pic difficilement détectable et,
affectant donc les résultats. Les positions des pics des noyaux en 16C et 32C ont été déduites

a partir de la position des autres pics en considérant que le contenu en ADN est additif.

La position des pics a été identifiée a partir de la Figure II1.2 et a été conservée pour toute
I’étude. Les histogrammes de ploidie ont ét¢ analysés de manicre quantitative avec le logiciel

R pour les plantes de WVa 106 de toutes les conditions d’irrigation.

I11.2.4 Extraction des tendances pour les différentes variables morphologiques

La méthode LOESS (Cleveland, 1979), utilisée dans cette partie pour extraire les tendances

des différentes variables morphologiques est décrite dans la partie II.

II1.2.5 Ajustement des cinétiques obtenues pour les différents traits relatifs a la

cinétique de croissance de la foliole

Pour les analyses des mesures phénotypiques en dynamique obtenues lors de
I’expérimentation C, des ajustements des courbes ont été effectués avec deux fonctions
sygmoidales différentes :
Une fonction logistique standard :

y=a/ (1 +exp(-(x —x0) /b))
Et une fonction de Gompertz :

y =a * exp(- exp(x — x0) / b))
Pour chaque courbe, les deux fonctions ont été testées et les résidus ont été analysés pour

choisir le modele mathématique le plus approprié.

90



Partie Ill: Analyse multi-échelle de la plasticité des feuilles chez la tomate

Afin de décrire les cinétiques de croissance de la surface foliaire, de la surface cellulaire
moyenne de I’épiderme supérieur et du nombre de cellules de I’épiderme supérieur de la
foliole, obtenues lors de I’expérimentation C, les courbes ont été ajustées a I’aide de modeles
de régression non-linéaires. Pour cela deux modeles de type sigmoide ont été testés, le modele

logistique et le modele de Gompertz.

Le modele de régression non-linéaire logistique est défini par :

y = a/[1 + exp{—([—exp{(t — to/b}] +¢,

Le modele de régression non-linéaire de Gompertz est défini par :

y = a exp[—exp{—(t — ty)/b}] +¢,

ou a est ’asymptote supérieure, t, le temps au point d’inflexion, b la durée caractéristique de

croissance (inverse du taux de croissance) et £ le terme résiduel distribué selon une loi

normale centrée en 0.]

Les parametres du modele a, t, et b sont estimés par I’algorithme de Gauss-Newton qui est

une méthode des moindres carrés itérés.
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III-3 RESULTATS DE LA PARTIE III

I11.3.1 Variation de surface finale des folioles et des traits cellulaires relatifs a la

taille de la foliole le long du rachis de la feuille composée de tomate.

Pour chaque plante de WVal06 cultivée en condition bien irriguée, les surfaces des folioles
ont été mesurées sur des séries successives de feuilles (dites séries hétéroblastiques) de la
premiere unité sympodiale. La plupart des feuilles étaient composées de 7 folioles, a part les
feuilles 1, 2 et 3 qui étaient composées de 3 a 5 folioles suivant les plantes (non présentées
ici). Les mesures ont été effectuées sur les feuilles des rangs 3 a 13, lorsque les feuilles

avaient atteint leur taille finale (Figure I11.1).

Les surfaces des folioles varient légérement le long du rachis d’une méme feuille, comme
montré pour les feuilles 5, 7 et 9 (Figure II1.3 A-C, respectivement). De méme le nombre final
moyen de cellules de I’épiderme varie 1égérement (Figure II11.3 D-F). Il n’y a pas de variation
de la distribution des surfaces des cellules de I’épiderme entre les folioles d’une méme feuille
(Figure II1.3 G-I). Si I’on considére les variations des traits relatifs a la taille de la foliole en
fonction du rang de feuille, les folioles de la feuille 9 sont plus grandes que ceux de la feuille
5, avec un nombre moyen de cellules de I’épiderme plus grand et une surface cellulaire

moyenne plus petite ainsi qu’une distribution de taille de cellules plus étroite (Figure I11.3).

Pour chaque foliole mature de la 9°™ feuille, la distribution des niveaux de ploidie de I’ADN
dans les faibles proportions, en 2C et 32C, était difficile a distinguer du bruit de fond (Figure
I11.4). En revanche, la somme des noyaux en 4C et 8C représente plus de 76% de tous les
noyaux et, les noyaux en 16C varient de 7.2 a 10.8% (Figure II1.4). Les distributions des
niveaux de ploidie ne montrent pas de tendance spécifique en lien avec la position de la

foliole sur la feuille (Figure I11.4).
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I11.3.2 Variations de la surface foliaire et des traits cellulaires associés le long de

la premieére unité sympodiale.

Pour chaque plante de WVal06 cultivée en condition bien irriguée, la surface foliaire, le
nombre de cellules épidermiques par feuille et la distribution de la surface des cellules
épidermiques au sein de la feuille ont ét€ mesurées le long de la premiere unité sympodiale
(de la feuille 3 a la feuille 13). Les mesures ont été effectuées lorsque les feuilles avaient
atteint leur taille finale. La surface foliaire finale augmente graduellement de la feuille 3 a la
feuille 9; de 115.9 + 24.7 a 321.6 + 12.9 cm” puis décroit 1égérement jusqu’a la feuille 13
(Figure III.5A). Le nombre de cellules épidermiques moyen suit la méme tendance (Figure
II1.5B). Par opposition, la surface cellulaire épidermique moyenne décroit de la feuille 3 a la
feuille 8 ou elle atteint un plateau (Figure III.5C). La surface cellulaire épidermique des
feuilles les plus basses est trés variable avec une distribution qui s’étend vers la droite révélant
la présence de grandes cellules dans 1’épiderme (Figure II1.5C). La distribution du niveau de
ploidie de I’ADN dans les cellules de la feuille montre une variation du 2C au 32C dans les
feuilles matures (Figure II1.6). Elle ne montre pas de tendance spécifique avec le rang de
feuille pour les rangs 4, 6, 8 et 12 le long de la premiere unité sympodiale (Figure I11.6). Dans
toutes les feuilles, la somme des noyaux en 4C et 8C représente plus de 74 % de tous les
noyaux, tandis que les noyaux en 16C varient de 8.3 2 9.9 %. 1l était difficile de distinguer de

petites proportions de noyaux en 2C et 32C du bruit de fond.
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Ces résultats montrent que les variations de taille finale des feuilles en fonction de leur rang le
long de la premiere unité sympodiale des plantes de WVal06 sont liées aux variations de la
surface des folioles et non de leur nombre (sauf pour les feuilles 1, 2 et 3 qui ont un nombre
réduit de folioles) et aux variations du nombre de cellules de I’épiderme, et non de leur taille

ou du niveau d’endoréduplication.

Au sein d’une feuille d’un rang donné, les caractéristiques cellulaires sont communes a toutes
les folioles, i.e. avec des distributions communes des surfaces des cellules de 1’épiderme et

des niveaux de ploidie des cellules.
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I11.3.3 Variations de la surface foliaire finale et traits cellulaires associés de la

feuille composée de tomate chez la lignée Pro35S:Slccs52445,

Les traits relatifs a la taille des feuilles ont également été mesurés sur une lignée transgénique,
la lignée présentant une perte de fonction du gene SICCS52A (se référer a Pro35S:Slccs52A%;
Mathieu-Rivet et al., 2010). Cette lignée a un développement plus lent et produit de plus
petites plantes (non décrit ici mais également observé dans cette expérimentation, voir aussi
Mathieu-Rivet et al., 2010). Les changements de la surface foliaire totale, de la surface de la
foliole 1 et le nombre moyen de cellules épidermiques de la foliole 1 en fonction du rang de
feuille le long de la premiere unité sympodiale ont été comparés entre les lignées WVal06 et
Pro35S:Sices52A (Figure IIL.7A-C). Tous les traits étudiés augmentent graduellement avec
le rang de feuille jusqu’a une valeur maximale autour de la feuille 9 et diminuent ensuite
légerement ou se stabilisent suivant les traits (Figure7A-C). Pour les premieres feuilles, les
valeurs de ces traits sont plus faibles sur la lignée Pro35S:Slccs52A%° que sur le sauvage. Par
exemple, la surface foliaire finale des feuilles 4 atteint 32,8 + 26,6 cm? chez la lignée
Pro35S:Slces52A tandis qu’elle est de 158,8 + 17,5 cm” chez le sauvage. La surface finale de
la foliole 1 est égale 4 5,3 + 5,2 cm? pour la lignée Pro35S:Slces52A° tandis qu’elle atteint
21,5 + 3 cm” chez le sauvage. Le nombre moyen de cellules épidermiques de la foliole 1 est
réduit d’un facteur supérieur a 6 dans la lignée Pro35S:Slccs52A™ comparée a la lignée
sauvage (9,2 10* + 2,6 10* cellules vs 6,2 10° + 1,1 10° cellules par foliole respectivement).
Dans la lignée Pro35S:Slces52A™, I’augmentation avec le rang de feuille de ces trois traits est
plus rapide que dans la lignée sauvage. Apres la feuille 8, la surface foliaire, la surface de la
foliole 1 et le nombre moyen de cellules épidermiques sont plus grands pour la lignée anti-
sens que pour le sauvage (Figure III.7A-C). Lorsque les traits sont considérés a 1’échelle de
I’unité sympodiale dans sa totalité, la surface foliaire cumulée des feuilles ne différe pas entre

la lignée Pro35S:Slccs52A™ et 1a lignée sauvage (Figure I1L7E).
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Partie Ill: Analyse multi-échelle de la plasticité des feuilles chez la tomate

De maniere similaire, les surfaces de la foliole 1 cumulées et le nombre cumulé de cellules de
I’épiderme des folioles 1 de la premiere unité¢ sympodiale ne différent pas entre les deux
lignées (Figure III.7F, G). La surface des cellules de la foliole 1 (Figure II1.7D) décroit
nettement avec le rang de feuille dans la lignée Pro35S:Slces52A™. Elle ne décroit que
faiblement chez le sauvage. Pour les feuilles 4 a 7, la surface des cellules de 1’épiderme est
plus grande dans la lignée Pro35S:Slccs52A" que dans la lignée sauvage. Au-dela de la
feuille 10, la surface des cellules est plus faible dans la lignée Pro35S:Slccs52A% que dans la
lignée sauvage. Quand la distribution des surfaces des cellules de I’épiderme est considérée a
I’échelle de la premiére unité sympodiale, en groupant toutes les cellules des folioles 1, la
surface cellulaire moyenne ne differe pas entre les deux génotypes. En revanche, la
distribution est plus dispersée et s’étend vers la droite dans la lignée Pro35S:Slccs52A4™
comparée a la lignée sauvage (Figure III.7H). Comme chez la plante sauvage, la distribution
des niveaux de ploidie des cellules a ét€ mesurée sur les folioles 1 des feuilles de rangs
différents chez la lignée Pro35S:Slccs52A™°. Cependant, les distributions des niveaux de

ploidie contenaient trop de bruits de fond pour en extraire des données quantitatives fiables et

en déduire des conclusions robustes. De fait, les résultats ne sont pas présentés ici.

Ces résultats montrent que la perte de fonction de CCS52A altere la valeur absolue des traits
relatifs a la taille des feuilles pour chaque rang de feuille; que ce soit pour la surface de la
feuille elle-méme, la surface de ces folioles, la surface et le nombre de cellules épidermiques.
Suivant le rang de feuille considéré, les traits peuvent étre augmentés ou diminués par la perte
de fonction de ce géne. La progression de la variation de ces traits d’une feuille a I’autre le
long de la premiere unité sympodiale est également affectée par la perte de fonction de
CCS52A. Lorsque les traits sont comparés a 1’échelle de 1’unité sympodiale enticre, il n’y a

plus de différence entre la lignée anti-sens et la lignée sauvage.
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111.3.4 Effet dose du déficit hydrique du sol sur la surface finale des feuilles et les

traits cellulaires associés dans la feuille composée de tomate.

Six traitements hydriques du sol ont ét€ imposé€s aux plantes du génotype sauvage. Les
traitements ont démarré lorsque toutes les folioles de la feuille 5 étaient visibles (Figure III.1,
Figure I1.3). La réponse a la quantité¢ d’eau contenue dans le sol a été étudiée sur la feuille 9,
une feuille ayant passé la majorité de la durée de son développement dans la période de stress
hydrique. La surface finale de la feuille 9 est maximale pour les deux niveaux de contenu en
eau du sol les plus élevés, i.e. 1.6 et 1.4 gH,0 g sol sec (Figure IIL.8A) et réduite pour les
teneurs en eau du sol inférieures (Figure IIL.8A). De 1.4 4 0.6 gH,O g sol sec, la surface
finale de la feuille 9 est réduite de 321.3 + 17.1 2 83.9 + 12.9 cm®. La réduction de la surface
finale de la feuille 9 induite par le traitement le plus sévére du déficit d’irrigation (voir Figure
II. 11.2), est comparable a celle induite par le traitement avec une teneur en eau a 0.6 gH,O g'1
sol sec (Figure III.8A). Ceci est cohérent avec le fait que ces deux traitements ne diffeérent pas
durant une grande partie du développement de la feuille 9. Le nombre moyen de cellules de
I’épiderme de la feuille 9 est maximal pour le niveau le plus élevé de contenu en eau du sol,
i.e. 1.6 gH,O g sol sec (Figure IIL8B). Il décroit avec la réduction de teneur en eau du sol de
1.6 2 1.2 gH,O g sol sec mais ne décroit pas pour les valeurs plus faibles de teneurs en eau
du sol (Figure III.8B). La surface moyenne des cellules de 1’épiderme est maximale pour les
deux niveaux les plus élevés de teneur en eau du sol (Figure III.8C) et décroit ensuite avec la
réduction de la teneur en eau du sol (Figure III.8C). La gamme de surfaces des cellules de
I’épiderme est réduite dans les feuilles des plantes ayant grandi aux plus faibles niveaux de

teneur en eau du sol (Figure II1.8C).

En considérant chaque foliole indépendamment, les effets de la teneur en eau du sol sur tous
les traits décrits ici, sont identiques a ceux observés a 1’échelle de la feuille entiere (Figure

I111.9).
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La réduction de teneur en eau du sol a aussi induit un décalage de la distribution des niveaux
de ploidie dans les cellules de la feuille dans le sens d’une diminution des valeurs (Figure
II1.10). La plus grande proportion de cellules est retrouvée dans les catégories 8C (44,3%), 4C
(47,5%) et 2C (72,2%) respectivement pour la condition bien irriguée, pour un déficit

hydrique modéré et pour un déficit hydrique sévere (Figure I11.10).

Ces résultats montrent que les effets de la sécheresse du sol sur la surface des feuilles
composées de tomate sont li€s a la réduction de la surface des folioles individuelles, du

nombre de cellules, de la taille des cellules et du niveau d’endoréduplication.

Ici encore, les effets du déficit hydrique reportés a 1’échelle de la feuille enti¢re sont les
mémes que ceux observés a 1I’échelle de la foliole, considérant les différentes folioles qui

forment la feuille composée.
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I11.3.5 Effet d’un déficit hydrique constant sur la dynamique de croissance de la

foliole

Au cours de I’expérimentation C, un traitement de déficit hydrique modéré a été imposé a des
plantes de WVal06. Le dessechement du sol a commencé trois semaines apres semis. Toutes
les mesures ont ¢été effectuées sur les folioles 2 et 3 de la feuille 13 dont 1I’émergence est
simultanée. Toute la durée de croissance des folioles 2 et 3 de la feuille 13 a eu lieu en

condition de déficit hydrique constant.

Le déficit hydrique du sol appliqué affecte la dynamique de mise en place de la surface de
la foliole ainsi que la dynamique de mise en place du nombre de cellules mais peu

expansion cellulaire.

La surface de la foliole (Figure III.11A), la surface moyenne des cellules de 1’épiderme
(Figure II1.11B) et le nombre de cellules épidermique par foliole (Figure III.11C) suivent une
courbe de tendance sigmoidale entre I’émergence de la foliole et la fin de son expansion. En
condition bien irriguée, durant les 6 premiers jours, I’expansion de la foliole est lente (Figure
III.11A) et cela coincide avec la faible augmentation de la surface des cellules de 1’épiderme
que ce soit en condition bien irriguée ou de déficit hydrique constant (Figure III.11B). Dans
les deux conditions hydriques, c’est pendant cette phase, par contre, que le nombre de cellules
de I’épiderme augmente rapidement (Figure II1.11C). Le nombre final de cellules de la foliole
est d’ailleurs atteint au bout de 6 jours (Figure III.11C et Tableau III.1). Le déficit hydrique
affecte a la fois les dynamiques de division cellulaire et expansion cellulaire (Figure III.11 B,
C). Le nombre final de cellules par foliole est atteint plus tardivement en condition de

contrainte hydrique (Figure III1.11C et Tableau IIIL.1).
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Le déficit hydrique du sol réduit la proportion de cellules endorédupliquées.

Pendant une premiere phase qui dure entre 8 et 10 jours, la proportion de cellules en 2C
augmente (passe de 40 a 80%) alors que les proportions de cellules en 4C et 8C diminuent
dans la foliole (passent de 40 a 20% et de 10 a 4% respectivement) que ce soit pour des
plantes en conditions bien irriguées ou en déficit hydrique du sol (Figure III.13). Les
proportions de cellules en 16C et 32C diminuent également pendant cette phase mais partent
de niveau faible (respectivement 5% et 2% des les premicres dates de mesures sans différence
entre les deux traitements hydriques). Entre 10 et 20 jours apres émergence de la foliole, la
proportion de cellules en 2C diminue chez les plantes bien irriguées pour atteindre un plateau
a 30%. La tendance est la méme mais le plateau est atteint plus tot pour les folioles de plantes
en contrainte hydrique du sol qui au final, 18 jours apres leur émergence, ont 50% des cellules
en 2C. Dans les folioles de plantes bien irriguées, les proportions de cellules en 4C et 8C
augmentent pour atteindre a 20 jours un plateau a 60% et 10 % respectivement.

En condition de stress hydrique, les tendances sont les mémes mais les plateaux sont atteints
systématiquement 2 jours plus tot et atteignent 40 et 5 % respectivement. Le déficit hydrique
réduit donc la durée de la phase pendant laquelle il y a de I’endoréduplication.

Globalement, que ce soit en condition bien irriguée ou en condition de déficit hydrique du
sol :

- 1II a y des cellules endorédupliquées tres tot dans le développement de la feuille
comme en témoigne la présence de cellules en 8C, 16C et 32C des les premieres
mesures et ce processus cohabite donc avec le processus de division cellulaire;

- Le processus d’endoréduplication cesse avant la fin de I’expansion cellulaire (26

jours).
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A maturité de la foliole, lorsque les proportions des populations cellulaires sont stables, le
pourcentage de la population de cellules en 2C de la foliole développée en condition de
déficit hydrique du sol est plus élevé que le pourcentage de la population de cellules en 2C
de la foliole développée en condition bien irriguée (Figure III.12A). En revanche, les
pourcentages des populations de cellules en 4C (Figure II1.12B), 8C (Figure III.12C), 16C
(Figure II1.12D) et 32C (Figure III.12E), de la foliole développée en condition de déficit
hydrique du sol sont plus faibles que les pourcentages des populations de cellules en 2C

de la foliole développée en condition bien irriguée.

Les résultats montrent que le déficit hydrique du sol constant imposé durant tout le
développement de la foliole impacte plus la prolifération cellulaire que I’expansion
cellulaire. (Figure II1.12D). Le pourcentage de cellules endorédupliquées est diminué par

ce déficit hydrique.

Ils montrent aussi que la durée de la phase de division cellulaire est augmentée par le
déficit hydrique du sol imposé, alors que la phase pendant laquelle se produit
I’endoréduplication est diminuée. Quel que soit le traitement hydrique, il existe une phase

de développement pendant laquelle il y a de I’expansion cellulaire sans endoréduplication.
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Tableau llI-1. Tableau regroupant les valeurs calculées a partir des courbes ajustées de
surface de la foliole et surface cellulaire moyenne de I'épiderme, et nombre moyen de
cellule.

Plantes bien irriguées Plantes en déficit

d’irrigation
Surface finale d’une foliole (mmz) 4032,3 2500,9
Vitesse maximum d’expansion (mm?j™) 312,0 218,8
Durée d’expansion (j) 26,2 24,1
Surface cellulaire moyenne finale (um?) 3169,7 2887,8
Vitesse maximum d’expansion cellulaire 196,1 189,5
(um’ )
Durée de la phase d’expansion cellulaire (j) 26,5 26,7
Nombre final de cellules par foliole 1292 709 871 201,2
Vitesse maximum de division cellulaire 450 751,5 109 841,3
(nombre de cellules j'])
Durée de la phase de division cellulaire (j) 6,3 12,9
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I1I-4 DISCUSSION DE LA PARTIE III

111.4.1 Les variations de surface des feuilles, des folioles, et des traits relatifs a la
taille des cellules supportent I’hypotheése que les folioles partagent des propriétés

cellulaires communes.

La taille, la forme et, les traits relatifs a la morphologie changent le long de la plante. Les
variations de ces traits avec le rang de feuille peuvent étre graduelles ou plus abruptes, suivant
le trait considéré, les conditions environnementales et le génotype (Zotz et al., 2011). Dans
tous les cas, les feuilles d’une plante peuvent étre groupées en classes successives qui
partagent des propriétés phénotypiques comme 1’absence ou la présence de trichomes (Hunter
et al., 2003), ou un ensemble de propriétés développementales (Lievre et al., 2016). Dans les
feuilles simples, comme celles d’Arabidopsis thaliana, celles du tabac ou celles du pois, les
traits morphologiques comme le changement de surface foliaire avec le rang de feuille, sont
accompagnés par des changements des traits cellulaires. L’augmentation de surface foliaire
avec le rang de feuille est systématiquement associée a une augmentation du nombre de
cellules de 1’épiderme, tandis que la surface cellulaire des cellules de 1’épiderme est
seulement légerement réduite ou inchangée (Granier et al., 2000; Cookson et al., 2007). Ceci
a été montré chez des especes a feuilles simples et est maintenant décrit ici pour les feuilles
composées de tomate le long de la premiere unité sympodiale de la lignée sauvage WVA106
cultivées dans de bonnes conditions d’irrigation. La progression de 1’hétéroblastie des traits
étudiés, i.e. les changements relatifs de la surface des feuilles, du nombre de cellules de
I’épiderme et de la surface des cellules de I’épiderme d’une feuille a I’autre, est analogue a la

progression reportée pour les plantes Col-0 d’Arabidopsis thaliana pour les mémes traits
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(Cookson et al.,, 2007; Lievre et al., 2016). Chez la tomate, nous n’avons trouvé aucun

changement du niveau d’endoréduplication avec le rang de feuille.

Considérant les folioles d’une feuille individuellement, il est possible de montrer que les 7
folioles individuelles d’une méme feuille partagent les mémes propriétés, en termes de surface
cellulaire, de surface foliaire, de nombre de cellules de 1’épiderme et de niveau
d’endoréduplication. Cela supporte la théorie selon laquelle les folioles sont des subdivisions
de la feuille qu’elles composent (Kaplan, 1975). Ce résultat est important, dés lors, une foliole
peut étre utilisée pour représenter la feuille entiere pour les études de phénotypage de la
croissance des feuilles, au moins chez la tomate, simplifiant ainsi le cadre d’analyse. La
robustesse de ces résultats est montrée ici pour différentes feuilles d’une plante, en comparant
deux génotypes avec des développements foliaires différents et, des plantes ayant grandi en

condition de déficits hydriques du sol de différentes intensités.

111.4.2 Contributions du nombre et de la taille de cellules de I’épiderme a la
plasticité de surface de la feuille composée de la tomate : qu’en est-il des mécanismes de

compensation décrits sur les feuilles simples ?

Les changements quasi-parall¢les de la surface foliaire et du nombre de cellules de 1’épiderme
le long de la tige observés pour les feuilles simples sont reportés ici pour les feuilles
composées de deux génotypes différents de tomate. Ce résultat est cohérent avec la théorie
selon laquelle le développement de la feuille pourrait étre piloté par les processus associés au
cycle cellulaire. Les cellules peuvent étre accumulées par des divisions qui ont lieu dans des
régions particulieres de la feuille. Elles peuvent déterminer la forme et la taille finale de la

feuille par expansion (Fleming, 2007). Les traitements de déficit hydrique du sol appliqués
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dans notre expérimentation supportent aussi ce point de vue. Les déficits hydriques ont été
appliqués ici pendant toute la durée du développement de la feuille. Ils ont réduit a la fois le
nombre de cellules produites par division et leur expansion comme déja montré sur
Arabidopsis thaliana et le colza oléagineux (Baerenfaller et al., 201; Dambreville et al.,
2017). Durant les 20 dernieres années, cette vision de la croissance des organes des plantes a
été mise en cause par les observations de phénomenes de compensation de la morphogénese
des feuilles, i.e. un accroissement anormal du volume cellulaire provoqué par une diminution
du nombre de cellules. Cela suggere 1’existence de systemes d’intégration liant les taux de
prolifération cellulaire et d’expansion cellulaire (Tsukaya, 2002; Ferjani et al., 2007). De plus,
un autre type de compensation a été décrit, i.e. une augmentation de la prolifération cellulaire
causée par une déficience d’expansion cellulaire (Usami et al., 2009) et associée aux
changements de phase du développement a I’échelle de la plante (Hisanaga et al., 2015). Les
deux types de compensations entre le nombre de cellules et leur taille ont été observés dans

cette étude dans deux contextes différents.

(1) Les changements des composantes cellulaires de la feuille le long de la premiere unité
sympodiale (liés a 1’hétéroblastie). Dans ce contexte, I’augmentation du nombre de
cellules est accompagnée par une diminution de la taille des cellules pour les
premiceres feuilles de I’unité sympodiale. Pour les feuilles les plus hautes, le nombre et

la taille des cellules ne varient plus avec le rang de feuille.

(2) La perte de fonction du gene SICCS52A entraine une diminution du nombre de
cellules de I’épiderme des feuilles pour les premicres feuilles de 1’unité sympodiale;
accompagnée d’une augmentation de la surface des cellules de I’épiderme dans ces

mémes feuilles tandis que I’inverse est observé dans les zones les plus hautes.
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Une «balance » totale entre le nombre et la taille des cellules conduirait a ’absence de
variation de la surface foliaire le long de la premiere unité sympodiale et/ou entre les
génotypes. A I’échelle de la feuille, la variabilité spatiale de la surface finale le long de la
premiere unité sympodiale et/ou la variabilité génétique observées lors de la comparaison de
la lignée Pro35S:Siccs52A™ avec le sauvage refletent que les balances observées sont

partielles dans cette étude.

Etonnamment, les résultats mettent en avant une compensation totale a 1’échelle de 1’unité
sympodiale entiére lorsque 1’on compare les traits phénotypiques entre les lignées
Pro35S:Slces52A%° et sauvage. Il a été constaté précédemment que la lignée transgénique
avait une vitesse de développement plus faible a I’échelle de la plante entiere et des plus petits
fruits (Mathieu-Rivet et al., 2010). Le ralentissement de la vitesse de développement aérien a
été observé durant cette expérimentation (non montré). La comparaison des traits relatifs a la
surface des feuilles est difficile a interpréter. Elle dépend du rang de feuille. Pour chaque trait,
le changement d’une feuille a la feuille supérieure est plus pentu dans la lignée
Pro35S:Slces52A%° que dans la lignée sauvage, i.e. la surface des feuilles et le nombre de
cellules de 1’épiderme augmentent avec une pente plus élevée, tandis que la surface des
cellules de I’épiderme diminue avec une pente plus forte. Finalement, a I’échelle de I'unité
sympodiale, les deux génotypes atteignent la méme surface de feuille cumulée, la méme
surface et le méme nombre de cellules de I’épiderme. Quelques études ont suggéré que les
traits relatifs a la taille des feuilles a 1’échelle de la feuille sont contrélés a 1’échelle de la
plante entiere. La relation négative entre le nombre de feuilles produites par une plante
déterminée et le nombre de cellules de 1’épiderme par feuille ont été constatées sur des lignées
recombinantes d’Aegilops tauschii et Arabidopsis thaliana (Ter Steege et al.,2005; Tisné et
al., 2008). A notre connaissance, les données présentées ici sont les premieres cumulant les

traits des différentes feuilles. Il est possible que la compensation apparaisse dans d’autres
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études. Cependant, cela n’a pas pu €tre prouvé du fait de I’absence de mesures sur toutes les

feuilles le long de la tige.

111.4.3 Une preuve supplémentaire d’absence de lien direct entre I’augmentation
du niveau de ploidie dépendant de I’endoréduplication et I’augmentation de I’expansion

cellulaire.

L’augmentation de la taille des cellules dans les plantes déterminées résulte de deux processus
indépendants : La croissance cellulaire, augmentation de la masse totale de molécules dans le
cytoplasme, et I’expansion cellulaire, augmentation du volume cellulaire par vacuolisation
(Breuer et al., 2010). Les noyaux de ploidie €élevée (résultant de 1’endoréduplication) sont
souvent associés a une augmentation de la taille des cellules via 1’augmentation de la
croissance cellulaire (Sugimoto-Shirasu et Roberts 2003; Lee ef al., 2004). Dans cette étude,
la taille des cellules est modifiée par le rang de feuille le long de la premiere unité sympodiale
comme montré précédemment pour des plantes a feuilles simples (Ashby, 1948; Granier et
Tardieu, 1998, Cookson et al., 2007; Tisné et al., 2011). Cependant, la distribution des
niveaux de ploidie des cellules ne change pas d’un rang de feuille a 1’autre le long de la
premiere unité sympodiale. Par contre, ’application de déficits hydriques, qu’il soit modéré
ou sévere entraine ici la diminution systématique de la taille des cellules avec un décalage du
niveau de ploidie vers des valeurs plus faibles comme déja constaté pour de nombreux
facteurs environnementaux (Scholes et Paige, 2015). En fin de compte, nos résultats
présentent une nouvelle preuve que la relation entre le niveau de ploidie et I’expansion des
cellules n’est pas direct et que les deux processus peuvent, dans une certaine mesure, &tre

découplés (Tsukaya, 2013; Tsukaya, 2014). Ils sont également découplés dans le temps
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puisque (1) le processus d’endoréduplication a lieu dans la foliole avant la phase d’expansion
rapide des cellules comme en témoigne la forte proportion de cellules en 8C dés 1’émergence
de la foliole et (2) la fin d’expansion de la foliole a lieu avec une forte expansion cellulaire

sans augmentation du niveau de ploidie des cellules.

111.4.4 Découplage de I’expansion foliaire et des divisions cellulaires dans la

réponse de la croissance de la foliole a une contrainte hydrique du sol.

Chez de nombreuses especes, la réduction de la surface foliaire en condition de déficit
hydrique du sol a été analysée en considérant la dynamique d’expansion de la feuille et celle
des processus cellulaires sous-jacents, i.e., vitesse de division cellulaire et d’expansion
cellulaire ainsi que leurs durées respectives (Durand et al. 1995 chez la luzerne; Lecoeur et
al., 1995 chez le pois; Ben Haj Salah et Tardieu 1997 chez le mais). De nombreux travaux ont
montré que la réduction de vitesse d'expansion foliaire causée par un stress hydrique
s’accompagnait d’une réduction de la vitesse de division cellulaire (Granier et Tardieu 1999
chez le tournesol; Granier, Inzé et Tardieu 2000 chez le mais; Baerenfaller er al., 2012 chez
Arabidopsis thaliana). C’est ce que nous retrouvons ici dans la foliole de tomate (Figure
II.12). En revanche, les effets du déficit hydrique sur la durée de l'expansion foliaire et la
taille des cellules ne sont pas cohérents d'une étude a l'autre et semblent dépendre fortement
du scenario de stress imposé, i.e., son intensité, sa durée et sa position par rapport au
développement de I’organe (Rawson et Turner 1982; Granier et Tardieu 1999). Ici, la durée
de I’expansion de la foliole est réduite de deux jours par le déficit hydrique du sol (sur une
durée totale de 26 jours) alors que la phase de division cellulaire des cellules de I’épiderme de

la foliole est rallongée lorsque les plantes sont cultivées en condition de déficit hydrique du
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sol (13 jours au lieu de 6; Figure II1.12) indiquant une phase plus longue de chevauchement

des deux processus de division et d’expansion.

111.4.5 Les cinétiques de croissance des traits cellulaires relatifs a la croissance
d’une foliole de tomate sont comparables aux cinétiques de croissance de la feuille

d’Arabidopsis thaliana.

Les cinétiques de croissance de la surface de la foliole, de la surface cellulaire moyenne de
I’épiderme de la foliole et du nombre de cellules par épiderme supérieur de foliole sont

similaires a celles observées sur des feuilles d’Arabidopsis thaliana (Figure 111.13).

Les positions des différentes phases de division cellulaire, expansion cellulaire et croissance
foliaire les unes par rapport aux autres dans le temps sont similaires entre la foliole de tomate
et la feuille d’Arabidopsis thaliana.

La phase de division cellulaire intense a lieu au début de I’expansion de la foliole. Chez la
tomate, la vitesse d’expansion de la foliole accéleére aprés la phase d’intense prolifération
cellulaire. L expansion cellulaire accélére a la fin de la phase d’intense prolifération cellulaire
et se poursuit jusqu’a la fin de I’expansion de la foliole. Par contre, les cinétiques des
proportions de cellules des différents niveaux de ploidie sont différentes dans les fractions de
cellules des niveaux de ploidie les plus élevés (8C, 16C, 32C et 64C). Il apparait que des
cellules endorédupliquées sont présentent en début de croissance dans la foliole de tomate
(Figure II1.13). Le processus d’endoréduplication commence donc tres tot chez la tomate et
cesse avant la fin de [D’expansion cellulaire. Chez Arabidopsis, le processus

d’endoréduplication est absent en début de croissance et une augmentation des proportions de
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populations cellulaires en 8C et 16C s’effectue plus tardivement et jusqu’a la fin de

I’expansion cellulaire (Figure 11.13).

Les effets du stress hydrique sur les cinétiques de croissance de la foliole sont semblables aux

observations faites sur la feuille d’Arabidopsis thaliana (Baerenfaller et al., 2012). 1l n’existe

cependant pas de cinétiques de croissance des proportions des différentes populations de

cellules des différents niveaux de ploidie dans la feuille en condition de déficit hydrique.
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Figure 1I-13. Cinétiques d’expansion foliaire et des traits cellulaires sous-jacents chez
Arabidopsis thaliana (a gauche) (d’apres Beemster et al., 2005) et d’expansion de la foliole et
des traits cellulaires sous-jacents chez la tomate cerise (a droite).
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III-5 CONCLUSIONS DE LA PARTIE IIT

Comparer la progression de la surface finale des feuilles, du nombre et de la taille des cellules
de I’épiderme le long de la premicre unité sympodiale de deux génotypes de tomate, a permis
de révéler des processus de compensation entre le nombre et la surface des cellules de
I’épiderme. Ces compensations ne sont pas seulement associées au développement individuel
de chaque feuille mais aussi au développement de la plante entiere comme suggéré pour des
plantes a feuilles simples (Massonnet et al., 2011). La distribution de 1’endoréduplication ne
varie pas entre les feuilles. Cela montre que 1I’endoréduplication est, dans une certaine mesure,
découplée de I’expansion cellulaire, comme pour les feuilles simples (Tsukaya, 2014).
Contrairement aux gradients constatés le long de la tige pour les différents traits étudiés ici,
les différentes folioles le long du rachis d’une méme feuille sont identiques en termes de
surface foliaire finale, de nombre et de taille des cellules de 1’épiderme et de distribution de
I’endoréduplication. Ceci suggere qu’ils partagent des propriétés communes et sont
représentatifs de la feuille dont ils font partie. Les folioles peuvent donc étre utilisées
individuellement, au moins chez la tomate, dans un objectif de phénotypage et c’est ce que
nous avons fait ici pour I’analyse dynamique multi-échelles du développement de la feuille.
Cette analyse a mis en évidence que le processus d’endoréduplication était trés précoce dans
le développement de la feuille et elle a montré que le processus était découplé dans le temps

du processus d’¢élongation cellulaire.
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PARTIE IV : ANALYSE MULTI-ECHELLE DE LA
DYNAMIQUE DE CROISSANCE DU FRUIT ET DE SA
PLASTICITE CHEZ LA TOMATE
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Partie IV: Analyse multi-échelle de la dynamique de croissance du fruit et de sa plasticité chez la
tomate

IV-1 INTRODUCTION DE LA PARTIE IV

Le fruit charnu de la tomate est composé de différents tissus : I’épiderme, le péricarpe (partie
charnue), le placenta et le tissu loculaire incluant les graines (aussi appelé pulpe).
L’augmentation du volume du fruit est la résultante des restrictions biophysiques de
I’extensibilité de 1’épiderme (Thompson, 2001) et du développement du péricarpe, tissu qui
constitue généralement plus des deux tiers du poids total du fruit (Ho et Hewitt, 1986). La
taille et la forme finales des fruits résultent des coordinations spatiales et temporelles des
cinétiques de prolifération, d’expansion et de différenciation cellulaires. Chez la tomate, aprés
fécondation, la division cellulaire est activée dans 1’ovaire et continue pendant 7 a 25 jours
selon les génotypes (Mapelli et al., 1978; Varga et Bruinsma, 1986; Bohner et Bangerth,
1988a ; Bertin et al, 2007). Apres fécondation, le développement précoce du fruit est
communément divis€é en deux phases : une premiere phase durant laquelle les divisions
cellulaires sont tres actives et le péricarpe se développe en multiples couches cellulaires et,
une seconde phase d’expansion cellulaire durant laquelle les divisions et expansions
cellulaires se produisent simultanément jusqu’a ce que 1’activité de prolifération soit nulle et

que toutes les cellules grandissent jusqu’a atteindre leur volume final (Gillaspy et al., 1993).

A la fois les activités de division et d’expansion des cellules du péricarpe sont donc
déterminantes pour la croissance du fruit. L’activité de division cellulaire dans les cellules du
péricarpe est toutefois limitée a une courte période et une fois les divisions cellulaires
terminées, I’expansion cellulaire devient le facteur dominant de 1’augmentation de la taille du
fruit. En effet, comme le processus d’expansion des cellules dure plus longtemps, il a un effet
plus grand que la division cellulaire sur la croissance du péricarpe (Renaudin et al., 2017).

Par ailleurs, chez la tomate, de grandes cellules endorédupliquées sont localisées dans le

mésocarpe (partie centrale du péricarpe) (Figure IV.1 ; Bourdon et al., 2011).
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Le nombre final et la taille finale des cellules contribuent tous deux au contrdle de la taille et
de la masse finales du fruit (Bertin ef al., 2002). Chez de nombreuses especes telles que
I’avocat, le melon, ou la banane, une petite taille de fruit, qu’elle soit causée par un facteur
environnemental ou génétique, est liée au contraire essentiellement a une diminution du
nombre de cellules (Cowan et al., 1997; Higashi et al., 1999; Jullien et al., 2001). Chez la
tomate, au sein d’une méme inflorescence, il existe des différences de taille de fruit entre les
fruits a la base et a la pointe et ces différences sont attribuées a des différences de nombre de
cellules (Biinger-Kibler et Bangerth, 1983; Bohner et Bangerth, 1988a; Ho, 1996a). Certaines
études suggerent également 1’existence d’un lien direct entre 1’endoréduplication et la taille du
fruit (Bilinger-Kibler et Bangerth, 1983; Bourdon et al., 2011) ou I’expansion cellulaire car
une relation positive entre endoréduplication et taille des cellules est souvent observée sur des
cellules de 1’épiderme de la feuille d’Arabidopsis (Melaragno et al., 1993) ainsi que dans le
péricarpe du fruit chez la tomate (Bourdon et al., 2011). Toutefois, I’existence d’une relation
directe entre endoréduplication et taille des cellules est également remise en cause par

certaines €tudes (Boudolf ez al., 2004; Tsukaya, 2013).

Le déficit hydrique du sol ou d’autres stress abiotiques affectent a la fois 1’intensité et la durée
des processus de division, d’expansion et d’endoréduplication des cellules. Toutefois, il
n’existe pas de consensus clair sur les interactions entre ces différents processus et la question
reste entiére de savoir « qui pilote qui » au cours du développement de I’organe et lors de sa

plasticité (Massonnet et al., 2011).
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Les modeles sont des outils tres efficaces pour intégrer les connaissances en biologie et
comprendre les interactions entre les processus de structures complexes (Génard et al., 2007).
Pour cela, modéliser les connaissances et données acquises sur les processus de division,
expansion cellulaire et endoréduplication pourrait permettre de mieux comprendre leur
influence sur les traits morphologiques, leur interaction et leur plasticité en réponse aux
variations environnementales et aux facteurs génétiques. Il existe des modeles de division
cellulaire dans le fruit (Dale, 1976; Thornley, 1981; Bertin et al., 2003; Bertin et al., 2007) et
des modeles concernant la croissance du fruit a des stades tardifs (phase d’expansion
cellulaire) (Fishman et Génard, 1998; Liu et al., 2007). Afin de mieux intégrer les échelles

cellule-organe, un modele de développement du fruit integre les processus de division et
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d’expansion cellulaires supposant que la division pilote la croissance (Baldazzi et al., 2013).
Ce modele permet ainsi d’analyser de maniere virtuelle les conséquences de stress abiotiques
au sein des populations de cellules. Le modele prend en compte les changements qui ont lieu
lors de la phase précoce de développement du fruit, et integre deux modeles : un modele de
prolifération (Bertin et al., 2003) et un modele d'expansion cellulaire (Fishman et Génard
1998; Liu et al., 2007). L'adaptation de la plante est prise en compte d'une fagon indirecte, via
I’ajustement de son potentiel hydrique et de la concentration en carbone dans la séve, qui
déterminent les ressources disponibles pour la croissance du fruit. Des simulations permettent
ainsi d'étudier I'impact de déficits en eau et en carbone sur les flux de nutriments et, les effets
sur le développement du fruit chez la tomate (Baldazzi et al., 2013). Ce modele fruit est basé
sur deux autres modeles qui ont été construits a partir de jeux données biologiques partiels

provenant de différentes expérimentations.

L’objectif de ce dernier chapitre de ma these était de mieux comprendre les interactions entre
les différents processus cellulaires participant a la croissance du fruit en réponse au déficit
hydrique. Comme nous ’avons fait sur la feuille dans le chapitre précédent, les cinétiques des
principaux processus impliqués dans la croissance du fruit, i.e, évolutions du nombre de
cellules, de la taille des cellules et du processus d’endoréduplication, ont été analysées chez le
génotype sauvage de tomate cerise (WVA106) et une lignée transgénique affectée sur le
processus d'endoréduplication spécifiquement dans le fruit (promoteur spécifique). Pour cela
les traits ont été mesurés aux différentes échelles sur des fruits d’age variables entre les stades
pré-anthese et maturité. Deux méthodes de mesures des traits relatifs au nombre et a la taille
des cellules ont été utilisées afin d’obtenir des données sur des fruits tres jeunes (de -2 a 10
jours apres anthése) et de stades plus tardifs (jusqu’a 33 jours apres anthese). Pour des raisons

méthodologiques, il n’était pas possible d’utiliser la méme technique a la fois sur les phases
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précoces et tardives du développement du fruit. La premiere méthode basée sur des
techniques d’histologie est plus appropriée a la mesure sur jeunes fruits et, la seconde utilisant
des pratiques d’enzymologie est plus appropriée aux mesures sur des fruits a des stades de
croissance plus avancés. Les résultats obtenus ont soulevé la difficulté de combiner ces deux
techniques pour établir une cinétique en révélant une disparité entre les résultats obtenus. De
ce fait, dans ce chapitre, les cinétiques de croissance du fruit aux différentes échelles sont
analysés de maniere essentiellement qualitative pour analyser les effets du déficit hydrique sur
les stades précoces de développement (pour lesquels il y a tres peu de points de cinétique),
puis de maniere quantitative sur la fin de croissance. Des études sont en cours pour

comprendre la divergence entre les deux méthodes.
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IV-2 MATERIEL ET METHODES DE LA PARTIE IV

Les données présentées dans ce chapitre sont issues de deux expérimentations, les

expérimentations B et C (voir Tableau I.1).

Iv.2.1 Matériel végétal

Lors de ’expérimentation B déja décrite dans les parties précédentes, deux génotypes ont
été cultivés en serre a Avignon. Le génotype sauvage WVA106 et une lignée transgénique
ProPEPc2 :SICCS52A OE générée au sein de I’'UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie de
I’INRA de Bordeaux. Pour obtenir ce génotype transgénique, la lignée sauvage WVA 106 de
tomate cerise a ¢té modifi¢e au niveau de 1’expression d’un géne du cycle cellulaire, a savoir
le géne CCS52A (Figure 1V.2). La protéine CCS52A est un activateur de I’APC (Anaphase
Promoting Complex). La lignée transgénique ProPEPc2 :SICCS52A OE a été obtenue selon
le protocole de transformation décrit dans Mathieu Rivet et al., 2010 (construction du
plasmide représentée dans 1’annexe 5). Le promoteur de tomate PhosphoEnolPyruvate
Carboxylase 2 (PEPC2) (Fernandez et al., 2009) est spécifiquement et fortement exprimé
dans les cellules en expansion du mésocarpe durant la phase précoce de développement du
fruit (Nafati et al., 2011; Guillet et al., 2012). Les plantes de la lignée transgénique ProPEPc2
:SICCS52A OE sur-expriment le gene CCS52A (Figure IV.2) dans le mésocarpe du fruit
entrainant une augmentation des niveaux de ploidie du fruit (Chevalier et al., 2011). Cette
augmentation du niveau de ploidie se traduit par une augmentation de la taille du fruit par

rapport a la taille du fruit de la lignée sauvage WV A 106 (Chevalier et al., 2011).

Lors de P’expérimentation C, seul le génotype sauvage de la lignée West Virginia 106

(WVA 106) a été cultivé en pot.
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Figure IV-3. Coupe transversale de fruit de tomate au stade vert mature.

129



Partie IV: Analyse multi-échelle de la dynamique de croissance du fruit et de sa plasticité chez la
tomate

1v.2.2 Semis et pré-culture des plantules

Lors de I’expérimentation B, 105 graines de tomate cerise (Solanum lycopersicum) WVA
106 et 60 graines de la lignée transgénique PEPc2 :Slccs52A OE ont été stérilisées puis
semées sur milieu gélosé (protocole décrit dans la partie II, I1.2.A). Les boites de culture ont
été posées dans une chambre de culture pendant 14 jours a 20°C la nuit et 25 °C le jour. Les
plantules ont été transplantées des boites de gélose vers le sol dans 35 petits pots de terreau 14
jours apres semis. Elles sont restées 14 jours en chambre de culture, dans les mémes
conditions d'éclairage et de températures jour/nuit que lorsqu'elles étaient en boite de culture.
Elles ont ensuite été placées 12 jours en serre, a partir du 26 avril. La température était
consignée a 22°C de jour et 16°C la nuit. Les plantules ont été repiquées dans des gros pots
(protocole décrit dans la partie II, I1.2.B) le 3 mai.

Lors de I’expérimentation C, 210 graines de tomate cerise (Solanum lycopersicum), lignée
West Virginia 106 (WVA 106) ont été semées en sol. Elles ont germé dans un sol dont le
contenu en eau a été maintenu a 1.8 gH20 g'1 de sol sec, a 16h de photopériode, 25°C le jour,
20 °C la nuit et, 0.8 kPa de pression de vapeur d’eau dans la chambre de culture PHENOPSIS
pendant 3 semaines. Les pots ont été éclaircis 15 jours apres semis pour ne laisser qu’une

plante par pot.

Iv.2.3 Conditions de croissance

Lors de ’expérimentation B, les plantes ont été cultivées en serre verre comme décrit dans

la partie II (page 36). Les grappes de fruit ont été taillées afin d'étre toutes composées d’un

maximum de huit fruits.
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Lors de I’expérimentation C, les plantes ont d’abord été cultivées dans la chambre de
culture PHENOPSIS, le temps de la stabilisation des conditions hydriques du sol. Les plantes
ont ensuite été transférées dans la serre PHENODYN.

Les 70 plants de tomate (Solanum lycopersicum, cv. WVA106) ont été cultivées dans la
chambre de culture PHENOPSIS dans des conditions environnementales stables (16h de
photopériode, 23°C le jour, 20°C la nuit et 0.8 kPa de pression de vapeur d’eau). Deux
conditions d’irrigation stable ont ét¢ maintenues durant cette expérimentation, 0.8 (stress
hydrique modéré) et 1.4 gH,O g'1 de sol sec (plantes bien irriguées).

Une fois le contenu en eau du sol stabilisé pour tous les pots, les plantes ont été transférées
dans la serre PHENODYN. Cette serre est équipée avec des balances et un systeéme
d’irrigation pour chaque pot. Cela a permis de maintenir les contenus en eau du sol stables a
chaque cycle d’irrigation. Deux plantes (une de chaque condition d’irrigation) ont été coupées
et pesées chaque semaine pour ajuster le poids cible en corrigeant avec le poids de la plante.
Les conditions de température ont aussi €ét¢ régulées. La pression de vapeur d’eau et les
radiations photosynthétiquement actives ont ét¢ mesurées par des capteurs présents dans la

Serre.

IV.24 Mesures des traits phénotypiques

Tous les fruits ont été récoltés, que ce soit durant I’une ou I’autre des expérimentations, sur
des inflorescences qui ont émergé apres la stabilisation des conditions de déficit hydrique du
sol. Toute la durée de croissance (de I’initiation a la maturité) des fruits récoltés sur les
plantes cultivées en condition de déficit hydrique du sol a donc eu lieu en condition de déficit

hydrique du sol stable.
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Lors de I’expérimentation B, les mesures des traits cellulaires des fruits ont été effectuées
par ’'unité PSH a Avignon. Lors de I’expérimentation C, pour les fruits dont 1’age est compris
entre -2 et 10 jours apres anthese, les mesures ont été effectuées par 'UMR BFP (Biologie du
Fruit et Pathologie) située a Bordeaux. Pour les fruits matures, toutes les mesures ont été
effectuées par 1’'unité PSH. Ces fruits ont été prélevés sur les bouquets 2 a 5 a Montpellier et 6

N

a9 a Avignon.

Mesures des traits relatifs a la croissance des fruits

Lors de I’expérimentation B, des fruits d’age variable (3 a 42 jours apres anthése) ont été
récoltés sur les bouquets 4 a 9 en évitant les positions distales. La date d’anthése est définie
comme le premier jour ou les pétales de la fleur sont ouverts a plus de 45°. Au total 135 fruits
ont été récoltés sur les plantes du génotype sauvage cultivées en condition de traitement
témoin (bien irriguée), 130 fruits sur des plantes du génotype sauvage cultivées en condition
de déficit hydrique du sol et, 142 fruits sur des plantes de la lignée transgénique PEPc2
:Slees52A OE cultivées dans les mémes conditions d’irrigation que les plantes témoins
sauvages. Chaque fruit individuel a été pesé puis les fruits ont ét€ répartis pour effectuer
différentes mesures (matiere seche totale, masse fraiche du péricarpe, nombre et surface des
cellules du péricarpe, niveaux de ploidie des cellules du péricarpe). Le rendement cumulé par
plante (bouquets 1 & 7) a également été mesuré sur 8 plantes par traitement.

Lors de I’expérimentation C, des fruits d’age variable (-2 a 10 jours apres anthese) ont été
récoltés sur les bouquets 2 a 5 en évitant les positions distales. Au total, 78 fruits ont été
récoltés sur les plantes du génotype sauvage cultivées en condition de traitement témoin (bien

irriguée) et 78 fruits sur des plantes cultivées en condition de déficit hydrique du sol.
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Masse du fruit et teneur en matiere seche

Lors de I’expérimentation B, 39 fruits de plantes bien irriguées, 37 fruits de plantes
cultivées en condition de déficit hydrique du sol, et 45 fruits de plantes de la lignée
transgénique PEPc2 :Slccs52A OE, ont été récoltés entiers, pesés frais puis séchés
individuellement a 1’étuve a 65°C pendant 8 jours et pesés avec une balance de précision 10
5g. La teneur en maticre seche a ensuite été calculée comme étant le pourcentage de la masse
seche totale du fruit par rapport a la masse fraiche totale du fruit.

Lors de P’expérimentation C, 78 fruits de plantes bien irriguée et 78 fruits de plantes

cultivées en condition de déficit hydrique du sol, ont été récoltés entiers et pesés frais.

Masse fraiche du péricarpe et proportion de péricarpe dans le fruit

Lors de I’expérimentation B, sur 54 fruits de plantes bien irriguées, 53 fruits de plantes
cultivées en condition de déficit hydrique du sol, et 55 fruits de plantes de la lignée
transgénique PEPc2 :Slccs52A OE, les graines, le placenta et la columelle, ont été retirés
(Figure IV.2). Le péricarpe restant a ensuite €té pesé avec une balance de précision 10'5g. La
proportion de péricarpe dans le fruit a été calculée comme étant le pourcentage de la masse
fraiche de péricarpe par rapport a la masse fraiche totale du fruit.

Lors de ’expérimentation C, le périmetre équatorial (p) de chaque ovaire ou fruit de moins
de 4 jours apres anthése a été mesurés a partir d’images de sections €quatoriales. Pour les
fruits plus agés, il a été calculé a partir du diametre équatorial (considérant le fruit comme une
sphere). Les ovaires et fruits ont été préparés pour ’analyse de sections de résines comme
décrit dans Cheniclet e .al, 2005. La fixation au glutaraldéhyde a été suivi par une post-
fixation avec 1% de téroxyde d’osmium pendant 4h a 4°C et la résine Technovit 7100
(Kulzer) a été remplacée par de ’Epon. Des sections de 1 a 2 pm d’épaisseur ont été colorées

avec du bleu de toluidine et des images ont été enregistrées a partir d’un microscope Zeiss
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Axiopot avec une caméra Spot RTKE. Les images ont été analysées avec le logiciel image
Pro-Plus (Media Cybernetics). Le nombre d’assises et I’épaisseur du péricarpe ont été estimés

sur trois portions de péricarpe dénuées des tissus vasculaires.

Taille et nombre des cellules du péricarpe des fruits

Lors de ’expérimentation B, sur 23 fruits par traitement, le péricarpe (Figure IV.3) des
fruits a été pesé et une portion de ce péricarpe a été plongée dans 8 ml d’une solution
d’EDTA-mannitol et pectinase. Les pectines sont un des constituants de la paroi végétale.
Elles maintiennent ensemble les cellules des tissus végétaux. Les pectinases sont des enzymes
capables de décomposer la pectine. La présence de pectine dans la solution permet donc de
séparer les cellules et de former des protoplastes (cellules exemptes de parois). Les cellules
obtenues sont ensuite observées au microscope et comptées a 1’aide d’une cellule de
Malassez, permettant ainsi d’estimer le nombre de cellules contenues dans la section de
péricarpe prélevée et préalablement pesée. Le nombre de cellules mesuré a partir de la section
est ensuite rapporté au poids total du péricarpe du fruit. Le volume moyen d’une cellule du
péricarpe est estimé en divisant le volume du péricarpe par le nombre de cellules total calculé.
Pour P’expérimentation C, le protocole (de la préparation des coupes histologiques a
I’obtention des images utilisées pour ’analyse) est en partie décrit dans la section précédente
(partie IV.2.4.1.2 «Masse fraiche du péricarpe et proportion de péricarpe dans le fruit»). Les
images de coupe transversale de fruit obtenues sont analysées avec le logiciel image Pro-Plus
(Media Cybernetics). Pour chaque fruit, trois portions de péricarpe ont été analysées selon la
méthode décrite par Renaudin ef al. (2017) résumée ci-dessous (voir aussi Figure IV .4).

Un groupe de cellules des couches de 1’épiderme externe (E1), du sous-épiderme (E2) et du
sous-épiderme interne (I12), ainsi que de I’épiderme interne (I1) est déterminé manuellement

(Figure 3) et, son nombre de cellules, et sa surface sont mesurés.
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Pour chaque fruit, les mesures faites sur trois portions de péricarpe représentent chacune 107
+ 48 cellules par fruit suivant le nombre de couches cellulaires et le stade de développement.
Ces valeurs ont été utilisées pour calculer la moyenne du diametre péricline des cellules et le
diametre anticline de chaque couche pour chaque fruit. La troisicme dimension, le diametre
longitudinal, a été estimé comme égal a au diametre péricline moyen des cellules a partir de
mesures de contrdle de sections longitudinales du fruit. Le volume moyen d’une cellule de la
couche a été calculé en considérant une forme parallélépipédique des cellules des couches
El,E2, 12, et I1.

Le nombre de cellules de chaque couche de tout le péricarpe d’un fruit, a été calculé en
assimilant le fruit a une sphere, en divisant la surface externe de cette sphere par la moyenne
de la surface péricline d’une cellule. Les cellules du mésocarpe M forment une couche qui
n’est pas continue en raison de la présence de faisceaux vasculaires. Elles ont alors été
analysées en délimitant manuellement des groupes de cellules de une a quatre couches dont la
surface et le nombre de cellules ont été mesurés pour calculer la surface moyenne de la
section de la cellule du mésocarpe. Avant 12 jours apres anthese, les cellules du mésocarpe
n’ont pas d’axe d’élongation préférentiel dans la tomate cerise WVA106. Elles ont donc été
considérées de forme cubique. La taille et le nombre des cellules de la nouvelle couche M’
(Figure IV.4) formée apres anthese sont déduits des mesures précédentes. Pour chaque fruit,
le nombre de cellules de la couche M’ a été calculé comme la différence entre le nombre total
de couches de cellules dans ce fruit et le nombre moyen de couches de cellules au stade
anthése déterminé sur d’autres fruits. Le nombre total de cellules du péricarpe a été calculé en
additionnant le nombre de cellules de chaque couche du péricarpe. La moyenne du volume
cellulaire du péricarpe a été calculée comme la moyenne du volume cellulaire, pondérée du
nombre de cellules, de toutes les couches de cellule du péricarpe. Pour plus de détails, se

référer a la publication de Renaudin et al. (2017).
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Niveaux de ploidie dans les fruits et analyse des sorties de fluorescence de cytométrie en flux

Des morceaux de 0,5 cm2 de péricarpe des fruits ont été découpés. Pour les fruits les plus
jeunes (3 jours aprés anthese) tout l’organe a été analysé. Les morceaux ont été
immédiatement mis dans des sachets plastiques et congelés dans 1’azote liquide. Les
échantillons ont été conservés a -80°C jusqu’au moment de la mesure au cytometre en flux.
Les disques congelés ont été hachés avec une lame de rasoir et incubés dans 200 pL de
tampon d’extraction pendant 2 minutes. Les noyaux extraits ont ensuite été fixés avec 200 uL
d’éthanol 70 % pendant 2 minutes et colorés avec 800 uL de DAPI. Les solutions ont été
filtrées pour éliminer toutes les structures dont le diametre était supérieur a 30 pum. Les
solutions résultantes ont été analysées par cytométrie en flux avec le systeme C6 de chez BD
Accuri. Tous les réactifs sont fournis par BD Biosciences. Pour chaque échantillon, plus de
1000 noyaux ont été comptés et le pourcentage de noyaux en 2C, 4C, 8C, 16C et 32C ont été
calculés. Les histogrammes représentant la distribution des différents niveaux de ploidie ont
été analysés individuellement (par échantillon) et groupés pour chaque stade de croissance,
génotype et, condition d’irrigation (les histogrammes de plusieurs échantillons ont été réunis
pour n’en former qu’un). Les positions des pics correspondant aux différentes classes de
noyaux, i.e. noyaux en 2C, 4C, 8C, 16C, 32C, 64C, 128C et 256C ont été identifiés
manuellement. Les fenétres ont été positionnées a partir d’échantillons de stades juvéniles et
tardifs permettant ainsi de déterminer a la fois les niveaux de ploidie les plus faibles et les
plus élevés. Ce traitement manuel des données a permis de supprimer les bruits de fond, i.e.,
toutes les structures précédant le pic 2C qui peuvent provenir de différentes origines
(principalement des interactions chimiques avec le DAPI et peut étre aussi de débris résultant

du hachage. La position des pics a été identifiée et a été conservée pour toute 1’étude. Les
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histogrammes de ploidie ont été analysés de maniere quantitative avec le logiciel R pour

toutes les plantes.

Ajustement des cinétiques de croissance

Afin de décrire les cinétiques de croissance du fruit, les variables de masse fraiche totale du
fruit et de volume cellulaire moyen du péricarpe ont ét¢ ajustées a 1’aide de modeles de
régression non-linéaires. Pour cela deux modeles de type sigmoide ont été testés, le modele
logistique et le modele de Gompertz. Le modele de Gompertz permet un meilleur ajustement
notamment concernant les valeurs proches de O (stades précoces de croissance du fruit).

Le modele de régression non-linéaire de Gompertz est défini par :

y = a exp[—exp{—(t — to)/b}] + ¢

ou a est I’asymptote supérieure, t, le temps au point d’inflexion, b la durée caractéristique de
croissance (inverse du taux de croissance) et € le terme résiduel distribué selon une loi
normale centrée en 0. Les parametres du modele a, t; et b sont estimés par 1’algorithme de

Gauss-Newton qui est une méthode des moindres carrés itérés.

La valeur maximum ymax retenue représente 95% de I’asymptote du modele. La durée xmax
retenue est la valeur x associée a ymax. La vitesse de croissance comme étant la pente de la

tangente au point d’inflexion du modele (Figure IV.5).

La mati¢re séche du fruit a d’autre part ét¢ modélisée a I’aide d’'un modele de décroissance

exponentielle défini par :

y=aexp{—-b(t—ty)}+c+e

ou a+c est la valeur de la fonction en 7y, b le parametre de décroissance exponentielle, ¢

I’asymptote et € le terme résiduel distribué selon une loi normale centrée en 0.
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Point d'inflexion

Figure IV-5. Représentation illustrant les valeurs finales Ynax (asymptote
a 95 % de la courbe de croissance) et Xmax (bleu clair), le point d’inflexion
(rouge) et, la tangente au point d’inflexion (orange), d’'une courbe de

croissance type.
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IV-3 RESULTATS DE LA PARTIE IV

IvV.3. Un déficit hydrique du sol modéré constant affecte la dynamique de

croissance en masse fraiche du fruit.

Lors de I’expérimentation B, la masse seche du fruit (Figure IV.6A) suit un profil sigmoidal
en fonction de 1’age du fruit, comme sa masse fraiche (Figure IV.7A). Durant les six premiers
jours apres anthése, I’évolution de la masse séche et de la masse fraiche du fruit sont lentes.
Tandis que 1’évolution de la teneur en matiere seche (Figure IV.6B) est rapide (passe de 30 a
10%). Elle ne diminue ensuite que de 1 a 2% jusqu’a la fin de la croissance du fruit (Figure

IV.6B).

Le déficit hydrique du sol imposé ne modifie pas la cinétique d’évolution de la masse seche
du fruit (Figure IV.6A). Il n’entraine pas non plus de modification de la valeur finale de la
masse seche (Figure IV.6A), alors qu’il entraine une réduction de 30 % a la fois de la vitesse
d’expansion en masse fraiche et de sa valeur finale (Figure IV.7A). La durée de I’expansion
du fruit (Figure IV.6A) n’est pas modifi¢e par le déficit hydrique. La teneur en matiere seche

est en revanche augmentée de 15 % par le déficit hydrique du sol imposé (Figure IV.6B).

En conclusion, le déficit hydrique du sol imposé réduit la masse fraiche finale du fruit de 30%

et augmente la teneur en matiere seche de 15% mais ne réduit pas la masse seche du fruit. La

durée de croissance du fruit n’est pas réduite non plus par le déficit hydrique.
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Figure IV-6. Cinétique d’évolution de la masse séche et de la teneur en matiere séche des
fruits de plantes de tomate cerise WVA 106 cultivées en condition bien irriguée (ronds et
lignes bleus), et en condition de déficit hydrique du sol (triangles et lignes rouges) durant
I'expérimentation B. Chaque point représente la masse séche (A) et la teneur en matiere
séche (B) d’un fruit.
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Iv.3.2 Un déficit hydrique du sol modéré constant affecte les traits cellulaires

dans le fruit pendant la phase précoce de la croissance du fruit

Les données sur les stades précoces (de -2 a 10 jours apres anthese) de croissance du fruit
récoltées lors de I’expérimentation C, montrent que la phase durant laquelle le nombre de
cellules augmente le plus fortement précede la phase durant laquelle le volume cellulaire
augmente le plus. Le volume cellulaire moyen du péricarpe (Figure IV.7E) est multiplié par 2
entre I’anthése et 2 jours apres 1’anthése, puis, par 3 entre 2 et 5 jours apres anthése et, par 7
entre 5 et 10 jours apres anthese. Par contre le nombre de cellules par péricarpe (Figure
IV.7F) est lui aussi multiplié par 2 entre I’anthese et 2 jours apres, puis par 5 entre 2 et 5 jours
apres antheése, mais seulement par 1,2 entre 5 et 10 jours apres anthese, signifiant un

ralentissement de la vitesse de ’activité de division cellulaire aprés 5 jours.

Le déficit hydrique du sol imposé réduit la masse fraiche du fruit (Figure IV.7D) des trois
jours apres antheése. Cependant, le volume cellulaire moyen du péricarpe est réduit par le
déficit a partir de 5 jours apres anthese (Figure IV.7E) et le nombre de cellules par péricarpe
n’est pas encore réduit par le déficit hydrique a 10 jours apres anthese (Figure IV.7F), alors

que la majorité des divisions ont eu lieu a ce stade.

En conclusion, le nombre de cellules par péricarpe augmente plus précocement que le volume

cellulaire moyen du péricarpe.
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Iv.3.3 Un déficit hydrique du sol modéré constant affecte les traits cellulaires

dans le fruit pendant la phase rapide de la croissance du fruit.

Globalement, lors de I’expérimentation B, la masse fraiche du fruit (Figure IV.7A) et le
volume cellulaire moyen du péricarpe (Figure IV.7B) suivent un profil sigmoidal en fonction
de I’age du fruit. Le début de I’expansion du fruit est lente (Figure IV.7A) et cela coincide a
une faible augmentation du volume des cellules du péricarpe (Figure IV.7B). Apres 10 jours
apres anthese, le volume moyen des cellules du péricarpe augmente plus rapidement (Figure
IV.7B) et atteint un plateau 30 jours apres anthese. Ce volume est multiplié par 7 entre 10 et
30 jours apres anthese. Le nombre de cellules par péricarpe en revanche ne varie plus
beaucoup au-dela de 15 jours apres anthese (Figure IV.7C). Il est multiplié par 2 entre 6 et 15
jours apres anthése puis atteint un plateau. Lors de I’expérimentation B, le volume cellulaire
moyen final du péricarpe et la vitesse d’expansion des cellules du péricarpe sont
respectivement réduits de 30 et 20% par le traitement de déficit hydrique du sol (Figure
IV.7B). Le nombre de cellules par péricarpe augmente plus lentement en condition de déficit
hydrique (Figure IV.7C) et I’écart entre les deux traitements se creuse principalement entre 10
et 15 jours (1180000 et 1040000 cellules par péricarpe dans les fruits matures des plantes
cultivées en condition bien irriguée et en déficit hydrique du sol respectivement). En
conclusion, le nombre de cellules du péricarpe n’augmente plus au-dela de 15 jours apres
anthese, tandis que le volume cellulaire augmente tres fortement entre 10 et 30 jours apres

anthese. Le déficit hydrique du sol entraine une réduction de 30% du volume cellulaire final.
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1vV.34 Les deux méthodes utilisées pour mesurer les volumes cellulaires dans le
péricarpe présentent des différences dans les valeurs absolues des nombres de cellules

mesure€s.

La comparaison des deux expérimentations permet de constater des différences entre les
valeurs absolues des variables cellulaires (volume et nombre de cellules du péricarpe) pour
des fruits de masses comparables. Le volume moyen des cellules du péricarpe des fruits
mesurés par la méthode utilisée par ’unit¢ BFP (Renaudin et al., 2017) est dix fois plus grand
(fruits de 0 a 10 jours de I’expérimentation C) (Figure IV.7E) que celui des fruits mesurés par
la méthode utilisée par I’unité PSH (Bertin et al., 2002) (fruits de I’expérimentation B et fruits
matures, 33 jours apres anthese, de I’expérimentation C) (Figure IV.7B, E). En toute logique,
le nombre de cellules par péricarpe est aussi différent, il est cent fois plus grand dans les
péricarpes des fruits mesurés par I’'unité PSH (fruits de I’expérimentation B et fruits matures,
33 jours apres anthese, de 1’expérimentation C) (Figure IV.7C, F) que dans les péricarpes des
fruits mesurés par I’unité¢ BFP (fruits de 0 a 10 jours de I’expérimentation C) (Figure IV.7F).
En revanche, les ordres de grandeur des résultats sur les stades finaux des fruits des variables
de masse fraiche totale du fruit (Figure IV.7A, D), volume cellulaire moyen du péricarpe
(Figure IV.7B,E) et, nombre de cellules par péricarpe (Figure IV.7C, F) sont similaires d’une
expérimentation a I’autre (les mesures des traits cellulaires des stades finaux des fruits des
deux expérimentations ont été faites selon le méme protocole, au sein de I’unité PSH).

On peut toutefois constater que les effets du déficit hydrique sur le nombre et la taille des

cellules du fruit sont cohérents avec les deux méthodes.
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IV.3.5 Un déficit hydrique du sol modéré constant n’affecte pas la dynamique du

processus d’endoréduplication dans le fruit.

Lors de I’expérimentation B, I’évolution des différents niveaux de ploidie des cellules du
péricarpe (Figure 1V.8) a été mesurée dans le méme laboratoire, avec le méme cytometre et,
selon le méme protocole pour tous les stades de croissance des fruits récoltés durant
I’expérimentation. A partir de trois jours apres anthese, la proportion de cellules en 2C
(Figure IV.8A) diminue (de 30 a 10%) pendant que les proportions de cellules en 8C (Figure
IV.8C), et 16C (Figure IV.8D) augmentent (de 10 a 20% et de moins de 5 a un peu plus de
15% respectivement) durant une phase qui dure environ 10 jours. La proportion de cellules en
4C (Figure IV.8B) commence a réduire a six jours apres anthese et, jusqu’a la fin de la
croissance du fruit (de 55 a 25 %) tandis que la proportion de cellules en 32C (Figure IV.8E)
commence a augmenter six jours apres anthese et se stabilise 20 jours apres anthese (de 0 a
15%).Les proportions de cellules en 64C (Figure IV.8F) et 128C (Figure IV.8G) commencent
a augmenter a 10 etl5 jours apres antheése respectivement (elles atteignent 15 et 10%
respectivement) jusqu’a la fin de la croissance du fruit. Une fois le développement du fruit
terminé, toutes les proportions des populations cellulaires sont stabilisées, la proportion de
cellules la plus élevée est celle de la population de cellules en 4C (20%), suivie par les
proportions des populations de cellules en 8C, 16C, 32C et 64C (chacune a 15%), puis les
proportions de cellules en 2C et 128C (chacune a 10%).

Il y a donc des cellules endorédupliquées tres tot dans le développement du fruit comme en
témoigne la présence de cellules en 4C, 8C, 16C et 32C des trois jours apres anthese. Ce qui
met en évidence la coexistence de I’activité des processus de division cellulaire et

d’endoréduplication. Le processus d’endoréduplication a lieu tout le long de la phase
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d’expansion cellulaire, jusqu’a la fin de la croissance du fruit. Les tendances observées

montrent qu’il n’y a pas d’effet du déficit hydrique du sol sur ce processus dans le fruit.

1V.3.6 La dynamique de croissance en masse fraiche du fruit et des traits
cellulaires associés dans le péricarpe de tomate n’est pas affectée chez la lignée

transgénique SICCS52AOE.

Les cinétiques d’évolution des traits morphologiques et cellulaires des plantes transgéniques
sont similaires a ceux des plantes de génotype sauvage (Figure IV.9). Ni la masse fraiche
finale du fruit, ni la durée de croissance en masse fraiche du fruit ou la vitesse maximum de
croissance en masse fraiche (Figure IV.9A) des plantes transgéniques ne sont modifiées par
rapport a celles des plantes du génotype sauvage. Etant donné le chevauchement des
intervalles de confiance a 95% (représentés en pointillés) (Figure IV.9 et 10), aucune
différence n’est décelée pour les cinétiques de croissance des variables observées (masse
fraiche totale du fruit, volume cellulaire moyen du péricarpe, nombre de cellules du
péricarpe), ainsi que le pourcentage de maticre seche du fruit (Figure IV.10), entre le
génotype sauvage et la lignée transgénique SICCS52AO0E.

Il en va de méme concernant les cinétiques d’évolution des proportions des populations de

cellules des différents niveaux de ploidie (Figure IV.11).

En conclusion, ces résultats ne montrent pas ou trés peu de modifications de la masse fraiche
totale du fruit, du volume cellulaire moyen dans le péricarpe, du nombre de cellules par
péricarpe et, des niveaux de ploidie dans les cellules du péricarpe des fruits de la lignée

transgénique ProPEPc2 ::SICCS52A%F,
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IV-4 DISCUSSION DE LA PARTIE IV

Iv4.al La plasticité du volume du fruit de la tomate est liée a une plus faible

teneur en eau mais également moins de cellules et des cellules de volume réduit

Dans cette partie, nous avons tenté de faire varier la taille finale du fruit chez la tomate a la
fois par un stress hydrique modéré et également en jouant sur I’expression d’un gene
contrdlant le processus d’endoréduplication.

Le stress hydrique du sol appliqué a bien causé une réduction de la masse fraiche des fruits
comme cela était attendu. Par contre, d’apres les résultats présentés par Chevalier et al.,
(2011), nous nous attendions a une augmentation du niveau de ploidie, ainsi qu’une
augmentation de la taille des cellules et de la taille des fruits dans le génotype portant la
construction permettant une sur-expression du gene SICCS52A dans la tomate. Ce phénotype
n’a pas ¢ét¢ obtenu et la plante sauvage et le sur-expresseur avaient au final le méme
phénotype ‘taille de fruit’. Nous ne pouvons expliquer avec certitude 1’absence de phénotype
attendu mais 1l existe différents activateurs du complexe APC/C dont I’expression des genes
peut varier d’un organe a un autre dans la plante de tomate (Mathieu-rivet et al., 2010). Leur
variabilité¢ de profils d’expression augmente la possibilité qu’il y ait des formes variées de
complexes APC/C qui jouent des roles différents dans le développement du fruit (Mathieu-
rivet et al., 2010). Il est donc aussi possible qu'un phénoméne de compensation de la
régulation de I’activité de I’APC/C ait eu lieu au niveau moléculaire.

Comme nous le montrons ici, chez la tomate, la réduction de la disponibilité en eau causée par
un potentiel osmotique ¢élevé dans 1’environnement des racines entraine une réduction de la
masse fraiche mais augmente la teneur en matiere seéche du fruit (Ehret et Ho 1986; Fanasca et
al., 2007). Mingo et al., (2003) montre aussi que des conditions de sécheresse dans

I’environnement des racines entraine une réduction du diameétre de croissance du fruit chez la
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tomate. Chez le raisin, la faible taille des baies en condition de déficit hydrique entre I’anthése
et la véraison (début du murissement) est associée a une réduction de la taille des cellules du
péricarpe, mais aucun effet significatif n’est observé sur la division cellulaire (Ojeda et al.,
2001). Les résultats présentés ici montrent qu’un stress hydrique modéré tel que celui qui a
été appliqué tout au long de la croissance du fruit altére essentiellement 1’accumulation d’eau
dans le fruit en augmentant la teneur en matiere seche (Figure IV.7) et impacte les deux
processus de division et d’ expansion cellulaire, avec un effet plus marqué sur 1’expansion
dans I’expérimentation B et un effet plus marqué sur la division dans I’expérimentation C
(Figure IV.5, 6, 7 et 8). Les fruits ayant été prélevés sur des bouquets de rang supérieurs
(bouquets 6 a 9) dans I’exp. B comparé¢ a I’exp. C (bouquets 1 a 4), il est probable qu’un effet
stress carboné induit par le déficit hydrique ait contribué a la réduction du volume cellulaire.

D’autres travaux ont mis en évidence une co-variation positive entre le nombre de cellules et
la taille du fruit chez la tomate, que ce soit par des variations des conditions
environnementales durant la croissance du fruit ou des manipulations génétiques générant des
mutants de sur-expression ou de perte de fonction de certains genes (Bohner et Bangerth
1988a; Bertin et al., 2003; Bertin 2005; Baldet et al., 2006; Bertin et al., 2009). De méme, il
a aussi €t¢ montré la présence d’une corrélation positive entre le nombre de cellules et la
masse fraiche du fruit chez quatre différentes lignées quasi-isogéniques (Bertin et al., 2009).
En revanche, d’autres études attribuent les différences de taille du fruit a la taille des cellules
ou aux niveaux de ploidie des cellules (Cheniclet et al., 2005; Gonzalez et al., 2007,
Czerednik et al., 2012). La masse fraiche des fruits est fonction du diametre cellulaire et la
moyenne des niveaux de ploidie des cellules est positivement corrélée avec a la fois le
diametre cellulaire et la masse fraiche du fruit. Un effet similaire de la taille des cellules et du

niveau de ploidie sur la taille des fruits de tomate a aussi été montré par Gonzalez et al.,
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(2007). En réponse au stress hydrique appliqué ici, la diminution de taille du fruit a eu lieu

sans modification du niveau de ploidie.

IvV.4.2 Un découplage des processus de division, expansion et endoréduplication a
lieu au cours du développement du fruit chez la tomate et en réponse au déficit hydrique

du sol.

En condition bien irriguée, le développement du péricarpe semble se dérouler en deux phases
au niveau cellulaire : une phase de production de cellules pendant laquelle les cellules
augmentent également en volume suivie d’une phase d’expansion des cellules produites. Ce
résultat est en accord avec les cinétiques de nombres et volume de cellules publiés récemment
par Renaudin ef al. (2017). La succession de ces deux phases est moins évidente dans notre
jeu de donnée lorsque la croissance du fruit est limitée par un stress hydrique du sol qui
semble rallonger la phase de division cellulaire. Dans notre jeux de données, la masse fraiche
du fruit est bien corrélée aux variables de nombre de cellules par péricarpe et au volume
cellulaire moyen du péricarpe toutes variations dans le temps, toutes conditions d’irrigation et

tous génotypes compris (Figure IV.12).

Le processus d’endoréduplication commence tres tot pendant la croissance du fruit. Des 3
jours apres anthese, des cellules en 4C, 8C et 16C sont déja présentes dans des proportions
non négligeables. Les cellules en 4C a ce stade- 1a peuvent étre dues a des cellules engagées
dans le cycle cellulaire ou des cellules ayant connu un endocycle mais les cellules en 8C et 16
C témoignent sans ambiguité du fait que le processus d’endoréduplication est présent des
I’antheése comme cela a déja été montré dans le fruit de tomate par Cheniclet et al., (2005) et

Bertin et al., (2003b). Ceci suggere que les processus de division cellulaire et
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d’endoréduplication coexistent au début de la croissance du fruit avant 1I’expansion rapide des

cellules. Le processus d’endoréduplication continue ensuite durant toute la croissance du fruit.
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Jusqu’a la fin de I’expansion du fruit les proportions des populations de cellules des niveaux
de ploidie les plus élevés augmentent (ici, 64 et 128C). Les proportions des populations de
cellules des niveaux de ploidie inférieurs, de 2, 8, 16 et 32C, sont stabilisées avant la fin de la
croissance du fruit. Tandis que la proportion de cellules en 4C diminue jusqu’a la fin de la

croissance du fruit, comme les proportions de cellules en 64 et 128C.

Le processus d’endoréduplication n’est pas altéré par le déficit hydrique du sol constant
imposé durant toute la croissance du fruit contrairement aux processus de division et

d’expansion cellulaire, découplant ainsi le processus d’expansion et d’endoréduplication.
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IV4.3 Nous avons mis en évidence des disparités méthodologiques lorsque deux
protocoles différents sont utilisés pour analyser les nombres de cellules dans les phases

précoces puis tardives du développement du fruit.

Deux méthodes de mesures différentes ont été utilisées pour analyser les données des
expérimentations B et C présentées précédemment. Les protocoles sont tres différents. Les
deux méthodes présentent des différences en termes de mesures et d’estimation des traits

étudiés. Ce ne sont pas les mémes variables qui sont mesurées et estimées.

Globalement, la méthode utilisée par I’unité BFP (protocole décrit par Renaudin et al. (2017),
produit des mesures de surface cellulaire effectuées sur des coupes transversales équatoriales
de fruit de tomate, permettant ainsi d’estimer le volume cellulaire moyen du péricarpe. Le
volume du péricarpe est calculé en considérant le fruit comme une sphere, a partir des
mesures de son épaisseur. Le nombre de cellules du péricarpe est ensuite calculé a partir du

volume cellulaire moyen estimé et du volume de péricarpe calculé.

La méthode utilisée par ’unit¢ PSH (protocole décrit par McAtee et al., 2009), produit des
mesures du nombre de cellules a partir de suspensions de protoplastes (cellules végétales
exemptes de leur paroi). Ce nombre de cellules obtenu sur un volume de péricarpe est ensuite
rapporté au volume total du péricarpe du fruit préalablement mesuré. Le volume cellulaire
moyen du péricarpe est ensuite calculé a partir du nombre de cellules calculé par péricarpe et

du volume total mesuré du péricarpe.

Ici nous observons une différence d’un facteur 10 entre les volumes cellulaires obtenus avec
les deux méthodes de mesure et une différence d’un facteur 100 entre les nombres de cellules
par péricarpe. Donc, soit le volume cellulaire moyen du péricarpe est surestimé par la

méthode utilisée par 1’'unité¢ BFP, soit, le nombre de cellules par péricarpe est sous-estimé par
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la méthode utilisée par ’'unité PSH. Il est probable que cette différence soit a la fois due a une
surestimation du nombre de cellules via la méthode A et une sous-estimation via la méthode
B. Une étude est menée actuellement afin de déterminer les origines des différences des

résultats obtenus avec ces deux méthodes de mesure.

IV-5 CONCLUSIONS DE LA PARTIE IV

Comparer 1’évolution de la masse fraiche totale des fruits, de la matic¢re séche des fruits, du
nombre et de la taille des cellules du péricarpe au cours du développement des fruits en
condition de déficit hydrique du sol au cours de deux expérimentations menées en parallele a
permis de mettre en évidence que le stress hydrique du sol affectait la teneur en eau du fruit
fortement mais également les divisions cellulaires et I’expansion cellulaire dans le péricarpe.
Par contre, le processus d’endoréduplication n’était pas affecté dans le fruit par ce méme
stress montrant un exemple supplémentaire de découplage entre ce processus et 1’expansion
cellulaire ou le volume de I’organe considéré, ici le fruit. Cette partie de ma thése a permis
aussi de mettre en évidence la difficulté de mettre bout a bout des variables mesurées par des
techniques différentes pour obtenir des cinétiques. Les disparités entre les deux protocoles de
mesures utilisés n’ont pas pu étre étudiées plus en détail par manque de temps. De méme
I’absence de phénotype observée sur le génotype joint a WVA106 dans cette étude n’a pas pu

étre expliquée.
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L’objectif de ce travail était d’analyser les contributions respectives des processus cellulaires,
i.e., endoréduplication, division cellulaire et expansion cellulaire, a la croissance des organes,
la feuille et le fruit, chez la tomate cerise, de mieux comprendre les relations entre ces
processus ainsi que d’étudier leur plasticité en réponse au déficit hydrique du sol.

Dans des plantes a croissance déterminée telles Arabidopsis thaliana, Aegilops tauschi,
certains travaux ont montré que les processus cellulaires liés a la croissance d’un organe
dépendaient de processus a des échelles supérieures : 1’expansion de I’organe lui-méme
(Tsukaya, 2003 ; Tisné et al., 2008), et méme le développement de la plante entiere (Ter
Steege et al., 2005 ; Massonnet et al., 2011). Nous avons systématiquement considéré dans
nos expérimentations I’ensemble des différentes échelles d’organisation: les mesures
d’endoréduplication, division cellulaire et expansion cellulaire dans les folioles, feuilles et
fruits étaient systématiquement replacées dans le contexte de la plante entiere et de son
développement. Ce type de travail n’avait jamais été réalisé auparavant sur une plante a
croissance indéterminée avec des feuilles composées. Il présentait donc un degré de
complexité nouveau avec également I’originalit¢ de considérer a la fois les cinétiques de
croissance multi-échelles des feuilles et des fruits dans des environnements bien controlés et

contrastés en termes d’état hydrique du sol.

Des cellules a I’organe ou de I’organe aux cellules ?

Chaque organe, chaque tissu de la plante est formé de cellules, mais lequel, de la cellule ou de

I’organe pilote la croissance de 1’autre. C’est une question que beaucoup de scientifiques se

posent et qui est encore a ce jour non résolue. Il existe trois théories sur la croissance des

organes, i.e., théorie de croissance par la cellule, par I’organe ou la théorie néo-cellulaire qui
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combine les deux précédentes (Beemster et al. 2003; John et Qi 2008; Horiguchi et Tsukaya
2011, Figure V.1).

Dans la théorie cellulaire, la croissance de 1’organe dépend de la croissance des cellules
individuelles qui le composent (Figure V.1A). Au contraire dans la théorie de I’organisme, les
cellules sont des compartiments d’un espace plus grand formé par I’organe qui exerce une
régulation sur la croissance cellulaire. Ce qui suggere que la division cellulaire par exemple
est une conséquence et non une cause de la croissance (Kaplan, 2001) (Figure V.1B). La
théorie néo-cellulaire de croissance combine les deux théories précédentes. Il est alors
proposé 1’existence d’un niveau d’interaction entre les cellules et I’organe entier. Selon cette
théorie, I’organe peut compenser une déficience en division cellulaire par une expansion de
ses cellules plus importante. L origine de la capacité de compensation de la division cellulaire
par I’expansion cellulaire n’est pas claire, mais il est probable que ce soit un moyen
d’atteindre une taille d’organe génétiquement prédestinée lorsque les conditions
environnementales ne sont pas optimales durant la phase de division cellulaire (Okello ef al.,

2015).

Facteurs environnementaux et A

Contréle cellulaire de la croissance de I'organe

génétiques

X/\

Division Expansion
cellulaire cellulaire

vl

Expansion des tissus

Facteurs environnementaux et B
génétiques
l Contréle tissulaire de la croissance de l'organe
Expansion des tissus A s
/\
™ A

Division Expansion
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Figure V-1. Schématisation des théories du (A) controle cellulaire de la croissance de
I'organe et (B) tissulaire de la croissance de I'organe.
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Globalement, que ce soit dans la feuille ou dans le fruit de tomate, les résultats présentés dans
cette these montrent que la division et I’expansion cellulaires sont deux processus affectés par
un déficit hydrique constant imposé pendant tout le développement de 1’organe, quelle que
soit son intensité et donc, qu’il n’y a pas de compensation entre ces processus qui expliquent
a eux deux la diminution de taille de I’organe

De nombreux travaux ont montré que la vitesse de division cellulaire était réduite par une
contrainte hydrique du sol (Granier et Tardieu, 1999b ; Baerenfaller et al., 2012). L’effet de la
contrainte hydrique sur la durée de la phase pendant laquelle les divisions cellulaires ont lieu
est moins clair dans la littérature. Nous montrons ici que la contrainte hydrique du sol entraine
une augmentation de la durée de la phase de division cellulaire mais une diminution de la
vitesse de division a la fois dans la feuille (Figure V.2A) et dans le fruit (Figure V.2B). Au
contraire la durée de la phase d’expansion n’est pas affectée mais le taux d’expansion est
réduit, précocement chez la feuille et plus tardivement chez le fruit. Il y a donc une période de

chevauchement des processus de division et d’expansion plus longue en condition de déficit

hydrique.

EoaEne: T e Figure V-2. Effet du stress hydrique
?Expansnon : sur les durées des processus
A " Divisions celidBires p * cellulaires  (division  cellulaire,
Expansion cellulaie | | : expansion cellulaire et
AT TR } g endoréduplication)  durant Ia
croissance de la foliole (A) et du

S— . : S fruit (B) de la tomate.
5 . > Les durées des différents processus
¢ E"m"smf » de la croissance des organes sont
B [usoms ihires » . représentées en bleu pour la
ST T : condition de croissance ‘normale’
Endoreduplication : et en rouge pour la condition de

‘stress hydrique’.
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Relations entre les processus cellulaires

Malgré des points de vue divergents sur les théories de la compensation a 1’échelle cellulaire
ou de I’organisme (Beemster et al., 2003 ; Tsukaya, 2003), il est admis que I’organogénése ne
peut étre completement comprise si les organes sont considérés comme des collections de
cellules individuelles (Tsukaya et Beemster, 2006).

Une relation positive entre le niveau d’endoréduplication et la taille des cellules est souvent
mise en avant (Autran et al., 2002 ; De Veylder et al., 2002 ; Dewitte et al., 2003 ; Boudolf et
al., 2004 ; Verkest et al., 2005 ; Cheniclet et al., 2005 ; Bourdon et al., 2011). Cependant, le
lien de cause a effet est un sujet a débat dans la littérature (Tsukaya, 2008). De grandes
cellules ont tendance a étre polyploides mais, les cellules des plantes peuvent aussi augmenter
leur volume sans augmenter leur niveau de ploidie (Tsukaya, 2008 ; Ferjani et al., 2007).
C’est le cas par exemple en réponse a une diminution du rayonnement incident : la diminution
de la surface des feuilles s’accompagne d’une augmentation de la surface des cellules mais
une diminution du niveau d’endoréduplication dans les feuilles (Cookson et al., 2006). En
réponse a la contrainte hydrique du sol, ici, la réduction du volume des cellules du péricarpe
du fruit ne s’accompagne pas d’une modification du niveau de ploidie. La co-variation entre
les deux processus ou 1’absence de co-variation dépendent certainement de 1’organe et/ou

méme des tissus concernés puisque le stress hydrique a un effet négatif a la fois sur la taille

des cellules et le niveau de ploidie dans les feuilles de tomates.

Dans certains cas, I’endoréduplication peut avoir lieu avant I’expansion des cellules, comme
montré dans les cellules de I’hypocotile de chou (Brassica oleracea) (Kudo et Kimura, 2001).
Ainsi, le processus d’endoréduplication n’est pas toujours couplé a une augmentation de la

taille des cellules lorsque ces processus sont comparés en cinétique. Ceci est bien confirmé
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par notre travail. Les analyses dynamiques des différents processus indiquent que le processus
d’endoréduplication démarre tres tot dans le développement de la feuille (Figure V.2A) et du
fruit (Figure V.2B) avant I’expansion rapide des cellules. Par ailleurs, dans la feuille,
I’endoréduplication cesse avant la fin d ‘expansion des cellules, ce qui n’est pas le cas dans le
fruit. Ces analyses dynamiques des différents processus suggerent donc que les processus

d’expansion cellulaire et d’endoréduplication ne sont pas directement couplés.

Relations entre les organes

De nombreux organes ont été mesurés pendant cette these. La biomasse des racines, le
volume des fruits, la surface des feuilles, la surface des folioles sont réduits par les contraintes
hydriques du sol imposées. Nos résultats montrent que la foliole peut étre considérée comme
une partie de la feuille a laquelle elle appartient et comme suggéré par Kaplan (1975), la
feuille composée peut étre vue comme équivalente a une feuille simple découpée (Figure V-
3). Cette théorie a été confortée dans la partie III de la thése qui montre qu’une foliole est
représentative de la feuille pour les traits relatifs a la taille des cellules (surface cellulaire et

nombre de cellules de 1’épiderme).

Figure V-3. Les feuilles
Leaflet/ , N
Pinna composées peuvent étre vues
comme (A) des collections de
feuilles  simples ou (B)
] : équivalents aux feuilles
Petiole simples. D’apres (Kaplan, 1975)

Rachis

Axillary Meristem
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Il existe une compétition entre les feuilles et fruits pour les assimilats nécessaires a leur
croissance. Cette compétition augmente le long de la tige, plus les rangs de feuille et
d’inflorescences / grappes sont grands plus la compétition pour les assimilats est grande entre
les jeunes feuilles et les fruits (Bertin 1995). Il en résulte une diminution de la croissance des
feuilles en termes de masse spécifique (Gary et Bertin, 1992). La feuille adulte n’est pas un
puits d’assimilats, ce qui suggere que ce soit essentiellement la division cellulaire qui soit
impactée par la compétition pour les assimilats durant sa croissance. De méme les fruits des
positions les plus basses exercent une forte compétition sur les fruits des rangs supérieurs.
Cela entrainant ainsi une baisse de la croissance des fruits selon un gradient le long de la tige
de la plante (Figure V-4). Ce gradient n’est pas continu car arrive un stade ou les fruits des
premieres grappes murissent entrainant alors une stabilisation de la compétition. En effet,
arrivés a maturité, les fruits ne sont plus des puits d’assimilats et n’entrent plus en compte

dans le processus de compétition d’acquisition des assimilats.

Des organes a la plante

Les organes reproducteurs en phase de croissance ont un statut carboné au moins préservé, et
souvent amélioré, chez des plantes soumises a un déficit hydrique (Dosio et al., 2010 ; Muller
et al, 2011). La limitation de leur croissance n’est donc pas due a un défaut
d’approvisionnement en assimilats carbonés, mais plutdt a un effet direct du déficit hydrique
sur les transferts d’eau dans la plante qui pilotent I’expansion des tissus. Comme le déficit
hydrique affecte plus les processus d’expansion que la photosynthese, cela se traduit par une
accumulation de sucres dans les organes dont la croissance est limitée (Muller et al., 2011).
Ce qui entralne une augmentation de la matiere seche (proportion de la masse seche par

rapport a la masse fraiche) dans les fruits de plantes cultivées en condition de déficit hydrique.
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Figure V-4. Schéma des relations

entre les feuilles et les fruits dans la
plante de tomate et des gradients
observés en termes de croissance de
la feuille et du fruit le long de la tige.
Les fleches vertes représentent les
variables liées aux feuilles, les fleches
rouges les variables liées aux fruits et
la fleche bleue la relation entre feuille
et fruit, le long de la tige de la plante
de tomate a croissance indéterminée.
[1] Gary et Bertin, 1992

[2] Bertin, 1995
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tissus et de transfert d’eau dans la plante sont communs a différentes especes végétales, et
peuvent étre vues comme un mécanisme adaptatif qui permet, en cas de limitation des
ressources, d’éliminer les organes les moins développés pour assurer la production de graines
viables avec les organes les plus avancés, et ce, avant méme que le statut carboné ne soit
affecté (Turc et Tardieu, 2018) chez le mais. A ’opposé, la nouaison commence & échouer
(entrainant alors 1’avortement du fruit) lorsque le rapport entre la croissance réelle et la
croissance potentielle tombe sous une valeur seuil chez la tomate (Bertin, 1995). Ce qui
suggere que dans le cas de la tomate, c’est apres réduction du statut carboné que I’avortement

des organes reproducteurs commence a avoir lieu.
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Conclusions- perspectives

Le modele de développement du fruit décrit par Baldazzi et al., (2017) integre a la fois les
processus de division, expansion cellulaires, et endoréduplication. Le fruit est décrit comme
une collection de populations de cellules, chacune ayant un age et un volume spécifiques. La
vitesse de croissance est dépendante des conditions environnementales, donnant lieu a des
différences de distributions de la taille des cellules en lien avec I’environnement et/ou les
pratiques culturales. Dans le modele actuel, les processus de division cellulaire et
d’endoréduplication ne dépendent pas de I’environnement. La plupart des valeurs des
parametres sont basées sur des modeles déja existants (Bertin et al., 2003b ; Liu et al., 2007,
Figure V.5).

Les limites et la complexité de ce modele sont connues et certaines questions restaient en
suspens au démarrage de cette these. Ce modele est complexe, dans le sens ou il comporte de
nombreux parameétres, impliquant ainsi la nécessité d’un jeu de données consistant pour étre
calibré. 11 y avait un manque de données cinétiques, sur les phases précoces autour de
I’anthése pour le fruit, ce qui rendait difficile I’identification de conditions initiales du
modele. Ces données ont été obtenues ici dans deux environnements méme si les problemes
méthodologiques rencontrés ont soulevé de nouvelles questions. Il y avait d’autre part des
questions sur les couplages entre les différentes variables aux différentes échelles : Il y a-t-il
un effet de I’environnement sur le taux de division et d’endoréduplication ? Comment
I’endoréduplication affecte t- elle la croissance cellulaire ? Y a-t-il une compétition entre les
cellules pour les ressources ?

Nos résultats permettent de répondre a certaines de ces questions et vont permettre pour la
premiere fois de paramétrer le modéle sur un jeu de données unique, issu d’une seule

expérimentation sur un méme génotype.
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Figure V-5. (A) Schéma du modéle intégratif. (B) Schéma du module d’expansion cellulaire.
(C) Schéma du module de prédiction du nombre de cellules en division et de cellules en
expansion et en phase d’endoréduplication. (D’apres Baldazzi et al., 2017)

La comparaison des résultats obtenus avec les différents protocoles de mesures utilisés lors
des deux expérimentations présentées ainsi que les différents scénarios environnementaux
apporteront un jeu de données nécessaire a I’amélioration du modele. Cela permettra de
décrire avec plus de précision les relations entre les processus cellulaires en réponse aux
variations des facteurs environnementaux & 1’échelle du tissu (péricarpe chez le fruit). A plus
large échelle, cela permettra aussi de revoir la relation entre le processus d’endoréduplication
et la croissance du fruit encore mal comprise. Le modele permettra a son tour d’avancer dans
I’¢lucidation de la relation complexe entre les processus de division cellulaire, expansion
cellulaire, et endoréduplication dans le phénoméne d’organogénése. Du fait de sa structure
assez générique, ce modele pourrait potentiellement €tre transposé pour prédire la croissance
des feuilles. Permettant ainsi une avancée supplémentaire dans la comparaison de la

croissance des organes source (feuille) et puits (fruit).
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* Background and Aims The question of which cellular mechanisms determine the variation in leaf size has
been addressed mainly in plants with simple leaves. It is addressed here in tomato taking into consideration the
expected complexity added by the several lateral appendages making up the compound leaf, the leaflets.

* Methods Leaf and leaflet areas, epidermal cell number and areas, and endoreduplication (co-) variations were
analysed in Solanum lycopersicum considering heteroblastic series in a wild type (Wval06) and an antisense
mutant, the Pro,:Slccs52A line, and upon drought treatments. All plants were grown in an automated phenotyp-
ing platform, PHENOPSIS, adapted to host plants grown in 7 L pots.

¢ Key Results Leaf area, leaflet area and cell number increased with leaf rank until reaching a plateau. In con-
trast, cell area slightly decreased and endoreduplication did not follow any trend. In the transgenic line, leaf
area, leaflet areas and cell number of basal leaves were lower than in the wild type, but higher in upper leaves.
Reciprocally, cell area was higher in basal leaves and lower in upper leaves. When scaled up at the whole sympo-
dial unit, all these traits did not differ significantly between the transgenic line and the wild type. In response to
drought, leaf area was reduced, with a clear dose effect that was also reported for all size-related traits, including
endoreduplication.

* Conclusions These results provide evidence that all leaflets have the same cellular phenotypes as the leaf they
belong to. Consistent with results reported for simple leaves, they show that cell number rather than cell size deter-
mines the final leaf areas and that endoreduplication can be uncoupled from leaf and cell sizes. Finally, they re-
question a whole-plant control of cell division and expansion in leaves when the Wval06 and the Pro,:Slccs52A%
lines are compared.

Key words: Solanum lycopersicum, compound leaf, leaflet, drought stress, cell division, cell expansion, endore-
duplication, tomato.

INTRODUCTION and cells repeatedly replicate their DNA, resulting in endopol-
yploidy (Edgar et al., 2014). Endopolyploid cells are gener-
ally larger than others, as shown in the epidermis of different
organs such as leaf, stem and sepals in Arabidopsis thaliana
(Melaragno et al., 1993; Roeder et al., 2010) and the pericarp of
tomato fruits (Cheniclet er al., 2005). The correlation between

The remarkable variation in leaf shape and size among plants
and within the same plant fascinates many scientists working
in developmental biology. Because the regulation of leaf area
expansion has a prominent role in light capture, photosynthesis,

transpiration and thus plant biomass production, it has been the ploidy and cell size depends on cell identity. It is, for example,

fgcus of many agronomic studies. Control of leaf area eXpan- - \eaker in the palisade mesophyll cells than in the epidermis of
sion at the cellular and molecular levels has been investigated 4 7, 7. - Jeaves (Katagiri et al., 2016).

for years in different model plants, providing insights into the

. . ; The respective contributions of cell division and cell expan-
complex regulation of leaf morphogenesis (Rodriguez et al.,

S-S > sion to final leaf size and the inter-relationships between these
2014; Vanhae're.n et al., 2016). Each individual leaf is made up processes have been analysed in both dicot and monocot sim-
of cells that divide and expand at different rates and during dif- ple leaves (Horiguchi ef al., 2006; Massonnet ef al., 2011;

ferent periods depending on species, genotypes, environmen-  Gon;ale; ef al., 2012; Nelissen ef al., 2016). Despite differ-

tal conditions, leaf developmental stage, leaf tissue and cell ent spatial and temporal organizations of these processes, sev-

type Withill. a given tissue'(Pyke et al., 1991; l?onpelly etal, o] molecular mechanisms controlling leaf size are conserved
1999; Tardieu et al., 2000; Rymen et al., 2007; Skirycz et al., between dicots and monocots (Nelissen et al., 2016). The

,2011; Wu'yt's et 'al., 2012). The cano'niczﬂ cell cycle, resulting final leaf size is mainly determined by its cell number rather
in cell division, involves a DNA duplication phase followed by 1 the mean cell size. This has been observed in plants of

IIlltOSlllS. In somg spl(_ame_s, leaf CIGH§ canht?nlzer a cell (,:ydl(z, Van(i the same genotype grown in various environmental conditions
ant, the endoreduplication cycle, in which mitosis 1 sKIpped  (gee Granier et al., 2000 for different species), in populations
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of recombinant inbred lines (Ter Steege et al., 2005 in Aegilops
tauschii; Tisné et al., 2008 in A. thaliana) and even for leaf size
variation among species (Gazquez and Beemster, 2017). A few
studies have shown that the variability in leaf size according to
their rank was more related to changes in cell number than in
cell size (Ashby, 1948 in Ipomoea; Tisné et al., 2011 in A. thali-
ana), revealing that the cell cycle also plays a role in hetero-
blasty. The relationship between cell number and leaf size is
less clear when it is analysed in genotypes affected in cell cycle
gene expression. An increase in leaf cell number caused by the
upregulation of cell cycle activator genes or by the downregula-
tion of cell cycle inhibitor genes can coincide with an increas-
ing, decreasing or unaffected leaf size (Hemerly et al., 1995;
Autran et al., 2002; Cookson et al., 2005, Tojo et al., 2008).
These results have cast doubt on the crucial role of the cell
cycle as the engine of organ growth, leading to a reconsider-
ation of the organ growth theory in many reviews (Kaplan and
Hagemann, 1991; John and Qi, 2008; Sablowski, 2016).

Compound leaves add further complexity with respect to simple
leaves. Their morphogenesis is still subject to debate and it is still
unclear if they are reduced to the sum of their leaflets, or if they
constitute an organ on their own (Champagne and Sinha, 2004).
In some studies, they are seen as partially indeterminate structures
that share properties with both shoots and simple leaves (Sattler
and Rutishauser, 1992). In others, it is suggested that the entire
compound leaf is equivalent to a simple leaf and that leaflets arise
by sub-divisions of a simple blade (Kaplan, 1975). Tomato leaf is
used as a model for studying the genetic control of compound leaf
development (Hareven et al., 1996; Champagne and Sinha, 2004).
Its organization is odd-pinnate as leaflets develop symmetrically
on both sides of the rachis. In contrast to a simple leaf, the contri-
bution of cellular processes to tomato leaf area plasticity and their
interactions has not been analysed so far.

The aim of this work was to analyse the respective contribu-
tions of epidermal cell number and adaxial epidermal cell size
to final area in the compound leaf of tomato, together with the
extent of endoreduplication. To provide insights into the cellular
organization of the whole leaf area, these traits were analysed in
the different leaflets of the successive leaves along a sympodial
unit. This experimental protocol extended to compound leaves
the standard protocols previously applied to simple leaves in
order to facilitate the comparison with previous results (Hemerly
etal., 1995; Autran et al., 2002; Cookson et al., 2007; Tojo et al.,
2008; Massonnet et al., 2011; Gazquez and Beemster, 2017).
To enrich the debate on the different theories about leaf growth
control, the same traits were measured in a transgenic line with
reduced expression of CCS52A, a gene specifically associated
with the switch from the mitotic cycle to endoreduplication in
different organs (De Veylder et al., 2011). Previous studies in
tomato have shown that the reduction in CCS52A expression
induces the formation of smaller plants delayed in their devel-
opment, of small fruits with smaller cells and higher cell dens-
ity in the pericarp and with reduced levels of endoreduplication
(Mathieu-Rivet et al., 2010). Finally, variability in leaf areas,
leaflet areas and leaf cellular-related traits was analysed in plants
subjected to different soil water deficit treatments monitored by
the PHENOPSIS automated platform (Granier et al., 2006). This
platform has been used to date for studies on A. thaliana and
was modified here (mechanics and software) to host, weight and
adjust soil water content of tomato plants in large pots.

Altogether, our results provide insights into the organiza-
tion of the tomato compound leaf at the cellular scale. They
highlight the importance of considering the leaf rank along the
sympodial unit when different traits are compared, and clearly
demonstrate that the whole compound leaf at a given rank can
be summarized by one of its single leaflets for phenotyping pur-
poses. Thanks to the large variability in tomato leaf area caused
either by spatial position on the plant, genetic perturbation or
drought treatments, our results provide additional evidence that
leaf area is tightly related to epidermal cell number without
simple direct links with other leaf size-related traits, namely
cell area and endoreduplication.

MATERIALS AND METHODS

Plant material, sowing and seedling pre-culture

Before sowing, 147 seeds of cherry tomato plants (Solanum
lycopersicum), line West Virginia 106 (Wval06), and nine
seeds of an antisense mutant, the Pro,:Slccs52A* transgenic
line (described in Mathieu-Rivet ef al., 2010), were sterilized
in a solution of Barychlore (0.5 g of Barychlore and 50 mL
of 50 % ethanol) for 15 min followed by three rinses with
absolute ethanol and drying under a laminar flow hood for at
least 15 min. Seeds were sown in sterilized boxes filled with
a 1/4 Murashige and Skoog medium (MS including vitamins,
Duchefa, MO 222) with 7.5 g sucrose L™! and 8 g phyto-agar
L-!. The pH of the solution was adjusted between 5.8 and 6
with a solution of 2 M KOH and the MS medium was steri-
lized. Boxes were set up in a growth chamber equipped with the
PHENOPSIS automaton (Granier et al., 2006) for 20 d. Light
in the growth chamber was provided by a bank of cool-white
fluorescent tubes and iodide discharge lamps for 16 h d! with
a photosynthetic photon flux density of 200 pumol m™ s™! at pot
height. Air vapour pressure was maintained at around 0.8 kPa
and temperature was set at 25 and 20 °C during the day and
night periods, respectively.

Fifty-two pots of 7 L were weighed before and after filling
with soil (Klasmann, Substrat SP 15 %). Soil aliquots were dried
to estimate the amount of dry soil and the water content in each
pot at the time of filling (Granier et al., 2006). Three tomato
seedlings were then put in the centre of each pot and immedi-
ately irrigated with 30 mL of nutrient solution (Liquoplant rose,
Plantin, dilution 4:1000). Day air temperature was set at 23 °C.
Seedlings were irrigated manually with 30 mL of nutrient solu-
tion twice a day for 1 week. Then, plants were thinned out, con-
sidering developmental stage homogeneity, to keep only one
plant per pot. Lateral shoots were removed and flowers were
shaken three times a week during the whole experiment.

Automatic adjustment of soil water content

The PHENOPSIS automaton, so far used to host and irrigate
automatically 504 pots of 250 mL mainly for A. thaliana plants
(Granier et al., 2006), was modified to manage up to 70 pots of
7 L for larger plants, here tomato. Trays set up in the growth
chamber were changed to host larger pots (14 trays with five
holes each of 18.6 cm diameter). The weighing/watering station
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Koch et al. — Leaf area plasticity in tomato 3

was modified. The balance was changed to reach a higher all watering regimes. For the well-watered Wval06 plants, the
weighing capacity (Precisa, Serie 320 XB-Modell XB10200G  third compound leaf was composed of five leaflets, while all
IP65) and the pneumatic actuator was replaced by an electric  the others were composed of seven leaflets (Fig. 2A, B). For the
one (DS-dynatec, PCDY 136-185°). It was linked to a container Wval06 plants grown in soil water deficit regimes, the fourth
filled with nutrient solution (Liquoplant rose, Plantin, dilution —compound leaf was sometimes composed of five leaflets only.

4:1000). The software was modified to adapt the automaton dis-  For the Pr0355:Slcc552AAS transgenic line, the third, the fourth,

placements to this new configuration. the fifth and some of the sixth compound leaves were composed
The 52 plants were grown at a constant soil water content of  of five leaflets, while all others were composed of seven leaflets.
1.4 g H)O g dry soil until the fifth leaf was fully emerged, i.e. All compound leaves of the first sympodial unit were cut at

when all leaflets were unfolded. From this stage, five different the base of their rachis and scanned. Then, areas of individual
watering regimes, stable over time, were imposed on Wval06 leaflets (cm?) were measured on the leaf scans with the ImageJ
plants until the end of the experiment (seven plants per regime): image analysis software (Wayne Rasband, National Institutes
0.6,0.9,1.2,1.4and 1.6 g HO g' dry soil, respectively (Fig. 1).  of Health, USA). For each compound leaf, whole leaf area was
At the same stage, 14 Wval06 plants were submitted to a more calculated as the sum of their leaflet areas.
severe water deficit induced by cessation of irrigation until the
end of the experiment (pots were still weighed daily to follow the
decrease in soil water content over time as shown in Fig. 1). The
three pots with the transgenic lines were maintained at a soil water
content of 1.4 g H O g™' dry soil until the end of the experiment. Adaxial epidermal imprints were obtained by drying off a
translucent varnish coat spread on the adaxial side of each leaf-
let from all successive compound leaves (from leaf 3 to leaf 13).
The imprint was peeled off and immediately stuck on a micro-
scope slide with one-sided adhesive tape. Imprints were placed
For each individual plant, leaf size-related traits were meas- under a microscope (Leitz DM RB; Leica, Wetzlar, Germany)
ured when all compound leaves of the first sympodial unit had coupled to the Image] image analysis software (Fig. 2C). Only
reached their final size (as checked by measuring the length of  adaxial epidermal cells were considered in this study and they
the last emerged leaflet). At the time of harvest, even the most  are referred to hereafter as epidermal cells throughout the text.
stressed plants did not show any signs of dieback. For each leaflet, at least 75 epidermal cells were drawn manu-
For each plant, the first sympodial unit was composed of a ally in a middle zone of the mature leaflet, i.e. considering
maximum of 13 compound leaves (Fig. 2A). The first two com-  tip—base but also midrib—margin parts. This zone of the leaf-
pound leaves could not be measured because of senescence for let was selected after a preliminary experiment which showed

Measurement of adaxial epidermis anatomy

Measurement of leaf size-related traits
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FiG. 1. Experimental set-up from sowing to harvest. Tomato seeds of Wval06 wild type and of the Pro,:Slccs52AS transgenic line were sown in MS medium.
Seedlings were grown for 3 weeks in boxes set up in the growth chamber. Two to three young plants were then transplanted into each of the 52 individual pots
filled with soil. Pots were irrigated manually for 1 week. Around 17 d after sowing, plants were thinned out to keep one plant per pot and pots were irrigated by
the PHENOPSIS automaton to reach a soil water content of 1.4 g H O g™ dry soil. All plants were grown at 1.4 g H O g™ dry soil until the emergence of the fifth
leaf. At this time (represented by a horizontal green line illustrating the variability of dates depending on plant and genotypes), seven specific watering regimes
were set up with seven Wval06 plants per watering regime. The three pots of the transgenic Pro, :Slccs52A* line were grown at 1.4 g H,O g dry soil only.
Among the seven watering regimes, five were stabilized at: 1.6, 1.4, 1.2, 0.9 and 0.6 g H,0 g' dry soil over time, whereas for the other two regimes, soil water
content decreased over time without re-irrigation. These two last treatments were considered together hereafter and called severe water deficit (swd). Treatments
are represented by coloured lines with a gradient increasing from the lowest (red) to the highest (blue) soil water content. For each watering regime, data are means
of soil water content calculated before and after daily irrigation considering the seven pots in each treatment for Wval06. Depending on plant to plant variability
within the same genotype and treatment but also depending on genotypes and drought treatments, leaf 9 emerged between 28 and 33 d after sowing, as shown by
the horizontal blue line.

Downloaded from https://academic.oup.com/aob/advance-article-abstract/doi/10.1093/aob/mcyl16/5049270
by INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) user
on 03 August 2018



4 Koch et al. — Leaf area plasticity in tomato

that epidermal cell density does not vary from the tip to the
base of mature leaflets (Fig. 2C; Kruskal-Wallis test by ranks,
P-value = 0.1313). The distribution of the cell area per leaflet
was obtained by pooling data from all cells drawn in the leaflets
at the same position in the compound leaf. The mean epider-
mal cell number per leaflet was calculated as the ratio of mean
leaflet area to mean leaflet epidermal cell area. The distribution
of cell area per leaf was obtained by pooling data from all cells
drawn in the different leaflets within the same compound leaf.
The mean epidermal cell number per leaf was calculated as the
ratio of leaf area to mean leaf epidermal cell area.

Ploidy levels in leaves and leaflets

Just before leaf scan, discs of leaflets were harvested at the base,
middle and tip of the leaflet on the left side of the midvein, using
a punch of 8§ mm diameter. Discs were immediately put in a 2 mL
Eppendorf and frozen in liquid nitrogen. Samples were then stored
at —80 °C until flow cytometry measurements. Frozen disks were
chopped with a razor blade and incubated in 200 pL of extraction
buffer for 2 min. Extracted nuclei were fixed with 200 pL of 70
% ethanol for 2 min and stained with 800 pL of 4°,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI). The solutions were filtered to eliminate
all structures with a diameter >30 pum. The remaining solutions
were analysed by flow cytometry with a C6 BD Accuri system.
All reagents were obtained from BD Biosciences.

Ploidy histograms were pooled according to leaflet pos-
ition, leaf rank, genotype and soil water content treatment. The

Main stem

Sympodial unitno.2 >

~— First inflorescence

-

positions of the peaks corresponding to the various nuclear
classes, i.e. nuclei in 2C, 4C and 8C, were manually identified
and windows were positioned according to a reference sample
with nuclei extracted from young tomato leaves with a high
proportion of dividing cells (Supplementary Data Fig. S1). This
manual treatment allowed the removal of noise, i.e. all counts
below the 2C peak that can come from different origins (mainly
chemicals interacting with DAPI and maybe also some debris
resulting from chopping). This manual treatment was impos-
sible for samples harvested from leaves of the antisense mutant
mainly because the position of the first peak was not easily
detectable and this affected all results. Positions of peaks of
16C and 32C nuclei were deduced from other peak positions
assuming that DNA content was additive. Peak positions as
identified in Supplementary Data Fig. S1 were conserved for
the whole study. Ploidy histograms were quantitatively ana-
lysed with the R software (R Development Core Team, 2014)
for Wval06 plants under all watering regimes.

Extracting trends for different morphological variables

We applied the LOESS method (Cleveland, 1979), a stand-
ard non-parametric regression method, to extract trends (e.g.
leaf area as a function of leaf rank) for different morpho-
logical variables of interest. The LOESS method depends on
two parameters: the smoothing parameter or span that defined
the neighbours for fitting local linear regression models
and the degree of the polynomial of these linear models. We

g — Compound leaf no. 8
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F1G. 2. Layout of the Solanum lycopersicum Wval06 aerial architecture in well-watered conditions. (A) The aerial part is composed of successive sympodial units
formed by the main stem and successive compound leaves and inflorescences. The number of compound leaves varies from one sympodial unit to the other. In
our experiment, the first sympodial unit bears up to 13 compound leaves. (B) Each compound leaf is attached by a petiole to the main stem and is composed of a
rachis with a terminal leaflet (numbered 1) and six other leaflets (lateral leaflets) positioned in pairs on the left and right side of the rachis. Leaflets are attached to
the rachis by a petiolule. Inter-leaflets that are smaller than regular leaflets are present between successive pairs of leaflets (attached to the rachis), whereas intra-
leaflets of small size are attached to the petiolule of leaflets. Inter- and intra-leaflets were not considered in our study. (C) The absence of a gradient in adaxial
epidermal cell area within a mature leaflet was previously tested in three zones from tip to base. Mean epidermal cell density and confidence interval are show for
the three zones. A representative image obtained from an imprint of the adaxial epidermis in the middle part of the first leaflet of a mature leaf 8 in well-watered
conditions for Wval06 is shown.
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systematically used polynomials of first degree partly because
of the limited range of the explanatory variable (e.g. 11 suc-
cessive ranks for the leaves). The span was selected using the
corrected Akaike information criterion (AICc), a usual model
selection criterion that finds the best trade-off between the par-
simony and the prediction capability of the model.

RESULTS

Changes in final leaflet areas and cellular leaflet size-related
traits along the rachis of tomato compound leaves

For each Wval06 plant grown in the well-watered condition, leaf-
let areas were measured on heteroblastic leaf series along the first
sympodial unit when all leaves reached their final size (Figs 1 and
2). Most leaves were composed of seven leaflets, except leaves 1,
2 and 3 which had fewer leaflets (3-5 leaflets, not shown).
Leaflet areas varied slightly along the rachis of the same
leaf as shown for leaves 5, 7 and 9 (Fig. 3A-C, respectively).
Similarly, there were only slight variations in the mean final
number of epidermal cells and almost no variation of the epi-
dermal cell area distribution among leaflets within the same leaf
(Fig. 3D-I). Considering the variations of leaflet size-related
traits with leaf rank, leaflets of leaf 9 were larger than those

Leaf no. 5

704 A 1B
60 1
50
40
30
20
10
O_l

Leaflet area (cm?)

of leaf 5, with higher mean epidermal cell number and smaller
mean epidermal cell area with a slightly less dispersed distri-
bution (Fig. 3).

For each mature leaflet in the ninth leaf, the distribution of
the DNA ploidy level in cells was measured by flow cytometry.
C values varied from 2C to 32C, with very low proportions of
nuclei in 2C and 32C that were difficult to distinguish from the
background (Fig. 4). In contrast, in all leaflets, 4C + 8C nuclei
represented >76 % of all nuclei and 16C nuclei varied between
7.2 and 10.8 % (Fig. 4). Ploidy level distributions did not show
any specific trend with the leaflet position (Fig. 4).

Changes in final leaf areas and cellular leaf size-related traits
along the first sympodial unit

For each Wval06 plant grown in the well-watered condition,
leaf area, epidermal cell number per leaf and distribution of
epidermal cell areas within the leaf were measured along the
first sympodial unit (from leaf 3 until leaf 13), when all leaves
reached their final size. Final leaf area increased gradually from
leaf 3 to leaf 9, from 115.9 + 24.7 to 321.6 = 12.9 cm?, and
then decreased slightly until leaf 13 (Fig. 5A). The mean final
epidermal cell number followed the same trend (Fig. 5B). In
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F1G. 3. Profiles of leaflet size-related traits in Wval06 plants grown in the well-watered condition. Data are shown for the successive leaflets numbered from 1 to
7 according to their order of emergence along the fifth, sixth and ninth compound leaf (left, middle and right columns, respectively) of the first sympodial unit.
Data were pooled for leaflets emerging by pairs (2-3, 4-5 and 6-7) and data for the terminal leaflet are shown alone (see Fig. 2). Each point represents individual
leaflet area (A—C), mean epidermal cell number per leaflet (D—F) and epidermal cell area (G—I). Trends (black full lines) of final leaflet area (A-C, 4 < n <9), mean
final epidermal cell number per leaf (D-F, 4 < n <9) and final epidermal cell area (G-I, 300 < n_, < 675) are shown with confidence intervals (red dashed lines).
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FiG. 4. Ploidy level distribution as measured by flow cytometry in mature
tomato leaflets of the ninth leaf of the first sympodial unit of Wval06 plants
grown in well-watered conditions. Data are shown for leaflets 1 (A), 2 and 3
(B),4 and 5 (C), and 6 and 7 (D). Each single distribution was obtained by pool-
ing distributions obtained for three different plants. For each distribution, the
percentage of nuclei in 2C, 4C, 8C, 16C and 32C is noted on the distributions.

contrast, the mean epidermal cell area slightly decreased from
leaf 3 to leaf 8 where a plateau is reached (Fig. 5C). The epi-
dermal cell area of the lowest leaves was highly variable with
right-skewed distributions, due to the presence of large epider-
mal cells (Fig. 5C). The distribution of the DNA ploidy level in
leaf cells showed that C values varied from 2C to 32C in mature
leaves (Fig. 6) and did not show any specific trend with the leaf
rank as shown for ranks 4, 6, 8 and 12 along the first sympodial
unit (Fig. 6). In all leaves, 4C + 8C nuclei represented >74 %
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FiG. 5. Profiles of leaf size-related traits considering successive compound
leaves of the first sympodial unit in Wval06 plants grown in well-watered con-
ditions. Each point represents the final leaf area (A), mean epidermal cell num-
ber per leaf (B) and epidermal cell area distribution (C) that were calculated
by pooling all leaflets within each compound leaf. Trends (black full lines) of
final leaf area (A, 1 < n < 6), final mean epidermal cell number per leaf (B, 1 <
n < 6) and epidermal cell area (C, 525 < n_, < 3150) are shown with confidence
intervals (red dashed lines) and prediction intervals (blue dot-dashed lines).

of all nuclei, whereas 16C nuclei varied between 8.3 and 9.9 %.
It was still difficult to distinguish the very low proportions of
nuclei in 2C and 32C from the background.

Altogether these results suggest that changes in leaf size with
leaf rank along the first sympodial unit of Wval06 plants is
related (1) to changes in leaflet areas, but not in leaflet numbers
(except for leaves 1, 2 and 3 which had a reduced number of
leaflets), with common cellular characteristics for all leaflets of
a given leaf, i.e. with common epidermal cell area and cellular
ploidy distributions; and (2) to changes in epidermal cell num-
ber, but not in their size or in the level of endoreduplication.

Changes in final leaf area and cellular size-related traits in the
tomato compound leaf upon SICCS52A loss of function

To obtain further insights into the relative contributions of
cellular processes to the final leaf size, leaf size-related traits
were measured in a transgenic line specifically affected in the
cell cycle—endoreduplication transition, namely the SICSS52A
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F1G. 6. Ploidy level distribution as measured by flow cytometry in mature
tomato leaves considering leaves at rank 4 (A), 6 (B), 8 (C) and 12 (D) on the
first sympodial unit of Wval06 plants grown in well-watered conditions. Each
single distribution was obtained by pooling distributions of all leaflets within
each compound leaf of three different plants. For each distribution, the percent-
age of nuclei in 2C, 4C, 8C, 16C and 32C is noted on the distributions.

loss-of-function line (referred to as Pr03SS:Slcc552AAS; Mathieu-
Rivet et al., 2010) and compared with the wild type (Wval06).
This line has a slow developmental rate and produces smaller
plants (not shown but observed in our experiment; see also
Mathieu-Rivet et al., 2010).

The changes in whole leaf area, area of leaflet 1 and mean
epidermal cell number in leaflet 1 with leaf rank along the
first sympodial unit were compared between Wval06 and

Pro,.:Slccs52A lines (Fig. 7A-C). All studied traits increased

gradually with leaf rank until a maximal value around leaf 9,
and slightly decreased or remained stable afterwards depend-
ing on the trait (Fig. 7A-C). For the first leaves, values of
these three traits were lower in the Pro,_ :Slccs52A* line than
in the wild type. For example, final leaf area of the fourth leaf
reached 32.8 + 26.6 cm” in the Pro,:Slccs52A* line whereas
it was 158.8 = 17.5 cm? in the wild type. Final area of leaf-
let 1 was 5.3 + 5.2 cm? in the Pro,:Slccs52A%S line whereas
it was 21.5 + 3 cm? in the wild type. Mean epidermal cell
number of leaflet 1 was >6-fold less in the Pro, :Slccs52A%S
line compared with the wild type (9.2 x 10* + 2.6 x 10* cells
vs. 6.2 x 10° = 1.1 x 10° cells per leaflet, respectively). In
the Pro,:Slccs52A* line, the increase with leaf rank of these
three traits was steeper than in the wild type, so that after leaf
8, leaf area, area of leaflet 1 and mean epidermal cell num-
ber were higher in the antisense line than in the wild type
(Fig. 7A—C). When the traits were considered at the scale of
the whole sympodial unit, the cumulative leaf area of the first
sympodial unit did not differ between the Pro,, :Slccs52A%
line and the wild type (Fig. 7E). Similarly, both the cumula-
tive leaflet 1 areas and the cumulative epidermal cell number
of leaflet 1 of the first sympodial unit did not differ between
the Pro,:Slccs52A*% line and the wild type (Fig. 7F, G).

Epidermal cell area in leaflet 1 (Fig. 7D) decreased markedly
with the leaf rank in the Pro, :Slccs52A line, while it only
slightly decreased in the wild type. For leaves 4-7, epidermal
cell area was higher in the Pro,:Slccs52A* line compared with
the wild type. After leaf 10, epidermal cell area was lower in the
Pro,:Slccs52A* line compared with the wild type. When the
distribution of epidermal cell areas was considered at the scale
of the whole sympodial unit, pooling cell area distributions of
all first leaflets, mean epidermal cell area did not differ mark-
edly between the two genotypes but the distribution was more
dispersed and right-skewed in the Pro,,:Slccs52A% line com-
pared with the wild type (Fig. 7H).

As for the wild type, the distribution of the DNA ploidy level
in leaf cells was measured in the first leaflet of leaves at differ-
ent ranks in the Pro, :Slccs52A" line but ploidy level distribu-
tions were too noisy to extract quantitative data and draw robust
conclusions (not shown).

Altogether, these results show that CCS52A loss of function
affected the absolute value of the leaf size-related traits studied
here at each leaf rank. For leaf area, epidermal cell number and
epidermal cell area, it also affected the trends along the shoot
and this caused a total compensation when the traits were con-
sidered at the scale of the whole sympodial unit. Here again,
cellular size-related traits affected by CCS52A loss of function
at the whole leaf level were similarly affected at the single leaf-
let level of the same leaf as shown for the first leaflet.

Dose response to soil water deficit of final leaf area and cellular
size-related traits in the tomato compound leaf

Six soil water deficit treatments were imposed on wild-type
plants and started when leaf 5 was fully emerged, i.e. when all
leaflets forming leaf 5 were unfolded (Fig. 1). The response of
leaf size-related traits to soil water content was studied on leaf 9
which emerged while the different soil water deficit treatments
started to be compared (Fig. 1). Final leaf 9 area was maximal
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F1G. 7. Profiles of leaf size-related traits considering successive compound leaves of the first sympodial unit in Wval06 (WT; black symbols) and in the transgenic
line Pro35S:Slccs52A%S (As; green symbols) grown in well-watered conditions. Each point represents final leaf area (A), first final leaflet area (B), first leaflet
mean final epidermal cell number (C) and first leaflet final epidermal cell area (D). Trends (black full lines) of final leaf area (A, 1 < n < 6), final first leaflet area
(B, 1 <n<6), mean final epidermal cell number per leaflet 1 (C, 1 < n < 6) and final epidermal cell area of the first leaflet (D, 1050 < n_,, <3150) are shown with
confidence intervals (dashed lines). On the right panels, the mean cumulative leaf area of the first sympodial unit (E), the mean cumulative leaf area of all the first
leaflets of the first sympodial unit (F) and the mean cumulative epidermal cell number considering the first leaflets of the first sympodial unit (G) are represented
with associated confidence intervals for the two genotypes. The final epidermal cell area distribution considering all leaflets of the first sympodial unit (H) is also
shown for the two genotypes.

for the two highest levels of soil water content, i.e. 1.6 and 1.4 g  dry soil, final leaf 9 area was decreased from 321.3 = 17.1 to
H,O g dry soil (Fig. 8A), and it decreased with decreasing val- ~ 83.9 + 12.9 cm?* The reduction of final leaf 9 area induced by the
ues of soil water content (Fig. 8A). From 1.4 to 0.6 g H,O g'  most severe water deficit treatment (with decreasing soil water
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FiG. 8. Soil water content (swc) dose response of leaf size-related traits in
Wval06 plants grown at five different soil water contents: 0.6, 0.9, 1.2, 1.4 and
1.6 g H,0 g' dry soil and a severe soil water deficit (swd) for which soil water
content was never stabilized after cessation of irrigation (this is why the x-axis
is broken and soil water content is not quantified by its stable value). Data
are shown for the ninth compound leaf of the first sympodial unit. Each point
represents final leaf area (A), mean epidermal cell number per leaf (B) and epi-
dermal cell areas (C). They were calculated by pooling all leaflets of each leaf.
Trends (black full lines) of final leaf area (A, 3 < n < 6), final mean epidermal
cell number per leaf (B, 3 < n < 6) and final epidermal cell area (C, 1575 <n
< 3150) are shown with confidence intervals (red dashed lines).

cell

content without re-irrigation) (see Fig. 1) was comparable with
that induced by the 0.6 g H,O g™ dry soil treatment (Fig. 8A).
This result is consistent with the time course of soil water deple-
tion (Fig. 1) showing that soil water content did not reach the
0.6 g H,O g dry soil threshold before 12 d after leaf 9 emer-
gence, suggesting that these two treatments did not really differ
during a large part of leaf 9 development. Mean epidermal cell
number in leaf 9 was maximal for the highest level of soil water
content, i.e. 1.6 g HO g™ dry soil (Fig. 8B), and it decreased
with decreasing values of soil water content from 1.6 to 1.2 g
H,O g! dry soil. It did not decrease any further with lower val-
ues of soil water contents (Fig. 8B). Mean epidermal cell area
was maximal for the two highest levels of soil water content, i.e.
1.6 and 1.4 g HO g! dry soil (Fig. 8C), and it decreased with
decreasing values of soil water content (Fig. 8C). The range of
epidermal cell area was reduced in leaves of plants grown at the
lowest soil water contents (Fig. 8C). Considering each leaflet
independently, the dose responses to soil water contents of all
these traits were identical to those observed at the whole-leaf
scale (Supplementary data Fig. S2).

Reducing the soil water content also induced a shift of the
distribution of the DNA ploidy level in leaf cells towards the

A 44.3%
1500 +

1000 34.1%

Count

8.5%
1.5%

Sty 11.5%

8001 B

600

38.0%
400

Count

Count

20.0%
5.4%

1.7%
0.6 %

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

F1G. 9. Ploidy level distribution as measured by flow cytometry in mature
tomato leaflets of the ninth leaf of the first sympodial unit of Wval06 plants
grown in well-watered conditions (A, soil water content of 1.4 g HO g dry
soil), in a moderate soil water deficit treatment (B, soil water content of 0.9 g
H,0 g dry soil) and in a severe soil water deficit treatment (C, drought without
re-irrigation). Each single distribution was obtained by pooling distributions
obtained for all leaflets of three different plants. For each distribution, the per-
centage of nuclei in 2C, 4C, 8C, 16C and 32C is noted on the distributions.

lowest C values (Fig. 9). The highest proportion of cells was
found in 8C (44.3 %), 4C (47.4 %) and 2C (72.2 %) for the
well-watered condition, the moderate water deficit treatment
and the severe water deficit treatment, respectively (Fig. 9).

Altogether, these results show that the drought stress effect
on tomato leaf area is related to reductions in cell number, cell
size and the level of endoreduplication within the leaf. Here
again, effects reported at the whole-leaf scale are the same as
those reported considering the different leaflets forming the
compound leaf.

DISCUSSION

The PHENOPSIS automaton ensured that tomato plants were
grown in rigorously controlled and comparable conditions

Plant phenotyping platforms with automatic weighing/water-
ing stations have been developed by many groups over the
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past 20 years, both in the greenhouse, where plant microcli-
mate is not precisely controlled, and in the growth chamber,
where it is possible to ensure more homogeneous air tempera-
ture, air humidity, light quality and light intensity. In most
cases, platforms in growth chambers were developed for small
plants grown in small pots, ensuring high-throughput analyses
(Granier et al., 2006; Skyricz et al., 2011; Tisné et al., 2011;
Flood et al., 2016; Pavicic et al., 2017). In contrast, most plat-
forms in the greenhouse have been developed for larger pots
suited for different crops also at high throughput thanks to less
space limitation (Sadok et al., 2007; Nagel et al., 2012; Coupel-
Ledru et al., 2014). The chamber used for the present study
was equipped since 2004 with the PHENOPSIS automaton
which allows adjustiment of the soil water content per pot as
a function of plant transpiration and soil evaporation (Granier
et al., 2006). The PHENOPSIS automaton has been used until
now for small pots, but it was adapted here to manage larger
pots more suitable for tomato plants and avoid the pot size
effect on whole-plant development and functioning (as shown
recently in Dambreville et al., 2017). The automaton was used
to ensure (1) that soil water content was stabilized over time,
for five treatments among seven, despite the increase in tomato
plant size (Fig. 1); (2) that two tomato genotypes with different
developmental rates were grown at the same soil water content
over their whole period of development; and (3) that different
intensities of soil water contents were imposed during tomato
plant development. The number of plants grown together was
equal to 52 but the throughput of the analysis can be considered
as relatively high considering the number of leaflets (seven)
measured on each leaf (ten from leaf 4 to 13) of each plant (52).

Changes in leaf area, leaflet area and cellular size-related traits
in heteroblastic series support that leaflets are similar and share
common cellular properties

Leaf size-, shape- and morphology-related traits change
along plant shoots. Trait changes with leaf rank can be grad-
ual or more abrupt, depending on the trait itself, environmen-
tal conditions and genotypes (Zotz et al., 2011). In all cases,
leaves can be grouped in successive classes that share common
phenotypic properties such as the absence or presence of tri-
chomes (Hunter et al., 2003), or a set of common developmen-
tal properties (Lievre et al., 2016). In simple leaves such as in
A. thaliana, tobacco or pea, morphological traits such as leaf
area that change with leaf rank are accompanied by changes
in cellular traits. The increase in whole leaf area with leaf rank
is systematically paralleled by an increase in epidermal cell
number, whereas epidermal cell area only slightly decreases
or is unchanged (Granier et al., 2000; Cookson et al., 2007).
This is exactly what is reported here for the tomato compound
leaves along the first sympodial unit of the wild-type line. In
the Wval06 plants in well-watered conditions, the progression
of heteroblasty for the studied traits, i.e. the relative changes
in leaf area, epidermal cell number and epidermal cell area
from one leaf to another, paralleled the progression reported
for Col-0 plants of A. thaliana for the same traits (Cookson
et al., 2007; Liévre et al., 2016). In addition, we did not find
any changes in endoreduplication with leaf rank. Considering

the individual leaflets of a leaf, it was possible to show that the
seven individual leaflets of a given leaf shared the same cellu-
lar properties in terms of final area, epidermal cell number and
size, and endoreduplication. This supports the theory that leaf-
lets can be considered as sub-divisions of the leaf they belong
to (Kaplan, 1975). This is an important result since a single
leaflet can be used as representative of the whole leaf for leaf
growth phenotyping studies, at least in tomato, thereby greatly
simplifying the framework of analyses. The robustness of this
result was shown here for different leaves of a plant, compar-
ing two genotypes with different leaf development and plants
growing under drought stresses of different intensities.

Epidermal cell number and size contributions to the plasticity
of tomato compound leaf area: what about the compensation
mechanism described in simple leaves?

The quasi-parallel changes in leaf area and epidermal cell
number along the plant shoot in simple leaves and reported
here for compound leaves of two different tomato genotypes is
consistent with the old traditional view that leaf development
could be driven by cell cycle-associated processes. Cells could
accumulate by divisions occurring in particular regions of the
leaf and would drive morphogenesis and determine the final
shape and size of the leaf by cell expansion (Fleming, 2007).
Soil water deficit treatments also support this view. The drought
treatments were applied here during whole leaf development
and reduced both the number of cells produced by division and
their subsequent expansion, as shown previously for the simple
leaves of both A. thaliana and oilseed rape (Baerenfaller ef al.,
2012; Dambreville et al., 2017).

Over the past 20 years, this picture of plant organ growth the-
ory was disturbed by the observation of the compensation phe-
nomenon in leaf morphogenesis, i.e. an abnormal increase in
cell volume triggered by a decrease in cell number. It suggested
the existence of integration systems linking levels of cell prolif-
eration and cell expansion (Tsukaya, 2002; Ferjani et al., 2007).
In addition, an opposite type of compensation has also been
described, i.e. enhanced cell proliferation caused by defective
cell expansion (Usami et al., 2009) and has been associated
with developmental phase changes at the plant scale (Hisanaga
et al., 2015). Both types of balance between cell number and
size (compensation and its opposite type) were observed in our
study in two different contexts: (1) the heteroblastic changes
in leaf cellular components along the sympodial unit, with the
increase in cell number accompanied by a decrease in cell size
and followed by a plateau for both variables; (2) the SICCS52A
loss of function, with the decrease in epidermal cell number
in the basal leaves of the sympodial unit accompanied by an
increase in epidermal cell area in the same leaves, whereas the
reciprocal is observed in the highest leaves.

Total ‘balance’ between cell number and size would have led
to unchanged leaf area along the sympodial unit and/or between
both genotypes. At the leaf scale, the spatial variability in final
area along the sympodial unit and/or the genetic variabil-
ity observed when comparing the Pro,:Slccs52A* line with
the wild type both reflect that these balances were partial in
our study.
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Surprisingly, our results highlighted a total compensation
at the scale of the whole sympodial unit when comparing all
phenotypic traits between the Pro,:Slccs52A% line and the
wild type. The transgenic line was previously reported to have
a slow developmental rate at the whole-plant scale and small
fruits (Mathieu-Rivet et al., 2010). The slow aerial develop-
mental rate was observed during our experiment (not shown).
When compared per leaf, the leaf size-related traits phenotype
was difficult to interpret and depended on leaf rank. For each
trait, changes from leaf 1 to the upper leaf were steeper in the
Pro,:Slccs52A" line than in the wild type, i.e. leaf area and
epidermal cell number increased more steeply, while epider-
mal cell area decreased more steeply. Finally, at the scale of
the sympodial unit, both genotypes reached the same cumula-
tive leaf area, epidermal cell number and epidermal cell area.
A few studies have suggested that leaf size-related traits at the
scale of the leaf could be controlled at the whole-plant scale.
Negative relationships between the number of leaves produced
by a determinate plant and the number of epidermal cells per
leaf have been reported in a recombinant inbred line of Aegilops
tauschii and A. thaliana (Ter Steege et al., 2005; Tisn€ et al.,
2008). To our knowledge, the data set presented here is the
first one allowing cumulating traits of the different leaves. It is
possible that such compensation occurred in other studies, but
was not revealed because of the absence of measurement of all
leaves along a shoot.

Additional evidence that no simple direct link exists between the
endoreduplication-dependent increase in the ploidy level and
enhanced cell enlargement

Cell size increase in plants is driven by two independent pro-
cesses: cell growth, the increase in total cytoplasmic macro-
molecular mass; and cell expansion, the increase in cell volume
through vacuolation (Breuer et al., 2010). As expected, highly
polyploid nuclei (resulting from endoreduplication) are often
associated with increased cell size via increased cell growth
(Sugimoto-Shirasu and Roberts, 2003; Lee et al., 2004). In
our study, cell size was modified by leaf rank along the first
sympodial unit, as previously shown for other plants with sim-
ple leaves (Ashby, 1948; Granier and Tardieu, 1998; Cookson
et al., 2007; Tisné et al., 2011). However, the distribution of
DNA ploidy cell levels did not change from one leaf rank to
another along the sympodial unit. In contrast, the systematic
decrease in cell size caused by moderate and severe drought
treatments imposed here was accompanied by a shift towards
a low value of the DNA ploidy cell level, as reported for many
environmental factors (Scholes and Paige, 2015). Altogether,
our results provide new evidence that the relationship between
the level of ploidy and cell enlargement is not direct and that
the two processes can be uncoupled to some extent (Tsukaya,
2013, 2014).

Conclusions

Comparing final leaf area, epidermal cell number and epi-
dermal cell size progression along the first sympodial unit of
two tomato genotypes with different heteroblastic progressions

highlighted a combination of compensating mechanisms
between epidermal cell number and size. These compensations
were associated not only with the development of the individ-
ual leaf itself but also with whole plant development, as previ-
ously suggested for plants with simple leaves (Massonnet et al.,
2011). Endoreduplication distributions did not vary between
leaves, showing that endoreduplication can be uncoupled from
cell expansion as for simple leaves (Tsukaya, 2014). However,
the compensation phenomena between cell number and size
and the uncoupling of endoreduplication and cell size reported
in the heteroblasty context were no longer observed when leaf
area variability was caused by soil water deficits with different
intensities. In contrast to the gradients reported along the shoot
for the different traits studied here, the different leaflets along
the rachis of the same leaf are identical in terms of final area,
epidermal cell number and size, and distribution of endoredu-
plication, suggesting that they share common properties, can
be representative of the leaf they belong to and can be used as
individuals for phenotyping purposes, at least for tomato.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at https://academic.
oup.com/aob and consist of the following. Figure S1: ploidy
level distribution as measured by flow cytometry in a young
tomato leaf used as a standard. Figure S2: soil water content
dose response of leaflet size-related traits in Wval06 plants
grown in five different stable soil water contents and one severe
water deficit treatment.
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PHENOPSIS
Quelles évolutions technologiques du premier automate de
phénotypage des plantes?
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Résumé. Afin de répondre aux besoins de phénotypage a haut débit dans le domaine végétal, le LEPSE
(Laboratoire d’Ecophysiologie des plantes sous stress environnementaux) et la société Optimalog ont mis au
point des 2002 PHENOPSIS, un des premiers automates de phénotypage des plantes pour cultiver et suivre la
croissance en pots de centaines de plantes de I'espéce modele Arabidopsis thaliana et ce a des niveaux de
déficit hydrique du sol contrdlés. Depuis, PHENOPSIS a été utilisé comme outil de phénotypage dans plusieurs
dizaines de publications. En paralléle, l'outil a évolué a la demande des utilisateurs pour élargir la gamme de
mesures phénotypiques, accroitre la sécurité des utilisateurs et améliorer la tragabilité et la fiabilité des données.
Cet article fait le point sur ces évolutions.

Mots clés : automate, écophysiologie, flexibilité, phénotypage haut-débit, sécurités, type de mesures.
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Introduction

Le Laboratoire d’Ecophysiologie des plantes sous stress environnementaux (UMR INRA-Supagro, LEPSE,
Montpellier) s'intéresse particuliérement & la réponse de la croissance foliaire et de la transpiration des plantes
aux conditions environnementales, en particulier au déficit hydrique du sol.

Au début des années 2000, le LEPSE a décidé d'investir fortement sur la plante modéle Arabidopsis thaliana
pour pouvoir accéder a de larges ressources génétiques (populations d’accessions, mutants). Maitriser I'état
hydrique de centaines de plantes dans des conditions contrélées devenait une nécessité et, en 2002, les
techniciens et ingénieurs du LEPSE, associés a [lentreprise APILOGIC (aujourd’hui OPTIMALOG,
http://www.optimalog.com/) ont mis au point un automate, PHENOPSIS, capable d’ajuster 'humidité du sol dans
un dispositif de plus de 500 pots. L’automate repose sur un bras mobile x-y et un vérin pneumatique capable de
soulever une balance sous chacun des pots et de commander un arrosage a la carte. Cet automate est installé
dans une chambre de culture de 5 m?, contrélée par une centrale d’acquisition de données Campbell CR10X.

Aujourd’hui le LEPSE héberge trois PHENOPSIS dans trois chambres de culture, et la société Optimalog, forte
de son expérience sur PHENOPSIS a implanté un PHENOPSIS en Belgique, concu la plateforme de
phénotypage Héliaphen & Toulouse et construit aujourd’hui un nouveau PHENOPSIS & Toulouse. Ce dernier a
pu bénéficier des dernieres évolutions technologiques de I'outil développées au LEPSE.

Les principales évolutions concernent :

v" de nouveaux outils de gestion des images et données (Fabre et al., 2011, Fabre et al., 2008 ) ;
v des dispositifs de sécurité pour assurer la fiabilité des mesures et la tranquillité des utilisateurs ;
v" T'ajout de nouvelles fonctionnalités pour répondre aux besoins des chercheurs.

Cet article vise a faire le point sur les évolutions d’'un outil aujourd’hui mondialement reconnu ('article Granier et
al., 2006 est cité 307 fois et 34 articles ont utilisé des données issues de cette plateforme), partie intégrante de
I'ensemble Montpellier Plant Phenotyping Platforms (M3P), labélisé IBiSA et membre du réseau PHENOME
(https:/lwww.phenome-fppn.fr/). Il devrait aider les porteurs de futurs dispositifs de phénotypage et/ou imagerie
de plantes a haut débit a établir un cahier des charges le plus complet possible. Il peut aussi susciter des idées
d’expérimentations et pourquoi pas d’accueil sur notre plateforme ouverte vers I'extérieur et accessible au travers
de projets (voir notre page décrivant les conditions d'accés sur le site http://www6.montpellier.inra.fr/lepse/M3P).

Rappel de la description technique et des fonctions primaires de PHENOPSIS
(Dauzat et al., 2004)

PHENOPSIS est constitué d'un cadre principal fixe (4,17 x 1,46 m), et d'un portique mobile muni de capteurs se
déplagant en X et Y. Le cadre fixe supporte 14 plateaux en aluminium, amovibles percés de trous pour permettre
a un total de 504 pots de prendre place. Cet ensemble est situé dans une chambre de culture dans laquelle
l'utilisateur peut entrer (Photo 2), mais peut difficilement manipuler pour ses expérimentations puisque seuls
quelques centimétres séparent le bord de I'automate des parois de la chambre. Cet automate pourrait étre congu
et adaptable dans un autre environnement (serre, chambre plus grande: pouvoir circuler autour de I'automate
serait 'idéal pour faciliter les prélevements, ou les traitements plus fins de chaque pot).
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Photo 2. Récolte dans PHENOPSIS (Photos : INRA-Lepse).

PHENOPSIS comportait en 2002 une balance, une pompe péristaltique, un tuyau d'irrigation et une caméra afin
de peser, irriguer les pots en fonction d’un poids cible déterminé et permettre la mesure non-destructive de la
surface foliaire des plantes au quotidien (voir Annexe 2, logigramme d’origine).

De nouvelles fonctionnalités ont été nécessaires

Au cours des années, il est apparu un besoin de plus en plus important de formation, une meilleure fiabilité et
tracabilité des mesures. Des sécurités ont ainsi été rajoutées pour permettre aux expérimentateurs une meilleure
confiance.

Un accueil personnalisé

Chaque utilisateur regoit une formation sur le fonctionnement de I'automate a plusieurs niveaux suivant son
implication et son degré de présence sur I'outil. Un livret d’accueil lui est délivré avec une validation des points de
formation ainsi qu'une liste de contrbles a effectuer au démarrage de l'outil, en début et en cours
d’expérimentation. Un accés a la base de données lui est attribué pour son expérimentation.
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Sécurités mécaniques

Dés l'ouverture d'une porte de la chambre de culture une sécurité entraine une interruption immédiate du
déplacement du portique mobile. Une action manuelle (déblocage du bouton de sécurité) et une action via I'écran
de supervision sont alors nécessaires pour réarmer et redémarrer 'automate.

Sécurités logicielles et informatiques

Des alertes sms ou mail peuvent étre regues par les expérimentateurs pour :

v" le climat des chambres® : des valeurs maximum et minimum de chaque variable (température, humidité
relative, rayonnement) sont définies pour le jour et la nuit et une alerte peut étre envoyée en cas de
dépassement ou de non atteinte des consignes ;

v la qualité des images *: une image RGB noire signifie qu'un cycle d'imagerie a été programmé la nuit
par erreur ou que la caméra est en défaut ou que les lampes sont éteintes par erreur. La taille du fichier
image sert de référence pour le déclenchement de cette alerte ;

v’ tout défaut mécanique* : celui-ci donne lieu a un message d’erreur sur I'écran de supervision de
l'automate. Ce méme message peut étre envoyé par sms et/ou par mail a plusieurs adresses
électroniques ou numéros renseignés.

Un message par sms est également envoyé dés la fermeture de I'application, ou si I'ordinateur est éteint

(orage, fin d’autonomie de I'onduleur, arrét volontaire ou non...).

* Linterface pour ces deux points a été congue en interne par les informaticiens du LEPSE.

** Pour ce dernier type de défaut, les temps de latence avant 'envoi sont définis par I'utilisateur. Deux temps sont disponibles, fonction de
linterruption volontaire ou non de I'automate. Cela permet de limiter 'envoi de messages.

Une maintenance a distance

A tout moment il est possible de se connecter sur 'écran de I'ordinateur dédié a 'automate et de contrdler ce
dernier a distance depuis un ordinateur ou un Smartphone distant grace a un accés OpenVPN. Cette action peut
étre faite pour un simple contrble, ou pour constater et visualiser un défaut pour lequel une action corrective
pourra étre apportée a distance ou nécessitera un déplacement.

La société Optimalog assure aussi la maintenance et la mise a jour logicielle par cet acces.

Sécurités sur les pesées

L'usage initial de PHENOPSIS est de peser chacun des pots afin qu'il soit comparé a un poids cible et arrosé de
facon automatique par le déclenchement d’'une pompe péristaltique. Si le principe reste simple, 'utilisation au
cours du temps nous a montré de multiples sources d’erreurs possibles, le plus souvent bloquantes et décelables
a I'exploitation des données. Nous essayons aujourd’hui de les anticiper.

Une premiere source d’erreur concerne la pesée des pots. Si un pot est mal pesé il sera mal irrigué car
I'estimation de la quantité de solution a apporter (poids cible programmé-pesée) sera fausse.
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v Sous chacun des pots, une tare de la balance a lieu.

v Un pot physiquement absent mais déclaré présent sera pesé a 0 g (. PHENOPSIS contrélera alors la
pesée pour confirmer. Il narrosera pas ce pot.

v On définit également un poids minimal, ou un % du poids cible en dessous duquel il ne pourra pas y
avoir d'arrosage.

v" Un temps de stabilisation maximal est aussi paramétrable. Un temps long peut signifier un contact du
pot a son alvéole et donc une stabilisation de la balance impossible. Ce temps dépassé, I'automate
passera au pot suivant sans apporter d’eau.

v Un temps minimal de stabilisation de la pesée défini dans des variables est également déterminé si une
action s'avére nécessaire en position de pesée (vérification du centrage quelquefois nécessaire pour
des pots tres lourds ou volumineux).

v" En fin de cycle, un retour (ou non, suivant la consigne) de I'automate sur les pots pesés nuls ou mal
pesés pour les raisons précédentes permettra un nouvel essai.

Les poids contrdlés sont enregistrés, donc tracés.

Sécurités sur les irrigations

Tout comme sur les pesées, des erreurs sur les apports d’eau peuvent avoir lieu :

v"une masse d’eau maximale a apporter pour chaque pot lors de chaque cycle est définie. Des masses
maximales différentes sont programmables en fonction de la pompe utilisée et du type de cycle. Il est
possible que cette masse maximale soit inférieure a la masse de solution nécessaire pour atteindre le
poids cible du pot. Cela peut étre une volonté de [l'utilisateur de ne pas sur-arroser une plante trop
brutalement ou une erreur d’'évaluation des besoins de la plante. Une alerte en cas de limitation de la
masse d’eau imposée (calculée) ne permettant pas de répondre a la consigne d’humidité du pot est
alors envoyée par message électronique ©.

Les pots peuvent étre contrdlés apres irrigation :

v le pourcentage de pots contrélés est défini par I'utilisateur et le choix des pots a controler est aléatoire
(Graphe 1). Demander un pourcentage de repesée aléatoire aprés arrosage (0 a 100% des pots)
entraine des temps de cycle d'irrigation plus longs. Si le poids vérifié est toujours incorrect a l'issu des
tentatives, un message d’alerte est envoyé) (.. Sa validation permet & I'utilisateur de reprendre ou pas
I'opération de contr6le sur ce méme pot.

v"une option permettant systématiquement de vérifier le poids de chaque premier pot de plateau aprés
arrosage permet sans perte de temps de contréler si la pompe n’est pas désamorcée.

Graphe 1 page suivante
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Graphe 1. Exemple de pots contrélés apres une irrigation. Les ronds représentent le poids théorique du pot apres
déclenchement de la pompe. Les croix sont les poids réels des pots contrblés apres l'arrosage.
Ici, la moyenne des écarts par rapport au poids cible (consigne) est de -0.033g, I'erreur la plus grande est de 0,4g. Nous
tolérons une erreur de 0,59 pour des pots de 280 g en moyenne. (Ici, des pots stressés et des pots témoins bien irrigués
figurent sur le méme graphe).

Les solutions nutritives sont localisées dans des bidons de 25 L a l'arriere de la chambre de culture. Un suivi du
volume de solution disponible est visualisé a I'écran, calculé a partir du volume de solution initiale mise a
disposition de I'automate. Une alerte est envoyée automatiquement quand le volume de solution disponible est
trop faible (% définissable par I'utilisateur).

Un message est envoyé en fin de chaque cycle a une ou plusieurs adresses électroniques pour faire le bilan des
défauts rencontrés en cours de cycle :

Pots poids nul® o

Pots en défaut d'irrigation avant correction : 4

Pots en défaut d'irrigation apres correction? : 1

Pots en défaut par limitation de la quantité d'eau délivree® . 2

Une interface plus conviviale et une utilisation plus souple

Lors d’une consultation a distance et en cours d'un cycle, il était impossible de voir sur 'interface si un utilisateur
avait une action de maintenance, présent ou non dans la chambre pour une action corrective. L'interface a été
améliorée pour mettre en évidence, par coloration différentielle de la fléche indicatrice de cycle en cours, qu’une
maintenance est activée (Photo 3) et ainsi informer I'utilisateur a distance qu’un acteur agit sur 'automate et peut
étre physiquement présent dans la chambre malgré les sécurités.

Il est aussi possible d’écrire un commentaire visible sur l'interface pour informer les autres utilisateurs d’'un
point ou d'un paramétrage particulier (Photo 3).
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Photo 3. Les écrans different si la maintenance est activée. Un commentaire est possible dans la zone réservée
(Photos : INRA-Lepse).

Il faut aussi souligner les améliorations sur la convivialité et la visualisation des fonctionnalités via un écran
de supervision ergonomique et accueillant : suivant la fonction du cycle demandée, une image de la fonction en
cours s'affiche (image Visible, Infra Rouge, Fluo, pesée, irrigation...), ainsi que la position a I'écran du bras en
cours du cycle, ou du pot en cours.

La possibilité d’arréter un cycle en cours avec reprise (pause) ou non (abandon) a I'endroit de l'arrét a été
rajoutée a la version originale.

La géométrie du dispositif est souple : la position des pots est interchangeable, les capteurs sont
repositionnables (caméras, goutteur, balance) physiquement et/ou via l'interface en X et Y.

L'utilisateur peut décider de I'envoi ou non des données a la base de données par simple validation d’option,
avec sauvegarde automatisée sur le PC.

Des demandes scientifiques et techniques en évolution

Avoir accés a de nouvelles variables phénotypiques via I'imagerie

La résolution de la caméra dans le spectre de lumiére visible a été augmentée, et 'encombrement optimisé grace
aux nouvelles caméras Ethernet plus performantes (Prosilica GC 1600, Allied Vision, USA). Des caméras
latérales permettant la mesure des angles foliaires (Photo 4a) peuvent étre maintenant disposées sur le méme
bras (Vasseur et al., 2011). Elles sont du méme type que la caméra visible, et permettent ainsi
linterchangeabilité en cas de panne. Une lumiére verte permet de réaliser des images lorsque les lumiéres de la
chambre de culture sont éteintes (Photo 4b) tout en évitant 'activité photosynthétique. Une horloge allume
la lampe en simultané avec le départ des cycles d'images. Il faut signaler ici la nécessité de prévoir une
alimentation en 220 V sur le bras de I'automate pour de nouveaux instruments.

Photo 4. (a) Mesure des angles foliaires, (b) caméra latérale sur le bras avec photo prise de nuit (Photos : INRA-Lepse).
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Le fluorimétre par imagerie PAM (Imaging PAM chlorophyll fluorometer, Walz, Germany ) a été adapté pour la
mesure de la fluorescence de chlorophylle.

Le logiciel de l'instrument Imaging Pam (logiciel Imaging Win, Walz) a été intégré a l'interface pour permettre la
sortie et I'enregistrement automatique des images et fichiers acquis par la caméra en fluorescence. Il a fallu un
investissement collectif des partenaires (Optimalog, Walz et LEPSE-INRA), pour adapter le systeéme existant en
tenant compte des contraintes d’encombrement, mais surtout pour coordonner et sécuriser les mesures entre
I'automate et le logiciel Imaging Pam. Afin d’éviter l'illumination des plantes voisines lors du flash nécessaire & la
prise d'image en fluorescence, la balance est en position élevée pour maintenir le pot dans un cone opaque. Il
est possible de mesurer différents paramétres relatifs a la fluorescence de la chlorophylle comme par exemple le
rendement quantique du PS Il aprés adaptation a I'obscurité (Photo 5; Bresson et al., 2013, 2015). Des mesures
d’'autres variables « haut débit» comme I'ETR (electron transport rate), et I'absorbance sont en cours de
validation.

Photo 5. Evolution du rapport de fluorescence Fv/Fm chez Arabidopsis thaliana au cours d’une phase de desséchement
puis de rehumectation. Imagerie en fausses couleurs (Photos : INRA-Lepse).

L'imagerie dans le spectre infrarouge (FLIR, SC645) permet de quantifier la température de surface des organes
de la plante, en particulier des feuilles, et donc de déceler la variabilité des systémes de régulation de la
transpiration dans des populations de génotypes ou dans des conditions environnementales contrastées
(Graphe 2).

Tempé
ture d
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o “W\lwh MRl

Génotypes

Graphe 2. Différence de température entre la feuille et I'air chez une population de lignées recombinantes Ler x Cvi chez
Arabidopsis thaliana (Vasseur, Vile et al., non publié).

Les mesures obtenues par la caméra reposent sur un systéme de prise en compte de la variabilité spatiale et
temporelle des conditions environnementales par une mesure IR sur papier de cigarette positionné prés du pot.
Celle-ci a lieu en méme temps que la mesure réalisée sur la plante indiquant la température de I'air ambiant
(Dauzat et al., 2008).

Le logiciel ThermaCAM Researcher Pro (ThermaCAM Researcher Pro, 2.10) a été intégré au logiciel de
PHENOPSIS pour permettre la visualisation des images thermiques. La communication entre optimaPLC et la
caméra est assurée par le logiciel OptimaPLC/ThermaCAM, qui constitue le lien avec le logiciel de FLIR en mode
OLE.
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La connexion a l'ordinateur s'effectuait jusqu’a présent par cable FireWire (FLIR ThermaCAM B20HSV). Le cable
étant trés fragile, il était trés difficile de le faire passer dans une chaine porte cable soumise a de fortes
contraintes sur une durée pluri-annuelle. La caméra IR est aujourd’hui connectée en Ethernet. La connexion est
plus robuste, et le cable est aussi utilisé pour les caméras visibles ou de fluorescence. Un méme cable peut donc
avoir plusieurs utilisations. L'alimentation de la caméra n'est plus sur batterie et nécessite une prise 220 V
directement sur le bras.

<

Image Image IR(1) Image Visible Latérale (2) Image de Fluorescence

Types d'images associées a chaque caméra :

Photo 6. Mesure des quelques types de caméras montées sur PHENOPSIS et leurs images associées
(Photos : INRA-Lepse).

Tous ces aménagements ont nécessité le passage de cables nouveaux (Ethernet, alimentation des caméras,
220V...). Un dimensionnement large de la chaine porte cable est donc nécessaire dés le départ.

Tous les types d'images sont possibles (Photo 6) sur une méme expérimentation en méme temps, sous réserve
de I'ombrage causé par les instruments. Seul le cache pour la mesure de fluorescence s’enléve manuellement
aprés chaque cycle.

Photo 7. De gauche a droite : Caméra IR, Visible,
Fluorescence sur un méme portique se déplacent en
méme temps
(Photos : INRA-Lepse).
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Pouvoir imposer de nouveaux stress dans le sol

Il est possible d'utiliser deux types de solution pour l'irrigation (Photo 7) au cours d'une méme expérimentation
car le systéme est maintenant équipé de deux pompes péristaltiques, deux systemes d'irrigation et deux bidons
de réserve indépendants. Des stress minéraux couplés a des stress hydriques ont déja été réalisés.

Photo 8. Deux solutions nutritives sont possibles
(Photos : INRA-Lepse).

Jusqu'a 10 cycles d’'arrosage quotidiens sont programmables, ils sont indépendants : la pesée, l'irrigation, la
prise d'images sont des fonctions libres (sélectionnables ou non) par cycle. La programmation s'effectue par
cycle et par pot, via un fichier MS Excel, la consigne par pot étant primordiale sur celle du cycle : un pot non
sélectionné pour 'arrosage ne sera pas arrosé malgré le cycle validé.

Pouvoir réaliser des traitements différents, ou des expérimentations indépendantes en méme
temps

Il est possible de séparer les pots d'une méme expérience en deux lots pour leur imposer en cours
d’expérimentation des conditions d'irrigation différentes : des pots nécessitant seulement d’étre pesés plusieurs
fois par jour et non arrosés (suivi de transpiration par exemple) auront des types de cycles différents des pots
devant étre arrosés régulierement. Chaque pot a aussi ses propres caractéristiques et est géré individuellement:
le pot X pourra ne jamais étre arrosé ou pourra bénéficier de la solution nutritive 2, contrairement & son voisin.

Plusieurs expériences peuvent étre déclarées en méme temps, la tragabilité est alors assurée par des
identifiants distincts et des fichiers séparés.

Des fichiers de consignes sont téléchargeables automatiquement ou manuellement. lis permettent de modifier les
consignes en cours de journée ou d'imposer des consignes différentes en fonction des jours. La fonction
automatisable est un peu délicate a gérer et nécessite beaucoup d'attention.

Des apports de solution en quantité fixe avec ou sans pesée préalable, ou fonction d’un poids cible sont
possibles. Les deux types d’apport sont complémentaires. Si les poids cibles ne sont pas encore définis ou si la
balance ne peut assurer la pesée, alors on choisira un apport de solution fixe.
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Nombre de plantes Temps de cycle estimé | Commentaire

Images Infra Rouge 504 30 min

Irrigation 504 2h30 Dépend du % de
contrble des pots

Pesées 504 1h15

Images de 504 3h30

Fluorescence (Fv/Fm)

Images Horizontales 504 30 min

Images Latérales 504 1h15

Irrigation+ 504 3h

ImagesV+Images

IR+Images L

Tableau 1. Temps d’action pour un cycle dans un PHENOPSIS de type 1 (504 pots)

Les consignes sont gérables pot & pot et/ou sur 'ensemble des pots.

Des besoins en traitement post mesure optimisés

Base de données associée : http://bioweb.supagro.inra.fr/phenopsis/

La base de données PHENOPSIS-DB a été congue au LEPSE sous
MySQL pour stocker toutes les informations liées aux
expérimentations. Elle évolue réguliérement pour s'ajuster aux

nouvelles espéces végétales étudiées ou aux développements 1|
techniques (capteurs, modules d’acquisition de données, alertes de Sy
|71 5

sécurité). PHENOPSIS-DB posséde une interface Web ergonomique
qui établit le lien avec utilisateurs pour l'insertion et la consultation des =]
données.

Figure 1. Interface de la base de données phenopsisDB.

La visualisation des données (météo, mesures sur les plantes, teneur en eau des pots) globales ou spatialisées
est en partie automatisée a I'aide de scripts R (https://www.r-project.org/) disponibles dans linterface web de la
base de données.

Des macros sous Image J (http://imagej.net/Welcome) ont été développées pour le traitement des images et sont
a la disposition des utilisateurs de la plateforme. Pour l'instant le traitement des images se fait essentiellement
aprés I'expérimentation et est semi-automatisé. La surface foliaire projetée au cours du temps est une sortie
directe des images acquises par PHENOPSIS. Un projet d'automatisation totale du traitement des images en
direct avec calcul et insertion directe des surfaces de la plante et estimation du poids de la plante est
actuellement a I'étude.

Une évolution de PHENOPSIS pour accueillir d’autres espéces

PHENOPSIS est aujourd’hui fortement sollicité pour permettre de cultiver d'autres espéces et répondre & des
besoins plus proches de I'agronomie (espéces cultivées), de I'écologie (culture de mélange d’espéces) ou de la

11



M. Dauzat, A. Dambreville, J. Bresson, D. Vile, B. Muller, V. Négre, G. Koch, F. Vasseur, A. Bédiée, M. Desigaux, D. Fourré,
C. Granier

génétique (autres plantes modeéles). Ainsi, nous avons réalisé des expérimentations sur différentes espéces dans
PHENOPSIS, telle que Brachypodium dystachium, la tomate, le colza, la laitue (Photos 9, 10). Selon les cas, la
taille des plantes et la durée de I'expérimentation autorisent la culture dans des pots identiques a ceux utilisés
pour Arabidopsis ou au contraire imposent de cultiver les plantes dans des pots de plus grand volume.

Photo 9. (a) Culture de Brachypodium dystachium dans PHENOPSIS : possible dans de petits pots, mais de plus grands

volumes seraient souhaitables. (b) image latérale de Brachypodium prise dans phénopsis.
(Photos : INRA-Lepse).

La souplesse du systéme initial a facilité la réalisation des modifications nécessaires aux nouvelles demandes.
En effet, des essais de culture de colza (Brassica napus) dans les pots destinés initialement a Arabidopsis
(250 cm3) ont montré non seulement un trés fort impact mais également une trés forte interaction entre taille du
pot et réponses au stress (Dambreville et al., 2016, Figures 2 et 3). Une évolution de 'automate a été réalisée
permettant l'utilisation de pots d’un diamétre de 19 cm, d’un volume de 7 L et pouvant peser jusqu'a 10 kg. Dans
ce cas, 70 pots peuvent étre embarqués dans PHENOPSIS.

50% Capacité au champ (WW) | 25% Capacité au champ (WD)

7L

%1%

0.25L

. 2cm

Figure 2. Surface foliaire de la troisieme feuille de colza cultivé en petits pots et grands pots dans le méme environnement
climatique (Dambreville et al., 2016).
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Figure 3. Surface foliaire et densité de cellules de la 3¢ feuille de colza cultivé en petits pots et grands pots dans le méme
environnement climatique (Dambreville et al., 2016). Les différents niveaux de gris (blanc a noir, représentent trois
génotypes différents).

Ces deux figures illustrent les différents phénotypes observés en fonction d’une culture en petits pots ou grands pots.
L'importance de cette variable doit étre prise en compte.

L'ensemble de ces modifications a été apporté et PHENOPSIS est aujourd’hui opérationnel pour fonctionner
dans une gamme étendue d'espéces : de nouveaux plateaux, une balance de plus forte capacité, un vérin, et une
nouvelle caméra constituent les principales modifications mécaniques pour un budget d'environ 10 k€
(modification du logiciel incluse).

La principale nouveauté est I'évolution du logiciel associé

Toutes les caractéristiques, fonctionnalités et supervision du PHENOPSIS d'origine ont été gardées. Le nouveau
logiciel permet non seulement de programmer la taille de pots décrite ci-dessus, mais surtout, plusieurs autres
configurations de pots. Cing types de configurations de pots (taille et disposition) sont actuellement disponibles et
modifiables dans le temps et suivant les besoins expérimentaux. Celles-ci sont gérables « en autonomie » par
I'utilisateur, sans avoir recours au constructeur. Ainsi, le passage d'une configuration de 70 pots de 7 L a 504
pots de 250 mL est aujourd’hui possible en quelques clics de souris. L'étendue des possibilités est large, y
compris des configurations mixtes (plateaux de types différents sur une méme expérimentation).

Actuellement une nouvelle géométrie requiert seulement la fabrication de nouveaux plateaux a la dimension des
pots choisis. La balance doit étre adaptée au poids des pots et a la précision souhaitée. De méme, le vérin et la
géométrie du systéme de pesée doivent étre dimensionnés pour s’adapter au volume et au poids des pots.

Photo 10 page suivante
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Photo 10. Ici, les cultures de tomates (gauche) et de salade (droite) sont aujourd’hui possibles (Photos : INRA-Lepse).

Quelles évolutions futures ?

La recherche scientifique est soumise aux exigences sociétales et s'appuie sur les évolutions technologiques trés
rapides. Nous avons vu que PHENOPSIS était suffisamment flexible pour s’adapter & diverses demandes
(augmentation de la taille des pots pour analyser le phénotype d’espéces végétales d'intérét agronomique) et de
nouveaux besoins (évolution/obsolescence des outils d’'acquisition de données). Avec la diversification des
espéces végeétales d'architectures contrastées, il devient urgent de considérer la plante dans ses trois
dimensions. L'addition de caméras latérales nous a déja permis d’appréhender la croissance verticale et le
mouvement des feuilles. Avec le développement des nouvelles technologies, il devient envisageable de scanner
les plantes en 3D en conservant la structure initiale.

L'analyse en temps réel des données acquises pourrait permettre d’améliorer le pilotage de l'automate. Par
exemple, chez les plantes en rosette comme A. thaliana, la surface foliaire donne une bonne estimation de la
masse des plantes qui devrait étre prise en compte pour ajuster ['irrigation. Cependant, I'analyse d’'images en
temps réel est contrainte par la qualité d’acquisition. Plusieurs méthodes (par exemple la combinaison d’images
dans différents spectres lumineux, le développement de procédures informatisées) sont actuellement a I'étude
pour réaliser ces développements dans les meilleures conditions.

La germination des graines reste une étape critique. Une attention particuliére et une présence humaine
réguliere est nécessaire pour maintenir un environnement constamment humide a proximité des graines puis des
plantules. L'automatisation de la brumisation au plus proche des graines est a I'étude.

Les plateaux a grands pots entrainent des effets de bordure et cet élément pourrait étre amélioré. La mixité des
types de plateaux implique ici une contrainte de gestion de balance due & la présence d’une poutre centrale.
Celle-ci sera éliminée sur la prochaine évolution de PHENOPSIS. De plus, la balance sera soulevée par un vérin
électrique et non plus pneumatique, ce qui permettra d’adapter sa course sous chacun des pots en fonction de
leur dimension.

Conclusion

La conception, la sécurisation, la fiabilisation et enfin I'évolution de PHENOPSIS, ont été permis gréce a une
volonté du LEPSE de conserver un outil au plus proche des questionnements scientifiques tout en s’appuyant sur
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des avancées technologiques. Une attention particuliere a été portée i) a la communication entre les différents
acteurs, c'est-a-dire les utilisateurs, les développeurs et les constructeurs/fournisseurs, et ii) a I'anticipation des
besoins futurs. Pendant les quinze années d’existence de I'automate, le constructeur est resté a disposition pour
le développement des demandes successives ce qui a été et reste un facteur déterminant dans la réussite des
évolutions de l'outil.
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ANNEXE 1

Liste des matériels utilisés dans PHENOPSIS

Liste récapitulative des partenaires et fournisseurs de matériel ayant servi a la réalisation de la

chambre de culture et de 'automate.

La CHAMBRE de CULTURE

Adresse fournissseur

Tél, email ou site internet

AM Froid

Montpellier, France

0467871578

Campbell

Campbell Scientific, Shepshed,
Leicester-shire, UK

http://www.campbellsci.co.uk/fr

Lampes : Philips HPI-T Plus 400W
Et néons : grolux T8 36W

https://www.lampesdirect.fr/

Li-Cor

Lincoln, Ne , USA

Http://www.licor.com

Skye Instruments

Powys.LD1 6 DF U.K

http://www.skyeinstruments.com

Vaisala

Oy, Helsinki, Finlande

http://www.vaisala.com

Groupe froid

Danfos Maneurope SA

Humidificateur

Ambrumesnil 76550 France

http://www.devatec.com

Caillebotis Manutan http://www.manutan&é.com
L’AUTOMATE
Optimalog 2 rue de la Fontaine de Mié http://www.optimalog.com

F-37540 Saint Cyr sur Loire

Moteurs servomoteurs

Sanyo Denki 95958 Roissy

www.sanyodenki.co.jp

Sartorius

37075 Gottinghen, Allemagne

http://www.sartorius.com

Allied Vision: camera GC1600C

,Le Quadral”
23 bis, rue Edouard Nieuport
92150 Suresnes
France

http://www.stemmer-imaging.fr/
https://www.alliedvision.com

Electro finish (pompe)

Fontaine, France
95130 Franconville, France

Electro.finish@freesbee.fr

Caméras supplémentaires sur le bras ayant demandé une adaptation mécanique et logicielle

particuliere

Caméra IR
SC645 : plage spectrale : 7,513 um

http://www.flir.fr

Imaging pam, Chlorophyll
Fluorescence System

http://www.walz.com
http://www.bionef.fr

Camera latérale: camera Allied
Vision GC1600C

http://www.stemmer-imaging.fr
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ANNEXE 2
Logigramme initial de PHENOPSIS et logigramme actuel simplifiés

Logigramme de PHENOPSIS en
2002, lors de sa création

v
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Logigramme actuel de 'automate PHENOPSIS 2016 : le principe reste le méme, ily a
complexification et diversité des outils.
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ANNEXE 3
Informations sur la partie logicielle de PHENOPSIS

L'atelier OptimaPLC, développé et commercialisé par OPTIMALOG, est un outil de développement basé sur la
norme |[EC61131-3. Il permet de programmer en IL, ST, FBD, LADDER et en diagramme SFC (Grafcet).
OPTIMA PLC n'est pas un outil destiné a programmer des automates classiques, mais bien un automate sur
PC.

Exemples de programmation :

Mode Grafcet :

FOL Type Etspes
TaskInitEmail.P1 PROGINITIALISAT. STEPZ
TaskPLC.Combinatoire. MontesBaisseBalance  TMONTEEBAISSER, STEP1
TaskPLC, CyclelnitRobot, CyclelnitRobot 1 TCYCLEINITROBO™ INIT

{ TasiPLC.CycielnitRobot.CycienitBalang TCYCLEINITBALAN TMIT
TaskPLC, CyclelnitRobot CycleResetvariateur  TCYCLERESETYAR: ETAPEL
TaskPLC, CycleAutoRobot, CycleAutoRobotl  TCYCLEAUTORDEC INIT
TaskPLC.CycleAutoRobot. CycleDemandeStopl TCYCLEDEMANDES IMIT

[ Déclarations | Instructions | Infas

AE LS e

T [

= P
Monterealance  i= Talse;
Betcen CrlenTnceiZ Tries
R oo=TautAscensearEal anci— 03

— [ Eatancesasse “EBalanceeasse &
(STepl.T »= MillisecTime(R_TpsDefaurcourseTarala))

epz P
E[ |oescendresalance 1= false;
Ealancenbessais i= BalanfenbEssais - 13
iT BalanceNbEssais <= 0
en F_DefautAscenseurBalance:= 201;
EalanceNbEssais H

end_it;

R_Defautascenseurgalance = o

int

rsteps 1
Descendreealance i= Talse;

—— ealancemoyenne :‘> \Ealancemeyenns

epd

=
r_pefaurascenseurealance:= 211;

R_DeTautAscenseurgalance = o

Mode Taches : Optima PLC est un logiciel d'automate sur PC en temps réel incluant un atelier logiciel
convivial pour la programmation des tches automates.

Vi Optirna PLC Runtirne - [Liste des tiches]

R Controle Autormate Fenétres Diagnostic  Ajde

R R sa L A v‘ c ‘ 1o v‘ AN v| Dehug
tem Prio | Start Run  Fadk Step Scrutations Durge Min Durde Max Durée Moy
ThermaCamTask s wox 841469175 ops 18962 s z6us
{TaskInit -3 1 644 s 44 s 64400
TaskintEmai 8 ok 10003 ops s 1605
TasielC 8 wox 840553791 171 360610 15 .2
TaskGGestionFichirs B %oy 13472040 B 350571 s 1065
TaskFnEmal s X o o0 o 0.0us
40D TaskawIT Expression Valeur Type
& vrai (13 800L
£no Faux (01
) PROGINITIALISATION
3B) STARTPLCPHASEOK STARTPLCPHASECK vrai (23 8oL
oB) STOPPLCPHASEOK STOPPLCPHASEOK Faux (91 800

Diclarations | 120 {Inkes | Langage | Frooeiétis | Drots
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A multi-scale pipeline for reproducible analyses of
tomato leaf expansion and its plasticity
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Abstract

Robust relationships between organ size and their cell number have been
reported for different plant species and many environmental scenarios, suggesting
that a large part of plant development plasticity is related to changes in cell cycle
activity. Endoreduplication is a variant of the cell cycle during which DNA replication
occurs without mitosis. The role of endoreduplication in plant functioning is not yet
fully elucidated. However, it results in the multiplication of nuclear ploidy and
interacts with cell growth as a positive correlation is often reported between cellular
ploidy and cell area. The functional links between cell division, cell expansion and
endoreduplication during organ development remain unclear. The relative
contribution of these three processes to the final size of plant organs has been
considered only in a few studies, for instance on tomato (Solanum lycopersicum Mill.)
fruit or Arabidopsis thaliana leaf. In this study, the extent of endoreduplication,
epidermal cell area and number, were measured on successive compound leaves of a
common tomato genotype (WVA 106). Neither the cell area, nor the
endoreduplication factor differed significantly from one leaflet to another within a
leaf at a given node. In addition, these two variables did not differ spatially in a
mature leaflet, from tip to base. In contrast, both variables decreased from one leaf to
another, i.e. from the most mature to the youngest without correlation with final leaf
size. Results are discussed in terms of the respective role of endoreduplication and
cell division in individual tomato leaf expansion. They give new insights into
compound leaf formation at the cellular scale.

Keywords: growth, cell division, cell expansion, endoreduplication, compound leaves,
Solanum lycopersicum

INTRODUCTION

Tomato (Solanum lycopersicum Mill.) is the most studied fleshy fruit, and the second
vegetable consumed worldwide (http://faostat.fao.org). This is a fully suitable model plant
for integrative interdisciplinary researches as it has been investigated in many research
areas. A wide range of genetic resources (cultivars, mutants, transgenic lines, segregating
populations) and several genomic tools are available, among them the fully sequenced
genome (The Tomato genome consortium, 2012). As in other multi-cellular organisms,
growth and development of tomato fruit are characterized by a complex coordination of cell
division and cell expansion (Gillaspy et al, 1993). Cell division, cell expansion and
endoreduplication are prevailing growth processes, which strongly interact during tomato
fruit life in relation with carbon and water fluxes. Understanding the link between cell
division and expansion processes is a long standing question in plant biology (de Veylder et
al, 2011; John and Qi, 2008; Sugimoto-Shirasu and Roberts, 2003) and a real challenge for
mathematical modeling. Models of tomato (Solanum lycopersicum L.) fruit growth
integrating cell division, cell growth and endoreduplication have been developed (Baldazzi
et al,, 2012; Fanwoua et al,, 2013). They can predict changes in cell number, size and age
over time during fruit development, under different environmental conditions. The
development of fleshy pericarp tissue is characterized by numerous rounds of
endoreduplication inducing a spectacular increase in DNA ploidy and mean cell size.
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Although a clear relationship exists between endoreduplication and cell growth in plant
organs, the exact role of endoreduplication has not been clearly elucidated (Nafati et al,,
2011; Scholes and Paige, 2015). Regular cell cycle involves a DNA duplication phase followed
by a division phase, i.e. mitosis. Endoreduplication is a cell cycle variant of multicellular
eukaryotes in which mitosis is skipped and cells repeatedly replicate their DNA, resulting in
cellular polyploidy. Endoreduplicated cells are uninucleate cells having multiplicative DNA
contents. In tomato fruit, cell nuclei contain a 2C DNA amount which can reach 128C after 6
successive endoreduplication cycles (Bourdon et al., 2011). In vivo ploidy maps showed that
in Arabidopsis thaliana leaf epidermis, this gain in DNA content is positively correlated with
epidermal cell size (Boudolf et al., 2004; Melaragno et al., 1993). In agreement with these
observations, numerous studies highlighted a positive correlation between these two
variables (Dewitte et al., 2007; Roeder et al., 2010; Tojo et al., 2009; Vlieghe et al., 2005).

Similar observations have been reported on tomato fruit (Cheniclet et al., 2005).
However, the contribution of cell division, cell expansion and endoreduplication to tomato
leaf expansion has not been explored so far mainly because of the complex architecture of
tomato leaves. Using tools and knowledge recently acquired for the high throughput analysis
of cell division, cell expansion and endoreduplication during leaf development in A. thaliana,
the contribution of these 3 processes to tomato leaf expansion was studied here, taking into
account the complexity of compound leaf architecture. The aim of our study was to test to
which extent tools and knowledge issued from multi-scale analyses of A. thaliana leaf
expansion could be applied to the analysis of tomato leaf expansion despite its more
complex architecture.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and growth conditions

The experiment was carried out in a growth-chamber, at Domaine St Paul Site
Agroparc, in Avignon France between December 2014 and March 2015. Plants of cherry
tomato (Solanum lycopersicum ‘WVA 106’) were grown in 41 pots, in humus. Pots were
placed in a greenhouse with a mean temperature of 23°C during the day and 20°C during the
night. Air humidity varied between 60 and 70%. Plants were watered at regular intervals
with a nutrient solution to avoid soil water deficit and keep the soil humidity around 60%
(Liquoplant rose, Plantin).

Measurement of leaf traits at different scales
All leaf traits were measured on two representative plants, 2 months after sowing, on
the first sympodial unit which had finished its vegetative development (Figure 1).
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1. Whole leaf and leaflet areas.

For both plants, successive leaves of the first sympodial unit were cut at the basis of
their rachis and scanned. Whole leaf area (mm2) and individual leaflet area (mm2) were
measured on the leaf scans with an image analysis software (Image] 1.45S, Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA). The terminal leaflet emerges first and the successive
pairs of lateral leaflets appear in basipetal order. Small leaflets (inter-leaflet and intra-
leaflet) that appear occasionally between main leaflets along the rachis or on either side of
the petioles were not considered in our analyses.

2. Epidermal cell area.

Adaxial epidermal imprints were obtained by drying off a translucent varnish coat
spread on the adaxial side of each leaflet for all successive leaves. The imprint was peeled off
and immediately stuck on a microscope slide with one sided adhesive. Imprints were placed
under a microscope (Leitz DM RB; Leica, Wetzlar, Germany) coupled to an image analyzer
(Image] 1.45S, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). The spatial variability in
mean epidermal cell area within a leaflet was analyzed by drawing non-truncated epidermal
cells in a given area in three zones selected at the base, the middle and the tip of the leaflet,
on the right side of the midvein. For each zone, areas of 25 cells are measured. Mean values
are calculated within the 75 measurements.

3. Epidermal cell number per leaflet.
The epidermal cell number per leaflet was calculated as the ratio between leaflet area
and mean epidermal cell area measured in the middle zone of the leaflet.

4. Endoreduplication factor (EF).

As soon as the mature leaves were cut, three samples of each leaflet were harvested
using a punch of 8 mm diameter. They were harvested at three positions within each lamina,
on the left side of the midvein: at the basis, at the middle and at the tip of the leaflet. They
were immediately put in a 2ml ependorf and immediately frozen in liquid nitrogen. Samples
were then stored at -80°C until flow cytometry measurements. Freezing plant material
before flow cytometry analyses helped to have sharper peaks for further analyses (perhaps
by compacting the nuclei that show less variation afterwards, L. de Veylder, personal
communication, VIB Gent, Belgium). Frozen disks were chopped with a razor blade and
incubated in 200 pL extraction buffer for 2 minutes. Extracted nuclei were fixed with 200 pL
of 70% ethanol for 2 minutes and colored with 800 puL DAPI. The solutions were finally
filtered to eliminate all structures with diameter higher than 30 pm. Remaining solutions
were analyzed by flow cytometry with a C6 BD Accuri system. All reagents were also
obtained from BD Biosciences. For each sample, 500000 nuclei (including also but to a lesser
extent a few nuclei fragments) were counted and the percentage of cells with nuclei in 2C,
4C, 8C, 16C and 32C was calculated. The EF was calculated from the percentage values as
follows: EF = (0 x %2C) + (1 x %4C) + (2 x %8C) + (3 x %16C) + (4 x %32C)/100 (as in
Cookson et al., 2006).

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, several cellular growth traits were measured systematically at different
positions within a leaflet (at the basis, the middle and the tip), in all leaflets that arose on a
given leaf and on successive leaves of the first sympodial unit. To our knowledge, such
spatial variability in epidermal cell area and endoreduplication had never been documented
before as most studies considering these two variables together have been usually
performed on simple-leafed species and in most cases comparing these variables in the
middle of a leaf at a given node.

Within-leaflet variability of epidermal cell area and endoreduplication
The spatial variability in the extent of endoreduplication was assessed in the 7 leaflets
of both leaves 4 (Figure 2A) and 6 (Figure 2B). The endoreduplication factor did not differ
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significantly when measured at the base, the middle or the tip of each leaflet. In leaf 6, a
higher endoreduplication factor was found in the middle of the 1st leaflet and both at the tip
and base of the 6t leaflet. However, these observations did not reveal any consistent trends
across the leaflets. Consistently, epidermal cell area did not vary significantly across a leaflet
from its base to its tip (base 1542+356 umz2, middle 1470+364 pm?2, tip 1430+299 um?2).
These results are consistent with what is known on the spatial dynamics of cell division and
cell expansion for dicotyledonous with simple leaves (Granier and Tardieu, 1998). In the 8t
sunflower leaf, it was shown that both cell division and cell expansion follow a tip-to-base
gradient during leaf expansion. Both processes slow down and subsequently stop their
activities first at the tip of a leaf and then gradually to the base (Granier and Tardieu, 1998).
As a consequence, during leaf expansion, epidermal cells are larger at the tip of the leaf than
at the base, but this gradient disappears at the end of the leaf expansion period. Such
patterns have also been described in A. thaliana (Donnelly et al.,, 1999; Tisné et al., 2011).
Because epidermal cell area was homogeneous along the mature leaflet, mean epidermal cell
area was determined by drawing non-truncated epidermal cells in a given area in three
zones selected in the middle part of the lamina for each leaflet afterwards on the right side
of the midvein.

Leafn° 4 Leaf n®° 6
A B
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i =2 w = *
w w
Mean
8 4 + Base 3
4 Middle
Tip
o - ' o
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Leaflet Leaflet

Figure 2. Effect of leaflet position on endoreduplication factor (EF) for two leaf positions
(A: leaf n°4 and B: leaf n°6). EF has been calculated in three leaflet zones at the
base (black diamond), middle (dark gray triangle) and the tip (light gray cross) of
the leaflet. Mean values in white square are means of the three positions within
the leaflet.

Between-leaflets (or within-leaf) variability of areas and cellular growth traits

Leaflet areas varied substantially within a given leaf. Leaflets 6 and 7 tended to be
smaller than the other ones in all 4 leaves studied here (Figure 3A). In contrast, epidermal
cell size did not differ among leaflets of a same tomato leaf, except maybe for the first leaflet
which tended to have larger epidermal cells than the others (Figure 3B). This result
contrasts with what is reported in other plant species when cell area is compared among
successive leaves of a same plant. Size of epidermal cells in successive leaves decreases from
node to node in many plant species as shown in sunflower (Granier and Tardieu, 1998), A.
thaliana (Cookson et al.,, 2007; Tisné et al,, 2011), or in I[pomea (Ashby, 1948). At the cellular
scale, our analysis suggests that leaflets of a mature compound leaf can be considered as
zones of a mature single leaf.
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Figure 3. Effect of leaflet position on individual leaflet area (A), mean epidermal cell area in
the leaflet (B), mean epidermal cell number per leaflet (C) and mean
endoreduplication factor (D). Symbols and colors represent different leaf
positions along the plant main axis, from the fourth to the seventh leaf, see legend
in the left bottom corner in A). Bars are means #* confidence intervals of two
plants («=0.05).

Between-leaves (or within-sympodial unit) variability of cellular growth traits

Total leaf area, i.e. the sum of all individual leaflet areas, increased with increasing
node position as shown for leaves 4 to 7 (Figure 4A). Consistently, the number of epidermal
cells per leaf, i.e. the sum of epidermal cells of the 7 leaflets of the leaf, followed the same
trend and increased with increasing node position (Figure 4C). In contrast, both mean
epidermal cell area and endoreduplication factor decreased in the leaf from one node to
another (Figure 4B, D). Such patterns are consistent with what is reported in other species
such as A. thaliana or sunflower (Granier and Tardieu, 1998; Cookson et al., 2007; Tisné et
al,, 2011).
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CONCLUSIONS

The complex leaves of tomato presented an opportunity to study a multitude of
gradients in the leaf from the base-to-tip zones forming a leaflet, successive single leaflets
forming a compound leaf to the successive leaves forming a sympodial unit. All together our
results suggest that a mature compound leaf can be considered as a single leaf at the cellular
scale without any gradient in cell size within a leaflet or even among leaflets. We also
reported here that the variability in leaf area along the shoot is related to the variability in
epidermal cell number per leaf, but not to that of cell area as shown for other plant species.
At all spatial scales, epidermal cell area and the endoreduplication factor followed similar
tendencies whereas leaf or leaflet areas were related to epidermal cell number.
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Représentation schématique de la construction plasmidique utilisée pour effectuer la transformation (protocole décrit dans Mathieu-
rivet et al., 2010) a l'orgine de la lignée transgénique Pro35S::SICCS52AAS.
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Représentation schématique de la construction plasmidique utilisée pour effectuer la transformation (protocole décrit dans Mathieu-

rivet et al., 2010) a l'origine de la lignée transgénique ProPEPC2::CCS52A0E.
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